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Temeljem Ugovora o uslugama od dana 18.9.2017., Klasa: 325.01/17-10/31, Ur.broj: 374-1-2-17-
6, evidencijski broj ugovora 10-040/17 ,Primjena molekularnih i kromatografskih metoda u ocjeni
ekolodkog stanja jezera u Republici Hrvatskoj’, sklopljenog izmedu Hrvatskih voda i Instituta
Ruder Boskovic¢ zapocCeta su prva istraZivanja primjene molekularnih i kromatografskih istrazivanja
u ocjeni ekolo$kog stanja jezera u Republici Hrvatskoj.

Temeljni cilj ugovorenih istrazivanja bio je utvrditi standardne genomske metode te metode analize
pigmenata i definirati nove ekoloske genomske indekse koji bi se primjenjivali u utvrdivanju
bioraznolikosti u jezerima u RH, a sve i cilju boljeg upravlja vodama i to¢nijoj ocjeