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na ekonomiju i zdravlje ljudi. U nepovoljnim uvjetima pojedine vrste stvaraju ciste, rezistentan
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1 UVvOD

1.1 Fitoplankton

Fitoplankton su jednostani¢ni fotosintetski organizmi rasprSeni u vodenom stupcu koji
nemaju mogucénost aktivnog pokretanja. Unutar fitoplanktona zastupljeni su prokariotski
(cijanobakterije) i eukariotski (glaukofita, kloroplastida, kriptofita, haptofita, alveolata,
stramenopila) organizmi (Adl i sur., 2012). Eukariotski predstavnici fitoplanktona su protisti,

te osim haptofita i kriptofita, pripadaju SAR i arheplastida supergrupe (Slika 1).
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Slika 1. Filogenija eukariota. Preuzeto iz Adl i suradnici (2012).

Fitoplankton se, prema veli¢ini, dijeli u tri veli¢inske frakcije, Najveca frakcija je
mikroplankton, stanice ¢iji je promjer izmedu 20 i 200 pum. Slijedi frakcija nanoplanktona,
stanice ¢iji je promjer izmedu 2 i 20 um te pikoplankton, kao najmanja frakcija, stanice
promjera izmedu 0,2 i 2 um (Sieburth i sur., 1978). lako navedena podjela je i dalje prihvacena,

sve se Cesce, 1 ovisno o cilju istrazivanja, koriste i druge podjele poput - pikonanoplankton (0.8



- 5 um), nanoplankton (5 — 20 um), mikroplankton (20 -180 um) i mezoplankton (180 - 2000
um) (de Vargas i sur., 2015) ili pak <0.22, 0.22-3 i 3-20 um (Gorsky i sur., 2019).

Fitoplankton se razvija nalazi u eufotskom, odnosno, osvijetljenom dijelu vodenog
stupca.. Fitoplankton ima klorofil a. Neke vrste imaju dodatne pigmente iz skupine klorofila
(klorofil b, c1, c2 1 d). Dodatni pigmenti stanici omogucéuju iskoriS$tavanje veceg spektra valnih
duljina koje se potom prenose na klorofil a, te posljedi¢no povecavaju efikasnost procesa
fotosinteze. Uz Kklorofil postoje jo$ dvije skupine pigmenata, karotenoidi, koji $tite stanicu od
fotooksidacije kod izlozenosti svjetlosti prejakog intenziteta, i fikobilini, koji prosiruju spektar
valnih duljina koji se moze Koristiti pri fotosintezi (Glazer, 1982; Demmig-Adams i Adams,
1992).

Uz organsku tvar dobivenu procesom fotosinteze, predstavnicima fitoplanktona
potrebne su hranjive soli za rast. Stanica ima velike potrebe za vodikom, kisikom i dusikom,
dok su u joj u manjoj mjeri potrebni fosfor, sumpor, kalij, natrij, kalcij, magnezij i klor.
Elementi u tragovima koji su potrebni za odrzavanje stani¢énog metabolizma su silicij, zeljezo,

mangan, molibden, bakar, kobalt, cink, bor i vanadij (Reynolds, 2006).

Intenzitet svjetlosti, koli¢ina i sastav hranjivih soli, temperatura i mnogobrojni ostali
abiotic¢ki i bioticki faktori, odreduju sastav, biomasu i abundanciju fitoplanktonske zajednice.
Poveéanjem abundancije fitoplanktona dolazi do cvatnji (eng. bloom). Prema Margalefu
(1978), promjenom uvjeta u vodenom stupcu mijenja se dominantna vrsta i/ili skupina vrsta
fitoplanktona tijekom cvatnji (Slika 2). U uvjetima visoke turbulencije i visoke koncentracije
hranjivih soli u cvatnji prevladavaju dijatomeje. Ukoliko je koncentracija hranjivih soli visoka,
a turbulencija niska prevladavaju dinoflagelati koje luce toksine, stvarajuci toksi¢ne cvatnje
(HAB, eng. harmful algal blooms). Ukoliko su vrijednosti turbulencije i koncentracije

hranjivih soli niske, u cvatnji ¢e prevladavati dinoflagelati koji ne uzrokuju toksi¢ne cvatnje.



ol od tid ~ diatoms |
L o 2 e r i e ' _
dinoflagellates (ThﬁlaSSlosllra )
= - arge
%g (Goniaulax)  (cpaetoceros) t
— — g J small
az| > (RhlzosolenlaJ
- "g gg (Cﬂcclo/l'lt hfq)\ ;900
23 y ¢ (Ceratium) o
78 void
0 =2 W L/
o © | (Ornithocercus)
S § |didoftagellates _
(low) turbulence ( high)
002-1cm? ¢ 3-10 cm?

Slika 2. Prikaz dominantnih skupina organizama u odnosu na koncentraciju dusikovih i
fosforovih spojeva (y 0s) i turbulencije (x 0s). Preuzeto iz Margalef (1978).

1.2 Dinoflagelati

Dinoflagelati su jednostani¢ni organizmi koji pripadaju u SAR (akronim od
Stramenopiles, Alveolata, Rhizaria) supergrupu protista. Dinoflagelati mogu nastanjivati
morska i slatkovodna stanista, te mogu zivjeti u vodenom stupcu, na morskome dnu, kao
simbionti unutar tkiva drugih organizama te kao paraziti. Opisano je 3545 fosilnih i recentnih
vrsta dinoflagelata (Guiry i Guiry, 2019). Najstariji fosili koji se pripisuju dinoflagelatima stari
su 250 milijuna godina (Hoppenrath i sur., 2009). Bujak i Williams (1981) navode kako su
dinoflagelati vrlo vjerojatno i stariji, no nisu stvarali fosile nalik onima iz mladih geoloskih

razdoblja.



1.2.1 Morfologija i grada stanice

Veli¢ina stanica dinoflagelata kre¢e se od manje od 2 um za manje predstavnike roda
Gymnodinium do 2 mm za izuzetno velike primjerke vrste Noctiluca scintillans (Barsanti i
Gualtieri, 2014). Na povrSini stanice nalazi se amfijezma, koja je sastavljena od vanjske
membrane — plazmaleme i plosnatih vezikula (Dodge i Crawford, 1970). Kod nekih vrsta
vezikule mogu biti ispunjene celuloznim plo¢ama, koje se nazivaju teke, stoga se predstavnici
kod kojih su prisutne teke nazivaju tekatnim dinoflagelatima. Raspored teka u odnosu jedne na
drugu naziva se tabulacija te je izuzetno bitna u taksonomiji. Ukoliko stanica nije pokrivena sa
celuloznim plocama, nazivaju se atekatnim dinoflagelatima. Veéina dinoflagelata ima
transverzalnu brazdu zvanu cingulum te longitudinalnu brazdu zvanu sulcus (Hoppenrath i sur.,
2009). Sulcus se nalazi na ventralnoj strani stanice (Slika 3). Cingulum dijeli stanicu na gornji
dio koji se naziva epitheca, kod tekatnih predstavnika, ili epiconus, kod atekatnih predstavnika
dinoflagelata. VVrh gornjeg dijela stanice se naziva apex a nasuprot njemu se nalazi antapex
(Lebour, 1925). Svaka stanica ima 2 nejednaka bica koja izlaze s ventralne strane stanice, osim
kod vrsta roda Prorocentrum kod kojih bicevi izlaze s apikalnog kraja stanice (Lebour, 1925).
Transverzalni bi¢ nalazi se u cingulumu te rotira stanicu, dok se longitudinalni bi¢ nalazi u

sulkusu te pokrece stanicu prema naprijed.

Jezgra dinoflagelata ima karakteristike prokariotskih i eukariotskih organizama (Lee,
2008). lako su dinoflagelati eukarioti, nemaju histonske proteine u jezgri (Janouskovec i sur.,
2017). Umjesto njih postoje tri kategorije proteina koji se mogu naci u jezgri, DVNP (eng.
dinoflagellate/viral nucleoproteins), HLP i HLP 1l (eng. histone like protein). DVNP su sli¢ni
proteinima nadenim u virusima iz obitelji Phycodnaviridae te su pronadeni kod svih

dinoflagelata (Janouskovec i sur., 2017).
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Slika 3. Shematski prikaz grade stanice dinoflagelata. Lijevo — ventralna strana stanice, desno
— dorzalna strana stanice. Preuzeto iz Vili¢i¢ (2002).

1.2.2 Nacin ishrane

Dinoflagelati se dijele na autotrofe, miksotrofe i heterotrofe. Prema Flynnu i suradnicima
(2013) protisti se, ukljucujuci i dinoflagelate, nalaze u kontinuumu izmedu iskljucivo

heterotrofnog i iskljuéivo autotrofnog nacina ishrane (Slika 4).

{Strict non-phototroph Strict non-phagotroph |

Slika 4. Raspodjela skupina protista prema nacinu ishrane od iskljucivo heterotrofnih
organizama (lijevo) do iskljucivo fototrofnih organizama (desno). Preuzeto iz Flynn i suradnici
(2013).



Detaljnija razrada moguénosti ishrane kod dinoflagelata i ostalih protista predloZena je
u Mitra i suradnici (2016). Podjela se sastoji od 6 kategorija te ukljucuje prave fotoautotrofe,
Cetiri kategorije miksotrofa i prave heterotrofe. Miksotrofni organizmi se u ovoj podjeli
rasClanjuju na Kkonstitutivne i nekonstitutivne miksotrofe. Konstitutivni miksotrofi su
organizmi koji energiju i hranjive tvari dobivaju procesom fotosinteze i fagotrofijom, no ne
trebaju se hraniti fotosintetskim organizmima kako bi zadrzali sposobnost fotosinteze.
Nekonstitutivni miksotrofi se moraju hraniti fotoautotrofnim organizmima kako bi odrzali
sposobnost fotosinteze, te se dijele na generaliste i specijaliste. Razlika izmedu generalista i
specijalista je u tome Sto generalisti imaju $iri raspon plijena koji mogu koristiti za akviziciju
fotoautotrofije, dok specijalisti imaju uzi izbor plijena. Specijalisti se dijele na specijaliste za
plastide i specijaliste za endosimbionte. Specijalisti za plastide fagocitiraju cijeli plijen te
sekvestriraju plastide, a ostatak stanice probave, dok specijalisti za endosimbionte zadrzavaju

cijeli organizam.

1.2.3 Toksicnost

Neke vrste dinoflagelata imaju sposobnost sinteze i Iucenja toksina koji mogu imati
negativan utjecaj na okoli§ i1 posljedicno covjeka. NajceS¢e grupe toksina koje luce
dinoflagelati su saksitoksini, brevetoksini, ciguatoksini, dinofizistoksini, okadai¢na kiselina,
goniautoksini, jesotoksini, maitotoksini, azaspiracidi i palitoksini (Van Dolah, 2000; Wang,
2008). Navedeni toksini kod Covjeka utjeCu na ionske kanale koji se nalaze u stani¢noj
membrani te otezavaju transport tvari izmedu citosola i vanstani¢ne teku¢ine (Wang, 2008).
Do trovanja kod ljudi najces¢e dolazi konzumacijom SkoljkasSa, riba i1 drugih morskih
organizama koji su u svojim tkivima akumulirali toksine, dok su trovanja uzrokovana
udisanjem aerosola znatno rjeda (Van Dolah, 2000). Kod ljudi, saksitoksini i goniautoksini
uzrokuju paraliticko trovanje Skoljkasima, brevetoksini i jesotoksini neurotoksi¢no trovanje
Skoljkasima, ciguatoksini, maitotoksini i palitoksini ciguatera trovanje ribom, azaspiracidi
uzrokuju azaspiracidno trovanje $koljkaSima, dinofizistoksini i okadai¢na kiselina dijareticko
trovanje Skoljkasima (Van Dolah, 2000; Wang, 2008). Osim utjecaja na Covjeka, toksini
dinoflagelata mogu uzrokovati smrt kod riba, ptica, veslonozaca, rakova viticara i grbavih

kitova (White, 1981; Geraci i sur., 1989; Frangopulos i sur., 2000; Shumway i sur., 2003)



1.2.4 Ciste

Ciste su rezistentan stadij dinoflagelata koji im pomaze pri prezivljavanju nepovoljnih
uvjeta (Dale, 1983). Dinosporin je tvar koja cistama omogucava rezistentnost (Head, 1996),
nalazi se u stani¢noj stijenci te se njegova struktura razlikuje izmedu vrsta (Bogus i sur., 2014).
Uz dinosporin, klju¢ne razlike izmedu cista i vegetativnih oblika dinoflagelata se ocituju u
morfologiji stanice i staniénom sadrzaju. Dinoflagelati u stadiju ciste (Slika 5) imaju vidljiv
otvor kroz koji cista klija (eng. archeopyle) te procese (Slika 6) — izbo¢enja raznih oblika na
povrsini stanice (eng. processes) te nemaju vidljiv sulkus i cingulum, strukture karakteristi¢ne
za vegetativne oblike (Matsuoka i Fukuyo, 2000; Lee, 2008). Citoplazma ciste granulirana je i
najc¢esce je smede boje, dok citoplazmatske strukture, kao npr. golgijev aparat, nisu vidljive

(Lee, 2008).
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Slika 5. Shematski prikaz razlic¢itih morfotipova cista. Preuzeto iz Matsuoka i Fukuyo (2000).
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Slika 6. Varijacije u duljini procesa na povrsini ciste. Preuzeto iz Matsuoka i Fukuyo (2000).

Formiranje cista moze biti rezultat spolnog razmnozavanja (Bravo i Figueroa, 2014) ili
reakcija na niz ¢imbenika od kojih su neki: alelopatija, promjene u temperaturi i svjetlosti,
prisustvo odredenih bakterija, prisutnost bioaktivnih tvari i velika abundancija stanica u
vegetativnom obliku (Dale, 1977; Doucette i sur., 1989; Grzebyk i Berland, 1996; Sakamoto i
sur., 2000; Skerratt i sur., 2002; Fistarol i sur., 2004; Garces i sur., 2004). Kokinos i Anderson
(1995) promatrali su formiranje ciste kod vrste Lingulodinium polyedrum te su definirali ¢etiri
faze u procesu nastajanja cista. U prvoj fazi (Slika 7 a i b) stanica je u vegetativhom obliku.
Vanjski rub citoplazme ostaje bez boje te, kod nekih jedinki, dolazi do promjene u kretanju. U
drugoj fazi (Slika 7 ¢ i d) stanice gube sposobnost kretanja, odbacuju biceve i teke, formira se
vanjska membrana te se pojavljuju strukture koje ¢e se razviti u procese. U trecoj fazi (Slika 7
e,g i h) dolazi do ekspanzije vanjske membrane i formiranja procesa, dok u Eetvrtoj fazi (Slika
7 1) dolazi do pucanja vanjske membrane. Nakon pucanja vanjske membrane cista se smatra

zrelom.



Slika 7. Shematski prikaz stvaranja ciste. a,b — prva faza; c,d — druga faza; e,g,h — treca faza,
i — Cetvrta faza. Preuzeto iz Kokinos i Anderson (1995).

Ciste proklijaju nakon zavrSetka obvezne faze mirovanja i pri povoljnim ekoloskim
uvjetima (Bravo i Figueroa, 2014). Marasovi¢ (1989) i Anderson i suradnici (2005) cvjetanje
vrste Lingulodinium polyedrum, odnosno Alexandrium fundyense, povezali su s prisutnosti
cista u sedimentu. Autori oba rada smatraju da se ciste u sedimentu ponasaju kao rezervoar,
odnosno, da pri dolasku povoljnih uvjeta ciste proklijaju te uzrokuju cvjetanja, §to je
nepovoljno za covjeka i okolis, buduéi da L. polyedrum i A. fundyense imaju sposobnost lu¢enja

toksina.



1.3 Sediment

Morski sediment su nepovezane organske i anorganske ¢estice koje se akumuliraju na
morskome dnu (Hakanson, 1992). Glavnina morskih sedimenata se, prema porijeklu, mogu
podijeliti na litogene, koji dolaze s kopna; biogene, kojeg ¢ine anorganski ostatci organizama;
i kemogene, Kkoji nastaju precipitacijom iz morske vode (Noorany, 1989). Sediment se prema
veli€ini dijeli na §ljunak, kojeg Cine Cestice promjera veceg od 2 mm, pijesak, kojeg Cine Cestice
promjera od 63 pm do 2 mm; te silt i glina, koje Cine Cestice promjera manjeg od 63 um
(Wentworth, 1922). Veli¢ina Cestica sedimenta utjeCe na abundanciju i sastav organizama u

sedimentu (Urban-Malinga i sur., 2004; Ngo i sur., 2013; Martinec i sur., 2014).

1.4 Jadransko more

Jadransko more (Slika 8) je najsjeverniji dio Mediterana. Sjeverni dio Jadranskog mora
je najpli¢i sa prosjecnom dubinom 35 m, prosje¢na dubina srednjeg Jadrana iznosi 140 m, dok
je juzni Jadran karakteriziran kotlinom dubine preko 1200 m (Artegiani i sur., 1997). Zapadna
obala Jadrana karakterizirana je pomi¢nom podlogom a isto¢na obala ¢vrstom podlogom.
Jadransko more se smatra oligotrofnim morem, uz izuzetak sjevernog Jadrana gdje je
koncentracija hranjivih soli znatno viSa zbog utjecaja rijeke Po. Cirkulacija Jadrana odredena
je intruzijom vode iz Sredozemnog mora koja uz isto¢nu obalu putuje do sjevernog Jadrana,

te izlazi zapadnom obalom Jadrana prema Sredozemnom moru.
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Slika 8. Shematski prikaz Jadranskog mora. Linija a odvaja sjeverni od srednjeg Jadrana, linija
b srednji od juznog Jadrana. Preuzeto iz Artegiani i suradnici (1997).

Mijerenje i modeliranje strujanja na podruc¢ju Kvarnerskog i Rijeckog zaljeva tijekom
ljeta (Slika 9 a) i zime (Slika 9 b) 2015. godine provedeno je u sklopu BALMAS projekta
(Kraus i sur., 2019). Ljetna sezona (Slika 9 a) obiljeZena je cirkulacijom morskih struja iz
podrucja Rijecke luke prema srediSnjem dijelu Rijeckog zaljeva, te se potom krecu prema
Kvarnerskom zaljevu. Rijecki zaljev je djelomi¢no pod utjecajem struja iz Kvarneri¢a, dok je
dio Kvarnerskog zaljeva pod djelomi¢nim utjecajem strujanja iz srednjeg Jadrana. U zimskoj
sezoni (Slika 9 b) morske struje se iz podrucja Rijecke luke krec¢u duz isto¢ne obale Istre u

Kvarnerski zaljev, dok je Rijecki zaljev pod utjecajem struja iz Bakarskog zaljeva.

11



a) Surface velocity summer b Surface velocity winter
45°20'N 45°20'N :

0.3

45°10'N / G 45°10'N

0.2

0.3

[

0.2

45°N 45°N

T —

44950'N —- o5 01 A4°50'N —f 04

P

44°40'N = 44°40'N

14°E 14°10'E 14°éO'E 14°30'E 14°40'E 14°E 14°10'E  14°20'E 14°30'E 14°40'E
Slika 9. Strujanja na podruc¢ju Kvarnerskog i Rijeckog zaljeva. a) ljeto, b) zima. Preuzeto iz
Kraus i suradnici (2019).

1.5 Balastne vode

Balastne vode su primarni izvor invazivnih vrsta u morskom ekosustavu (Drake i
Lodge, 2004) te primarni vektor Sirenja cista dinoflagelata (Hallegraeff i Bolch, 1991).
Balastna voda neophodna je kako bi brod odrzao stabilnost tijekom plovidbe (Rigby i sur.,
1999), gdje pri plovidbi bez tereta brod uzima morsku vodu u balastne tankove, te istu tu
balastnu vodu po dolasku u ukrcajnu luku brod ispusta te ukrcava teret. Time se nekontrolirano
ispusta velika koli¢ina morske vode i organizama u novi okoli$. Veli¢ina balastnih spremnika
ovisi o veli¢ini broda te o koli¢ini tereta koji brod moze prevoziti (Endresen i sur., 2004). Prema
Endresenu i suradnicima (2004) najvecu koli¢inu balastnih voda imaju tankeri i brodovi za
prijevoz rasutog tereta. Dundovi¢ i suradnici (2010) identificirali su upravo naftu i naftne
derivate te rasuti teret kao glavni promet Rijecke luke, dok su u Drake i Lodge (2004) Rijecku

luku svrstali medu vruce tocke bioloskih invazija.
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1.6 Cilj istraZzivanja

Budu¢i da su balastne vode jedan od vektora Sirenja cista dinoflagelata, postoji
mogucnost da se prilikom njihovog ispustanja u Rijeckoj luci ispuste i ciste dinoflagelata.
Rijecka luka bi u tom slu¢aju mogla biti mjesto nakupljanja cista, koje se strujama prenose u
Rijecki, a potom i Kvarnerski zaljev. Cilj ovog rada je utvrditi da li je Rijecka luka mjesto
nakupljanja i moguéi izvor Sirenja cista dinoflagelata, te da 1i dolazi do Sirenja cista sa
pristaniSta u Rijeckoj luci prema Kvarnerskom i RijeCkom zaljevu. Analiza ¢e se provesti na
temelju prisutnosti pojedinih vrsta na istrazivanom podrué¢ju. Nadalje, u ovom radu istraziti ¢e

se da li postoje razlike u Sirenju tijekom ljetne i zimske sezone.

13



2 MATERIJALI I METODE

2.1 Opis postaja i krstarenja

Uzorkovanje i

prikupljanje fizikalno-kemijskih parametara provedeno je u

Kvarnerskom i Rije¢kom zaljevu tijekom zime i ljeta 2015. godine. Krstarenje na kojemu se

vrsilo uzorkovanje za zimsku sezonu odrzavalo se od 11. do 13. veljace 2015. godine, dok se

za ljetnu sezonu uzorkovalo od 13. do 15. srpnja 2015. godine. Uzorkovalo se 12 postaja

tijekom svake sezone (Slika 10). Unutarnje postaje su postaje u Rijeckoj luci - Budimpestansko

pristaniSte (RIbwB) i Susacki lukobran (RIbwS). Postaja RIbwB ima najveci brodski promet,

te se za nju pretpostavlja da je pod najveéim utjecajem balastnih voda. Druge dvije unutarnje

postaje su postaje (RIchm, RIref) najblize pristani$tu brodova. Ostale istrazivane postaje su

opisane kao vanjske (Tablica 1). Postaje u Rijeckoj luci (RIbwB i RIbwS), kao i postaja na

plovnom putu brodova pri izlasku iz luke (RIchm) te referentna postaja za luku (RIref) nisu

obradivane u sklopu ovog rada, ve¢ su rezultati preuzeti iz Brajkovi¢ (2017).

Tablica 1. Tabli¢ni prikaz koordinata i radne dubine te kategorije i opisa postaje.
* preuzeto iz Brajkovi¢ (2017).

Postaja koor()j(i nata koor;I(inata Dlzrzl)na Kategorija Opis

FPC42 44753300 14.121750 69 Vanjska Kvarner

VV034 44.786667 14.156667 48 Vanjska Kvarner

FPA42 44948150 14.231050 49 Vanjska Kvarner

RID11 45.078650 14.238400 51 Vanjska Kvarner

RIB11 45.126467 14.263800 56 Vanjska Kvarner

RIC11 45.126650 14.269683 80 Vanjska Kvarner

R1019 45.246667 14.416667 62 Vanjska Rijecki zaljev
RI008 45.298100 14.432000 58 Vanjska Rijecki zaljev
*RIbwB  45.328450 14.430600 6 Unutarnja ~ Budimpestansko pristaniSte
*RlbwS  45.322333  14.438800 6 Unutarnja Susacki lukobran
*RIichm  45.325083 14.397050 55 Unutarnja Plovni put

*Rlref 45.314183 14.469117 29 Unutarnja  Referentna postaja za luku
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Slika 10. Karta s oznaCenim postajama na kojima se vrSilo uzorkovanje. Crvenom bojom su
oznacene postaje Ciji su rezultati 0 sastavu i brojnosti dinoflagelatnih cista preuzeti iz Brajkovié¢
(2017). Krizicem je oznaCena postaja RIbwB za koju se pretpostavlja da je pod najveéim
opterec¢enjem balastnih voda.
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2.2 Uzorkovanje

Temperatura, salinitet i gustoca vodenog stupca mjereni su na svakoj postaji CTD
sondom (Seabird, Sea-Bird Electronics, SAD). CTD je akronim engleskih rijeci conductivity,
temperature i depth (hrv. konduktivitet, temperatura, dubina). Uz navedene parametre vodenog

stupca, na svakoj postaji sakupljao se sediment za granulometrijsku analizu.

Sakupljanje uzoraka sedimenta vrSilo se grabilom iz kojeg se na palubi broda
uzorkovalo korerima promjera 2 cm. U slu¢aju malog volumena sedimenta, odnosno,
sporadi¢nih nakupina sedimenta na morskom dnu, nije bilo moguce koristiti grabilo, ve¢ su
uzorkovanje vrSili ronioci ruénim korerima promjera 2 cm. Na svakoj postaji uzimana su
minimalno 2 replikata. Jedan replikat je koriSten za daljnju obradu i mikroskopiju, dok je drugi
koristen za susenje kako bi se abundancija cista izrazila na gram suhog sedimenta. PovrSinskih
6 ml sedimenta iz korera prebaceno je u bocice te fiksirano s 600 ul 36% neutraliziranog
formaldehida (stabiliziran s maksimalno 10% metanola, Kemika) kako bi se sprijecilo
izvaljivanje cista. Uzorci su oblozeni u aluminijsku foliju te pohranjeni u hladnjaku na

temperaturi +4°C do daljnje obrade.

2.3 Laboratorijska obrada

Laboratorijska obrada bazirana je na kombinaciji metode prosijavanja (Matsuoka i

Fukuyo, 2000) i metode separacija cista pomoc¢u Ludox-a (Blanco, 1986).

Uzorci su u laboratoriju prebaceni u Falcon epruvete (volumen 50 ml) te suspendirani
filtriranom morskom vodom do ukupnog volumena 25 ml. Kako bi se ciste o¢istile od organske
tvari koja se nakuplja na njima, sto u velikoj mjeri otezava njihovu identifikaciju, suspendirani
uzorci su sonificirani 10 minuta pri sobnoj temperaturi na ~150W na uredaju WVR Agasonic

model 750D, pri ¢emu je ~150W jednako razini 4.

Uzimajuci u obzir veli¢ine cista dinoflagelata, kako bi se u mikroskopskom preparatu
nalazilo §to manje drugih organizama ili fragmenata organizama vecih veli¢inskih frakcija,
sonificirani uzorci su prosijavani na nizu sita (Retsch, promjer sita 10 cm) promjera oka 250,
125, 38 i 20 um. Za prosijavanje koristila se tresilica Retsch AS200, te se uzorke ispiralo
obi¢nom vodom. Prosijavanje 1 ispiranje se smatralo zavrSenim kada je voda, koja je prolazila

kroz uzorak, bila bistra. Talog zaostao na sitima promjera oka 38 i 20 um (veli¢ina Cestica od
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20 do 125 um) objedinjen je u jednu epruvetu za centrifugiranje volumena 125 ml uz

minimalnu koli¢inu vode.

Za separaciju organske tvari, ukljucujuéi ciste, od sedimenta, u uzorak je dodan Ludox
u triput ve¢em volumenu od volumena uzorka (omjer: ¥4 uzorak, ¥ Ludox). Uzorci su
homogenizirani blagim muckanjem te centrifugirani 10 minuta na 1400 g (Hettich Universal
320). Buduc¢i da se organska tvar nakon centrifugiranja nalazi u supernatantu, isti je profiltriran
kroz sito promjera oka 20 pm. Cestice zaostale na situ ispirane su obi¢nom vodom kako bi se
uklonio Ludox, te su pomocu obi¢ne vode prebacene u zasebne Falcon epruvete. Postupak je
ukupno ponovljen 3 puta, kako bi se izvuklo §to viSe organske tvari, a samim time 1 cista iz
sedimenta. Nakon zadnjeg centrifugiranja, talog u epruveti za centrifugiranje, koji sadrzi
anorgansku tvar, je odbacen. Cestice zaostale na sitima tijekom drugog i treéeg ispiranja

prebacene SU u epruvetu u kojoj su se nalazile Cestice zaostale na situ tijekom prvog ispiranja.

Kako bi se odvojile ciste od ostale organske tvari u uzorku, provelo se dodatno
centrifugiranje uzoraka (Eppendorf Centrifuge 5804R, 10 minuta na 1500g). Supernatant je
pipetom odijeljen od taloga te je prebacen u zasebnu Falcon epruvetu i fiksiran s 100 pl
formaldehida. Supernatant je primarni uzorak, no zbog moguéeg zaostajanja cista u talogu isti
je suspendiran obi¢nom vodom do ukupnog volumena 50 ml, fiksiran s 500 ul formaldehida,

te se smatra sekundarnim uzorkom.

Primarni i sekundarni uzorak su homogenizirani blagim muc¢kanjem. 10 ml primarnog
uzorka je odliveno u komorice za sedimentaciju volumena 10 ml. 1 ml sekundarnog uzorka je
odliven u komorice za sedimentaciju volumena 2 ml, te je komorica do vrha napunjena
obi¢nom vodom. U sluc¢aju malog volumena taloga u sekundarnom uzorku, odnosno, ukoliko
je volumen prije suspendiranja taloga manji od 0,03 ml, odliveno je 5 ml sekundarnog uzorka

u komoricu volumena 5 ml. Uzorci su sedimentirani 24 sata.

Buduc¢i da se abundancija cista izrazava kao broj jedinki po gramu suhog sedimenta,
jedan replikat svakog uzorka je osusen i izvagan kako bi se abundancija cista u uzorcima za

mikroskopiranje mogla preracunati po gramu suhog sedimenta.

2.4 Mikroskopiranje i identifikacija

Uzorci u komoricama pregledavani su pomocu invertnog mikroskopa Zeiss Axiovert

200 metodom po UtermoOhlu (1958). U primarnom uzorku brojani su i identificirani
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morfotipovi cista na dva najduza transekta pri povecanju 200 puta. Kako se ne bi propustili
manje zastupljeni morfotipovi, cijeli primarni uzorak je pregledan na povecanju 100 puta pri
¢emu nisu brojani morfotipovi koji su izbrojani na transektima. U sekundarnom uzorku brojani
su i identificirani morfotipovi u cijeloj komorici na poveéanju 100 puta. Ciste su slikane
kamerom Zeiss Axiocam MRc5 i DIC/senarmont 1005-863.

Identifikacija morfotipova provedena je na temelju radova Bringué i sur. (2016),
Kokinos i Anderson (1995), Matsuoka i Fukuyo (2000), Mudie i sur. (2017), Pitcher i Joyce
(2009), Rochon i sur. (1999) i Wang i sur. (2007).

2.5 Granulometrijska analiza

Granulometrijska analiza provedena je u Laboratoriju za ekologiju i sistematiku
bentosa Centra za istrazivanje mora u Rovinju koriste¢i standardnu metodologiju (Shepard,
1954; Folk i Ward, 1957).

2.6 Obrada podataka

Za izradu karata i izracune udaljenosti od pristaniSta koristen je program Quantum GIS
3.2.0 (QGIS Development Team, 2018). Udaljenost od pristanista je najkraca udaljenost
izmedu dvije postaje, uzimajuci u obzir obalnu liniju. Numericka obrada podataka i graficki
prikazi napravljeni su u programskom jeziku Python 3.1 koristec¢i pakete Matplotlib (Hunter,
2007) i Pandas (McKinney, 2010). Statisticka obrada podataka bazirana je na multivarijatnim
metodama koriste¢i program PRIMER 6 (Anderson i sur., 2008). KoriStene su slijedece
analize: (eng. Non-Metric Multidimensional Scaling - nMDS), analiza glavnih komponenata
(eng. Principal Components Analysis - PCA), analiza postotne sli¢nosti (eng. Similarity
Percentage Analysis — SIMPER) te analiza povezivanja biote i okoli$nih podataka (eng. Biota-
Environment Matching - BEST).
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3 REZULTATI

3.1 Abioticki parametri

3.1.1 Temperatura, salinitet i gustoc¢a

Zimi je najniza izmjerena temperatura u povrsinskom sloju iznosila 10,9°C na postaji

RlIchm, dok je najvisa iznosila 11,6°C na postaji RIbwB. Najniza ljetna povrsinska temperatura

iznosila je 22,5°C na postaji Rlref, dok je najvisa iznosila 24,8°C na postaji FPC42 (Slika 11).

Termoklina se ljeti, na svim postajama izuzev postaja na pristaniStima i postaje RIchm, nalazila

na dubini cca. 10 m. Ljeti je na postaji Rlchm bila prisutna dvostruka termoklina, jedna na

dubini 1 m te druga na dubini 4 m. Zimi je vodeni stupac bio dobro izmijeSan, te Su varijacije

temperature bile prisutne jedino u pridnenim slojevima vodenog stupca na postajama FPC42 i

VV034.
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Slika 11. Vertikalni profili temperature za zimsku (plavo) i ljetnu (crveno) sezonu 2015. godine
na istrazivanim postajama.
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Zimi je najnizi povrSinski salinitet iznosio 36,7 na postaji RIbwB, dok je najvisi

zabiljezen na postaji RI0O19 te je iznosio 37,6. Najnizi ljetni povrsinski salinitet iznosio je 37,4

na postaji RIchm, dok je najvisi iznosio 38,2 na postaji FPC42 (Slika 12). Haloklina je ljeti

prisutna na svim postajama, no dubina na kojoj se nalazi varira od 1 do 40 metara dubine. Zimi

haloklina nije prisutna na postajama RIC11, RIB11 i RID11, dok je na postajama RIbwS, Rlref

1 RI019 slabo izrazena.
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Slika 12. Vertikalni profili saliniteta za zimsku (plavo) i ljetnu
na istraZivanim postajama.

(crveno) sezonu 2015. godine

Zimi je najniza povrsinska gustoca, ot (gustoéa izrazena u g/cm® — 1000) iznosila 28

g/cm? na postaji RIbwB, dok je najvisa iznosila 28,8 g/cm?® na postaji RI019. Najniza ljetna

povriinska gustoéa iznosila je 25,3 g/cm?® na postaji RIbwB, dok je najvisa iznosila 26 g/cm?®

na postaji RIC11 (Slika 13). Piknoklina je ljeti izraZenija na dubljim postajama, dok je zimi
prisutna na postajama RlIbwB, Rlchm, Rlref, RI008 i RI019.
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Slika 13. Vertikalni profili gustoce za zimsku (plavo) i ljetnu (crveno) sezonu 2015. godine na
istrazivanim postajama.

3.1.2 Velicinski sastav sedimenta

Na svim postajama prevladava muljevita frakcija sedimenta, ¢iji se udio krece od
55,14% na postaji RIB11 do 98,05% na postaji RIC11 (Tablica 2, Slika 14). Udio frakcije
pijeska krece se od 1,78% na postaji RIC11 do 33,51% na postaji RIbwB. Udio frakcije §ljunka

najmanji je na postaji RIbwsS te iznosi 0,10%, dok je najveci na postaji RIB11 te iznosi 11,5%.

Najzastupljeniji tip sedimenta prema Shepardovoj klasifikaciji (1954) je silt i glina na
pet postaja (Tablica 2, Slika 15). Slijedi pjeskoviti silt na Cetiri, pjeskovito Sljunkoviti silt na

dvije te Sljunkoviti silt na jednoj postaji.
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Tablica 2. Udjeli frakcija §ljunka (S), pijeska (P) i mulja (M) te medijan zrna (Mz), koeficijent
sortiranja (So), stupanj sortiranosti i tip sedimenta prema Shepardu (1954) na istrazivanim

postajama.
Postaja S (%) P (%) M (%) Mz (®) So Stupanj sortiranosti Tip sedimenta
RlbwB 2,34 3351 64,15 4,30 1,08 slabo pjeskoviti silt
Richm 0,29 3,48 96,23 4,78 0,27 vrlo dobro silti glina

RlbwS 0,10 10,23 89,67 4,67 0,49 dobro silti glina

Riref 2,15 19,49 78,36 4,43 0,85 umjereno dobro pjeskoviti silt
RIO08 1,80 6,22 91,98 4,85 0,57 umjerenodobro pjeskovito Sljunkoviti silt
RI1019 3,94 11,77 84,29 4,67 1,16 slabo silti glina

RIC11 0,18 1,78 98,05 4,80 0,25 vrlo dobro silti glina

RIB11 11,50 33,36 55,14 3,20 2,24 vrlo slabo pjeskovito §ljunkoviti silt
RID11 6,42 24,47 69,11 3,27 2,10 vrlo slabo Sljunkoviti silt
FPA42 393 1954 76,53 4,00 1,61 slabo pjeskoviti silt
VV034 2,75 29,77 67,49 4,18 111 slabo pjeskoviti silt
FPC42 0,12 2,10 97,78 4,62 0,40 vrlo dobro silti glina
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Slika 14. Zastupljenost pojedine veli¢inske frakcije sedimenta na istrazivanim postajama.
Plavo — postotak frakcije mulja, zeleno — postotak frakcije pijeska, crveno — postotak frakcije

Sljunka.

22



Sljunak -pijesak-
-silt i glina
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Sljunkoviti
silt

Slika 15. Graficki prikaz postaja obzirom na tip sedimenta prema Shepardu (1954). a- RlbwB,
b- Rlchm, c- RIbwS, d- Rlref, e- RI008, f- RI019, g- RIC11, h- RIB11, i- RID11, j- FPA42, k-
VV034, |- FPC42.

3.1.3 Sli¢nost postaja na temelju abiotickih parametara

Kako bi se prikazala sli¢nost postaja prema abiotiCkim parametrima KoriStena je
multivarijantna analiza metoda glavnih komponenti (PCA, eng. principal component analyses)
(Slika 16). Provodenju analize prethodila je normalizacija podataka. PC1 os ima svojstvenu
vrijednost 4,03 te objaSnjava 36,6% varijance. PC2 0s ima svojstvenu vrijednost 2,69 te
objasnjava 24,5% varijance. Prve dvije osi PC analize kumulativno opisuju 61,1% varijance.
Glavni parametar koji utjee na raspodjelu postaja u analizi je postotni udio frakcije mulja
(Tablica 3).
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Slika 16. PCA analiza sli¢nosti istrazivanih postaja na osnovi abioti¢kih ¢imbenika u ljetnoj
(crveno) i zimskoj (plavo) sezoni u 2015. godini.

Tablica 3. Vrijednosti svojstvenih vektora za PC1 i PC2 os.

Varijabla PC1l PC2
Udaljenost od pristanista -0.327 -0.091
Mulj (%) -0.125 0.565
Pijesak (%) 0.166 -0.538
Sljunak (%) -0.054 -0.522
Dubina -0.447 0.077
Pridnena temperatura 0.377 0.142
Povrsinska temperatura 0.058 0.175
Povrsinski salinitet -0.435 -0.024
PovrSinska gustoca -0.137 -0.186
Pridneni salinitet -0.329 0.051
Pridnena gustoca -0.431 -0.123

Obzirom na mali postotak varijance koje opisuju PC1 i PC2 os kad su u analizu
ukljucene obje sezone, napravljene su zasebne multivarijantne analize za ljetnu i zimsku

sezonu.

Na slici 17 je prikaz dobiven PCA analizom pri ¢emu su u nju ukljuceni samo abioticki
¢imbenici ljetne sezone. PC1 os ima svojstvenu vrijednost 6,41 te objasnjava 59,2% varijance,

dok PC2 os ima svojstvenu vrijednost 2,81 te objasnjava 26% varijance. Obje osi kumulativno
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opisuju 85,1% varijance. Glavni parametar koji utjece na raspodjelu postaja u analizi je postotni

udio frakcije mulja (Tablica 4).
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Slika 17. PCA analiza sli¢nosti istrazivanih postaja na osnovi abioti¢kih ¢imbenika u ljetnoj
sezoni u 2015. godini.

Tablica 4. Vrijednosti svojstvenih vektora za PC1 i PC2 os u ljetnoj sezoni.

Varijabla PC1 PC2
Udaljenost od pristanista -0.245 -0.123
Mulj (%) -0.079 0.596
Pijesak (%) 0.118 -0.570
Sljunak (%) -0.081 -0.539
Dubina -0.388 0.085
Pridnena temperatura 0.483 0.037
Povrsinska temperature -0.028 0.005
Povrsinski salinitet -0.449 -0.042
Povrsinska gustoca -0.049 -0.015
Pridneni salinitet -0.242 -0.045
Pridnena gustoc¢a -0.516 -0.049

Na slici 18 je prikaz dobiven PCA analizom pri ¢emu su u nju ukljuéeni samo abioticki
¢imbenici zimske sezone. PC1 os ima svojstvenu vrijednost 3,18 te objasnjava 44,5%

varijance, dok PC2 os ima svojstvenu vrijednost 2,72 te objasnjava 38,1% varijance. Obje 0si
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kumulativno opisuju 82,6% varijance. Glavni parametar koji utjee na raspodjelu postaja u

analizi je postotni udio frakcije $ljunka (Tablica 5).
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Slika 18. PCA analiza sli¢nosti istrazivanih postaja na osnovi abiotickih ¢imbenika u zimskoj

sezoni u 2015. godini.

Tablica 5. Vrijednosti svojstvenih vektora za PC1 i PC2 os u zimskoj sezoni.

Varijabla PC1 PC2
Udaljenost od pristanista -0.379 0.336
Mulj (%) -0.331 -0.502
Pijesak (%) 0.359 0.461
Sljunak (%) 0.148 0.524
Dubina -0.484 0.146
Pridnena temperatura -0.017 0.004
Povrsinska temperatura 0.010 -0.001
Povrsinski salinitet -0.297 0.217
Povrsinska gustoca -0.065 0.043
Pridneni salinitet -0.511 0.273
Pridnena gustoca -0.091 0.053
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3.2 Ciste dinoflagelata

Odredeno je 27 morfotipova cista, od kojih je 11 odredeno do razine vrste, 6 do razine
roda, 4 kompleksa te 11 morfotipova za koje se ne moze sa sigurnos$¢u odrediti taksonomska
pripadnost (Tablica 9). Najucestaliji morfotipovi ljeti su Lingulodinium polyedrum i
Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella kompleks s uéestalosti 100%, te Protoperidinium sp.
IIT i RBC (smeda okrugla cista, eng. round brown cyst) s ucestalosti 83,3%. U zimi su
najucestaliji morfotipovi Protoperidinium sp. Il i Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella

kompleks s ucestalosti 100%, te Lingulodinium polyedrum s ucestalosti 75%.

Veli¢ina cista varira od 20 do 90 pm u promjeru, iako su najzastupljenije ciste promjera
< 50 um (Slika 19, Slika 20). Morfotip Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella kompleks u
promjeru varira od 20 — 30 um, morfotip Lingulodinium polyedrum u promjeru varira od 40 —
50 um, smeda okrugla cista u promjeru varira od 30 — 50 um, dok je promjer morfotipa

Protoperidinium sp. III izmedu 70 i 90 pm.
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Tablica 6. Popis morfotipova prisutnih na istrazivanom podrucju te ucestalosti pojedinih
morfotipova u ljetnoj i zimskoj sezoni za 12 ljetnih i 12 zimskih uzoraka.* - potencijalno

toksi¢ni morfotipovi.

Vrsta

Ucestalost ljeti (%) Ucestalost zimi (%)

Alexandrium sp.

Alexandrium tamarense/catenella kompleks*

Gonyaulax scrippsae
Gonyaulax sp.

Gonyaulax spinifera kompleks*
Lingulodinium polyedrum*
Protoceratium reticulatum*
Pyrodinium cf. bahamense*
Pyrophacus steinii

cf. Gyrodinium impudicum*
Gyrodinium impudicum*
Polykrikos hartmanii
Polykrikos schwartzii/kofoidii kompleks
Scrippsiella cf. Crystallina
Scrippsiella lachrymosa
Scrippsiella sp.

Scrippsiella trochoidea
Protoperidinium claudicans
Protoperidinium compressum
Protoperidinium sp.
Protoperidinium sp. 11
Protoperidinium sp. 111
Prorocentrum minimum

Smeda zguzvana cista (Diplopsalid tip)

Neidentificirana cista

RBC (eng. round brown cyst, smeda okrugla cista)

Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella kompleks

0.0
0.0
25.0
8.3
16.7
100.0
16.7
16.7
25.0
16.7
16.7
8.3
8.3
8.3
16.7
50.0
16.7
16.7
25.0
58.3
8.3
83.3
33.3
0.0
0.0
83.3
100.0

8.3
8.3
8.3
8.3
25.0
75.0
0.0
0.0
16.7
25.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
25.0
0.0
0.0
0.0
16.7
0.0
100.0
25.0
8.3
16.7
33.3
100.0
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Slika 19. Odabrani morfotipovi cista zabiljeZeni na istraZivanim postajama. a — Gonyaulax sp.,
b — Scrippsiella trochoidea, ¢ - Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella kompleks,

d — Protoperidinium compressum, e — Prorocentrum minimum, f — Protoceratium reticulatum,
g — Scrippsiella sp., h— Alexandrium sp., i — Scrippsiella chrystallina, j — neidentificirana cista,
k — smeda zguzvana cista, 1 — cf. Gyrodinium impudicum. Mjerka = 20 pum.
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Slika 20. Odabrani morfotipovi cista zabiljezeni na istrazivanim postajama. a — Gonyaulax

spinifera  kompleks, b - Gonyaulax scrippsae, ¢ - Lingulodinium polyedrum,
d — Protoperidinium sp. 111, e — Pheopolykrikos hartmanii, f — Polykrikos schwartzii/kofoidii
kompleks, g — Protoperidinium sp. I, h — Protoperidinium claudicans, i — Pyrodinium cf.

bahamense, j — Pyrophacus steinii, k — smeda okrugla cista, 1 — Gyrodinium impudicum.
Mjerka = 50 um.
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Maksimalna abundancija u ljetnoj sezoni iznosi 998 cista po gramu suhog sedimenta
na postaji FPA42, dok je minimalna abundancija 281 cista po gramu suhog sedimenta na postaji
RIB11. Maksimalna abundancija u zimskoj sezoni iznosi 676 cista po gramu suhog sedimenta
na postaji Rlref, dok je minimalna abundancija 6 cista po gramu suhog sedimenta na postaji
RI008 (Slika 21). Medijan abundancije u ljetnoj sezoni iznosi 669 cista po gramu suhog
sedimenta, dok u zimskoj sezoni iznosi 143 cista po gramu suhog sedimenta. Standardna
devijacija u ljetnoj sezoni iznosi 203,34. Standardna devijacija u zimskoj sezoni iznosi 210,27.
Iz slike 21 vidljiva je razlika u ukupnoj abundanciji cista izmedu ljetne i zimske sezone. Razlika
izmedu sezona manja je na unutarnjim postajama (RIbwB, RIbwS, RIchm i Rlref) i na postaji
RIB11 nego na ostalim postajama. Veca abundancija cista u zimskoj u odnosu na ljetnu sezonu
zabiljezena je sSamo na postajama Rlref i RIB11.

Ukupna abundancija cista po sezonama

1000 4 HE ljeto

H Zima

800 -

600

400 4

Abundancija po gramu suhog sedimenta

RlbwB RIichm RlbwS Riref RIO08 RIO19 RIC11 RIB11 RID11 FPA42 VV034 FPC42
Postaja

Slika 21. Graficki prikaz ukupne abundancije cista po gramu suhog sedimenta na postajama u
ljetnoj i zimskoj sezoni s ucrtanim standardnim devijacijama za ljetnu i zimsku sezonu.

Morfotipovi prisutni na pojedinim postajama se razlikuju te postoje razlike u prisutnosti
morfotipova izmedu ljetne i zimske sezone na istoj postaji (Tablica 10). Najucestaliji
morfotipovi su ujedno i morfotipovi koji postizu najvise abundancije na postajama. Najveci
broj morfotipova zabiljeZen je na postaji FPA42 u ljetnoj sezoni te iznosi 13 morfotipova
(Tablica 11). Najmanji broj morfotipova zabiljeZen je na postajama FPC42 i RI008 u zimskoj
sezoni te iznosi 2 morfotipa. U ljetnoj sezoni, broj morfotipova po postajama veéi je nego u

zimskoj sezoni. Shannon — Wienerov indeks bioraznolikosti je takoder visi u ljetnoj nego u
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zimskoj sezoni, no vrijednosti indeksa su niske na svim postajama u obje sezone (Tablica 11).
Maksimalna vrijednost Shannon — Wienerovog indeksa za ljetnu sezonu iznosi 1,851 na postaji
FPA42, dok minimalna vrijednost iznosi 0,9258 te je zabiljezena na postaji RIbwS.
Maksimalna vrijednost indeksa za zimsku sezonu iznosi 1,577 na postaji Rlref, dok minimalna
vrijednost iznosi 0,2814 na postaji FPC42.

Tablica 7 Najzastupljeniji morfotipovi na pojedinim postajama izrazenih u postotcima.
Kumulativne abundancije navedenih morfotipova ¢ine najmanje 90% jedinki u uzorku. L —
ljetna sezona, Z — zimska sezona, *Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella kompleks, **smeda
okrugla cista (eng. round brown cyst).

RibwB Richm RlbwS Riref R1008 RI019

MORFOTIP
L Z L Z L Z L z L Z L Z
Alexandrium sp. - - - - - - - - - - _ -
cf. Gyrodinium impudicum - - - - - - - - - - - -
Gonyaulax sp. - - - - - - - - - - i -

Gonyaulax spinifera kompleks = - - - - - - - - - - 102 -
GBS kompleks* 72.0 52.1 62.6 49.8 69.8 63.7 34.7 349 30.1 16.7 31.8 54.3
Lingulodinium polyedrum 6.2 65 106 208 55 4.9 273 293 438 - 334 120
Prorocentrum minimum - - - - - - - 5.0 - - - -
Protoceratium reticulatum - - - - - - - - 8.3 - - -
Protoperidinium sp. - - - 8.8 - - 9.3 - - - - -
Protoperidinium sp. 111 104 27.7 136 127 195 144 158 19.1 135 833 9.1 337
Pyrodinium cf. bahamense - - - - - - - - - - 5.1 -
Pyrophacus steinii - - - - - - - - - - - -
RBC** 62 49 43 - - 103 58 6.7 - - 5.1 -

Scrippsiella lachrymosa - - - - - - - - - - i -
Scrippsiella sp. - - - - - - - - - - i -

RIC11 RIB11 RID11 FPA42 VV034 FPC42

L Z L Z L Z L Z L Z L Z
Alexandrium sp. - 102 -
cf. Gyrodinium impudicum - - 164 - - -
Gonyaulax sp. - - - - - 176 - - - - - -
Gonyaulax spinifera kompleks = - - - - - 176 45 250 - - - -
GBS kompleks* 185 420 32.7 489 337 - 249 500 3.7 633 526 919
Lingulodinium polyedrum 20.2 10.2 335 489 238 109 134 - 144 117 64 -
Prorocentrum minimum - - - - - - - - - - - -
Protoceratium reticulatum 8.0 - - - - - - - -
Protoperidinium sp. - - - - - - - - 601 - - -
Protoperidinium sp. 111 38.6 352 8.9 - 189 456 319 250 - 233 - -
Pyrodinium cf. bahamense - - - - - - - - - - -
Pyrophacus steinii - - - - - - - - - - 130 -
RBC** - - - -
Scrippsiella lachrymosa - -
Scrippsiella sp. 108 - - - - - 12 - - - - -

MORFOTIP
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Tablica 8. Broj morfotipova (S), ukupna abundancija (N) i Shannon — Wienerov indeks
bioraznolikosti (H') po postajama za ljetnu i zimsku sezonu.

Ljeto Zima

Postaja S N H' S N H'

RlbwB 6 547 1.0050 9 307 1.360
Rlchm 8 682 1.2540 7 331 1.4330
RlbwS 6 596 0.9258 8 466 1.2080
Riref 9 450 1.6820 8 676 1.5770
R1008 6 795 1.3470 2 6 0.4506
R1019 8 707 1.6520 3 92 0.9519
RIC11 7 945 1.5790 5 88 1.2840
RIB11 6 281 1.4680 3 362 0.7839
RID11 5 698 1.5230 6 193 1.4750
FPA42 13 998 1.8510 3 24 1.0400
VV034 7 695 1.2310 4 60 0.9477
FPC42 10 483 1.3740 2 37 0.2814

Kako bi se odredio relativni odnos izmedu postaja na temelju zajednice cista provela se
multivarijatna analiza ne-metricko multidimenzionalno skaliranje (nMDS) (Slika 22). Na
podatke je primijenjena transformacija drugim korijenom (¥ ). Unutarnje postaje iz oba
istrazivana razdoblja grupiraju zasebno (70% slicnosti), dok pri 50% slicnosti pokazuju
grupiranje sa postajama uzorkovanim ljeti i postajom RIB11 koja je uzorkovana zimi (Slika
22).

Transform: Square root
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Slika 22. nMDS analiza zajednice cista u ljetnoj (crveno) i zimskoj (plavo) sezoni na
istrazivanim postajama u 2015. godini
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Kako bi se utvrdilo koji abioticki ¢imbenici ukljuc¢eni u PCA analize imaju najveci
utjecaj na raspodijelu i sastav cista u sedimentu provela se BEST analiza. Abioti¢ki podaci su
normalizirani, dok su abundancije cista transformirane drugim korijenom. Abioticki parametri
koji imaju najveéi utjecaj na zajednicu cista su udaljenost od pristani§ta i povrSinska

temperatura (Spearmanova korelacija ranga, p<0,05; p=0,379).

U svrhu odredivanja morfotipova koji ¢ine razliku izmedu sezona na istoj postaji i
izmedu postaja napravljena je SIMPER analiza (Tablica 12). Morfotipovi koji na najveéem
broju postaja ¢ine razliku su Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella kompleks na 9 postaja te
Lingulodinium polyedrum, Protoperidinium sp. 11l i smeda okrugla cista na 8 postaja. Najmanja
prosjecna razli¢itost izmedu sezona zabiljezena je na postaji Rlref, dok je najvecéa zabiljeZena

na postaji FPC42.
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Tablica 9. Rezultati SIMPER analize izmedu sezona. Prikazane su samo vrste koje utjeu na razliku izmedu sezona. Podebljanim fontom oznacene
su najvece vrijednosti.* Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella kompleks, **smeda okrugla cista (eng. round brown cyst).

Vrsta RlbwB RIchm RIbwS Riref RI008 RI019 RIC11 RIB11 RID11 FPA42 VV034 FPC42
Alexandrium sp. - - - - - - 5.60 - - - - -
Alexandrium tamarense/catenella  5.11 - - - - - - - - - - -
cf. Gyrodinium impudicum 388 444 520 - - - - 11.22 - 5.97 - -
Gonyaulax scrippsae - - 3.00 - - 4.11 - - - 3.63 - -
Gonyaulax sp. - - - - - 8.47 - - 7.97 - - -
Gonyaulax spinifera kompleks - - - - - 10.08 3.84 - 797 283 - -
GBS kompleks* 2.65 2.62 - - 1437 4.20 - 237  1.37 5.82 - 6.61
Gyrodinium impudicum - - 3.00 331 - - - - - - - -
Lingulodinium polyedrum - - - 099 2117 726 6.42 - 478 938 6.00 9.88
Neidentificirana cista 295 5.08 - - - - - - - - - -
Polykrikos hartmanii - - - 4.16 - - - - - - - -
Polykrikos schwartzii/kofoidii - - - - - - - - - - - .88
Prorocentrum minimum - 6.10 - 1.49 - - - - - - - -
Protoceratium reticulatum - - - - 13.97 - 9.54 - - - - -
Protoperidinium claudicans - - - - - - - - - - - 4.19
Protoperidinium compressum - 2.73 - - - - - 9.43 - - - 4.19
Protoperidinium sp. 5.71 - - 2.02 - - 7.80 - - 597 17.67 6.26
Protoperidinium sp. 11 - - 126 1.09 8.44 - 6.50 2.39 - 7.33 7.56 5.51
Pyrodinium cf. bahamense - - - - - 8.47 - - - 7.14 - -
Pyrophacus steinii 4.80 - - 4.75 - - - - - 2.76 8.65 11.80
Smeda okrugla cista** 132 189 200 - 11.75 8.47 - 4.31 - 714 1242 13.08
Scrippsiella lachrymosa - - . - - - - - 10.41 - - -
Scrippsiella sp. - 528 5.20 - - - 10.27 - - 8.97 4.74 4.19
Scrippsiella trochoidea - - - - - - 3.84 - 9.41 - - -
Smeda zguZzvana cista - - - - - - - - 5.55 - - -
Prosje¢na razlicitost 29.08 30.25 21.27 19.62 75.73 52.68 57.61 3201 5455 7247 61.82 79.77




Obzirom na prosje¢nu razlicitost postaja te razlike u ukupnim abundancijama cista

napravljene su zasebne nMDS i BEST analize za ljetnu i zimsku sezonu.

3.2.1 Ljeto

Analizom zajednice cista u ljetnu sezonu vidljivo je grupiranje postaja u dvije skupine
unutar kojih je slicnost 50%, gdje se odvajaju dvije najudaljenije postaje u Kvarnerskom
zaljevu od ostalih (Slika 23). Pri sli¢nosti 70% vidljivo je grupiranje (i) 4 unutarnje postaje
(Rlref, RIbwS i RIbwB, RIchm), (ii) dvije vanjske postaje iz Rijeckog zaljeva (R1008, R1019),
(ii1) dvije vanjske iz Kvarnerskog zaljeva (RIC11, FPA42) 1 (iv) dok se Cetiri vanjske postaje
iz Kvarnerskog zaljeva ne grupiraju (R1B11, RID11, FPC42, VVV034).
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Slika 23. nMDS analiza zajednice cista ljetnoj sezoni na istrazivanim postajama u 2015. godini

BEST analiza zajednice cista u odnosu na abioti¢ke ¢imbenike pokazala je statisticki
znacajnu korelaciju abundancije cista u odnosu na udaljenost od pristanista, udjelom frakcije
Sljunka, povrSinskom gusto¢om te pridnenim salinitetom (Spearmanova korelacija ranga,
p<0,05; p=0,688). Uzimajuéi u obzir smjer strujanja u Jadranskom moru, uz pretpostavku da
na Sirenje cista utjecu strujanja, napravljena je BEST analiza u kojoj nisu ukljucene postaje u

Rijeckom zaljevu (RI0O08 i RI019). Postaje su iskljucene jer zimi nisu pod utjecajem struja iz
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RijeCkog zaljeva. Rezultati analize pokazuju statisticki znac¢ajnu korelaciju s pridnenim

salinitetom i udjelom frakcije $ljunka (Spearmanova korelacija ranga, p<0,05, p=0,652).

3.2.2 Zima

1z grafickog prikaza dobivenog nMDS analizom za zimsku sezonu vidljivo je grupiranje
u dvije skupine unutar kojih je sli¢nost 50% (Slika 24). Vanjske postaje RID11 i RI008 ne
grupiraju se s niti jednom drugom postajom. Pri sli¢nosti 70% vidljivo je grupiranje u dvije
skupine. Jedna skupina se sastoji od unutarnjih postaja (Riref, RIbwS i RIbwB), dok se druga
skupina sastoji od vanjskih postaja (RIC11, RI019 i VV034). Postaje RIchm (unutarnja), tri
vanjske postaje (RIB11, FPC42 i FPA42) ne grupiraju se niti s jednom drugom postajom pri

sliénosti 70%.

Transform: Square root
Resemblance: $17 Bray Curtis similarity
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Slika 24. nMDS analiza zajednice cista u zimskoj sezoni na istrazivanim postajama u 2015.
godini.

BEST analiza zajednice cista u odnosu na abioti¢ke ¢imbenike koja ukljucuje sve uzorke
iz zimske sezone nije pokazala statisticki znacajnu korelaciju. BEST analiza u kojoj nisu
ukljuceni uzorci iz Rijeckog zaljeva (R1008 i R1019; jer nisu pod utjecajem struja iz RijeCkog
zaljeva) pokazuju statisticki znacajnu korelaciju s udaljenosti od pristanista, pridnenim

salinitetom i pridnenom gusto¢om (Spearmanova korelacija ranga, p<0,05, p=0,6).
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4 RASPRAVA

U ovom radu analiziran je sastav i abundancija cista dinoflagelata na podrucju
Kvarnerskog i Rijeckog zaljeva te Rijecke luke s ciljem utvrdivanja potencijalnog utjecaja
balastnih voda u istrazivanom podruc¢ju. Obzirom da ciste mogu nastati u vodenom stupcu
nakon reprodukcije ali i u nepovoljnim okoli$nim uvjetima, u razmatranje su uzeti i abioti¢ki
¢imbenici na istrazivanim postajama.

Zabiljezeni morfotipovi i njihove abundancije usporedivi su sa prijasnjim istrazivanjima
na podrucju Jadranskog mora (Rubino i sur., 2000; Bastianini i sur., 2016; Di Poi i sur., 2019).
Dominantni morfotipovi cista u uzorcima Rubino i suradnika (2000) su Lingulodinium
polyedrum, vrste roda Protoperidinium i vrste roda Scrippsiella, dok Di Poi i suradnici (2019)
kao dominantne morfotipove navode Lingulodinium polyedrum i Alexandrium
minutum/affine/tamutum. U istrazivanju Bastianini i suradnika (2016) najc¢es$¢i morfotipovi u

sedimentu su bili Scrippsiella trochoidea i Lingulodinium polyedrum.

Rubino 1 suradnici (2000) zabiljezili su 6 morfotipova koji prethodno nisu bili nadeni u
sjevernom Jadranu, a ukljucuju vrste roda Scrippsiella i Protoperidinium. Di Poi i suradnici
(2019) prvi put su u Jadranu zabiljezili morfotip Polykrikos hartmanii u stadiju ciste koji je
pronaden i u ovom istrazivanju, dok nije zabiljeZen u vegetativnom stadiju u Jadranskom moru.
Morfotip Biecheleria (u ovom radu Gymnodinium/Biecheleria/Scrippsiella kompleks)
zabiljeZen je na podrucju sjevernog Jadrana i u vegetativnom obliku i u stadiju ciste (Bastianini
i sur., 2016) no Di Poi i suradnici (2019) prvi su ga put zabiljezili u Hrvatskim teritorijalnim
vodama. Morfotip Pyrodinium cf. bahamense u stadiju ciste prvi su put u Jadranskom moru

zabiljezili Brajkovi¢ i suradnici (2020).

Inventarizacijom zajednice cista u Jadranskom moru definirano je Sest kategorija
morfotipova na osnovu porijekla (Brajkovic¢ i sur., 2020). Od morfotipova zabiljeZenih u ovom
istrazivanju, Lingulodinium polyedrum, Scrippsiella lachrymosa, Protoperidinium
compressum i Polykrikos schwartzii/kofoidii kompleks su prema klasifikaciji u Brajkovi¢ i
suradnicima (2020) pripadaju kategoriji prirodnog Sirenja; Gyrodinium impudicum,
Protoperidinium claudicans, Pyrophacus steinii, Protoceratium reticulatum, Gonyaulax
spinifera i Gonyaulax scrippsae u kategoriji moguce prirodno Sirenje i Sirenje balastnim
vodama, dok su ciste morfotipova Alexandrium tamarense/catenella, Pyrodinium cf.

bahamense i Polykrikos hartmanii u kategoriji gotovo sigurno antropogenog porijekla.
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Morfotipovi Alexandrium tamarense/catenella i Pyrodinium cf. bahamense potencijalno
su toksi¢ni. Uspjesno Sirenje 1 uspostavljanje populacija potencijalno toksicne vrste
Alexandrium tamarense iz cista zabiljezio je Anderson (1994). Ciste A. tamarense uraganom
su prenesene na podrucje gdje prethodno nisu bile zabiljeZzene te su redovno uzrokovale
toksi¢ne cvatnje. Koncentracija toksina u cistama dinoflagelata varira ovisno o vrsti. Kod nekih
vrsti koncentracija toksina moze biti manja u odnosu na vegetativne oblike ili ispod granice
detekcije (Ellegaard i sur., 1998; Persson i sur., 2006), dok je u cistama vrste A. tamarense i do
10 puta veca u odnosu na koncentraciju toksina u vegetativnim oblicima (Dale i sur., 1978;
Oshima i sur., 1992). Ciste morfotipa Alexandrium tamarense/catenella u ovom istrazivanju
nisu prisutne u visokim abundancijama dok abundancija cista morfotipa Pyrodinium cf.
bahamense ¢ini 5,1% od ukupnog broja cista u uzorku u kojem je pronadena. Pyrodinium
bahamense je eurihalina i tropska vrsta (Usup i sur., 2012) koja je u ovom istraZivanju
zabiljezena u ljetnoj sezoni u Rije¢kom =zaljevu, dok je morfotip Alexandrium

tamarense/catenella zabiljezen samo u zimskoj sezoni na pristani$tu brodova.

Prilikom analize abioti¢kih ¢imbenika koji najviSe utjeCu na ciste, Godhe 1 McQuoid
(2003) prepoznali su temperaturu kao parametar koji ima najveci utjecaj, iako navode da
distribucija cista ovisi o viSe ¢imbenike. Bastianini i suradnici (2016) zabiljezili su veéu

abundanciju cista tijekom toplijeg dijela godine, $to je takoder potvrdeno ovim istraZivanjem.

U ovom istrazivanju veli¢ina Cestica sedimenta je abioticki parametar koji najviSe utjece
na razdvajanje postaja u PCA analizi, ali je korelacija izmedu abundancije cista i veliine
Cestica sedimenta ustanovljena samo u ljetnoj sezoni. Ovi nalazi su u skladu s istrazivanjima
Aydin i suradnika (2015) koji su u srpnju zabiljezili su korelaciju izmedu promjera ciste i
promjera Cestica sedimenta te u istrazivanju Liu i suradnika (2012) koji korelaciju nisu
ustanovili u studenom. Belmonte i suradnici (1995) isti¢u kako na korelaciju izmedu veli¢inske
frakcije sedimenta i abundancija cista u sedimentu utjee sezona te prostorna distribucija i
abundancija vegetativnih oblika dinoflagelata. Obzirom da za istrazivane postaje nisu ukljuceni

podaci o sastavu i abundanciji vegetativnih oblika, ovu usporedbu nije bilo moguce napraviti.

Prema istrazivanju Godhe i McQuoid (2003), veca abundancija cista nadena je u
stratificiranim uvjetima. Nize abundancije tijekom zimske sezone zabiljezene su i u ovom
istrazivanju kada je na svim postajama vodeni stupac izmijeSan, dok su abundancije vise U
ljetnoj sezoni kada je prisutna stratifikacija vodenog stupca. Tijekom zime, moguce je da se

ciste resuspendiraju u vodeni stupac gdje potom dolazi do klijanja ciste, u slucaju povoljnih
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uvjeta (Godhe i McQuoid, 2003). Stratifikacija otezava resuspenziju cista u dio vodenog stupca
u kojemu su uvjeti povoljni za klijanje, stoga su abundancije cista u sedimentu u stratificiranim
uvjetima vece u odnosu na dobro izmijesani vodeni stupac. Resuspenzija sedimenta, a samim
time i cista pospjesuje se i pridnenim kocarenjem (Brown i sur., 2013). Osim resuspenzije,
Brown i suradnici (2013) navode kako kocarenje moze utjecati na prostornu distribuciju cista,
odnosno, da se ciste resuspendiraju te da pri tome ne dolazi do klijanja, ve¢ ciste tonu na drugu
lokaciju. Bastianini i suradnici (2016) zabiljezili su razlicit sastav i abundanciju cista izmedu
uzoraka sedimenta i uzoraka zamki za sediment. Autori navode kako bi moguce razlike izmedu
uzoraka mogle biti zbog kocarenja i bioturbacije uzrokovane organizmima koji obitavaju u
sedimentu. Kocarenje je djelatnost koja se obavlja i na podru¢ju Kvarnerskog i Rijeckog
zaljeva (Crnkovi¢, 1968) stoga je proces resuspenzije i sedimentacije na drugoj lokaciji mogué
i u Kvarnerskom i Rijeckom zaljevu.

Rubino i suradnici (2000) su zabiljezili negativnu korelaciju abundancije cista i udaljenosti
od delte rijeke Po tijekom sijecnja, koju objasnjavaju cirkulacijom. Autori postaju ispred delte
rijeke Po smatraju usporedivom po abundanciji i sastavu cista obalnim podru¢jima kao Sto su
luke. Ovo istrazivanje pokazalo je sezonsku razliku u abundanciji cista na istrazivanom
podru¢ju. Na pristani§tima je zabiljeZena ista abundacija neovisno o sezoni, dok je na ostalim
postajama abundancija veéa ljeti, $to bi ukazivalo da je ve¢i utjecaj balastnih voda tijekom
zime. Navedene rezultate podrzava zabiljezena cirkulacija u Kvarnerskom i Rije¢kom zaljevu
(Kraus i sur., 2019). Rezultati BEST analize ukazuju na §irenje cista sa pristaniSta brodova na
ostala podrucja. U zimskoj sezoni iz Rijecke luke (postaja RIbwB) nisu zabiljezena strujanja
prema centralnom dijelu Rijeckog zaljeva (postaje R1008 i R1019) te su rezultati BEST analize
razli¢iti ovisno o ukljuc¢enosti navedenih postaja. Kada se u BEST analizu uklju¢e samo postaje
pod utjecajem struja iz Rijecke luke dolazi do statisti¢ki znacajne korelacije abundancije cista
1 udaljenosti od pristaniSta brodova. U zimskom razdoblju zabiljeZena je negativna korelacija
Sto ukazuje na Sirenje cista s pristani$ta na okolna podrucja.

Kako bi se bolje razumjela raspodjela cista u Kvarnerskom i Rijeckom zaljevu te u
Rijeckoj luci bilo bi potrebno provesti uzorkovanje u kojem bi se vrste potvrdile molekularnim
metodama te bi u uzorkovanje trebalo biti ukljucena i abundancija i sastav fitoplanktonske
zajednice, koncentracija hranjivih soli te kemijski sastav sedimenta kako bi se pojedine
parametre moglo povezati s pojedinim vrstama. Na taj nacin dobio bi se uvid u produkciju cista
na podru¢ju Kvarnerskog i Rijeckog zaljeva te Rijecke luke. U tom slu¢aju moglo bi se

definirati koje su vrste u Rijecku luku dospjele iz balastnih voda iz podruc¢ja van Jadrana, ili u
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slucaju vrsta koje su prisutne u Jadranskom moru, koliki je postotak cista dospio iz balastnih

voda na podrucje luke te se morskim strujama prenosi u Kvarnerski 1 Rijecki zaljev.
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5 ZAKLJUCAK

1. U ovom istrazivanju odredeni su morfotipovi cista dinoflagelata iz kategorija (i)
prirodno Sirenje, (ii) moguce prirodno Sirenje i $irenje balastnim vodama i (iii) gotovo sigurno

antropogeno Sirenje.

2. Morfotipovi iz kategorije ,,gotovo sigurno antropogeno Sirenje®, Alexandrium

tamarense/catenella i Pyrodinium cf. bahamense su toksi¢ne vrste.
3. Abundancije cista najvece su u ljetnom razdoblju (srpanj) u doba stratifikacije.

4. U ovom radu abundancija cista pokazuje statisticki znac¢ajnu korelaciju s udaljenosti od
pristanista te da se ciste iz podrucja Rijecke luke prenose strujanjima na podruc¢je Kvarnerskog

1 Rijeckog zaljeva.

5. 1z ovog istrazivanja nije moguce zakljuciti da li je povecana abundancija cista na
postajama na pristaniStima brodova uzrokovana formiranjem cista iz vegetativnih oblika

dinoflagelata zbog nepovoljnih uvjeta ili ispustanjem balastnih voda.

6. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se bolje razumijela raspodjela cista u

Kvarnerskom i Rijeckom zaljevu.
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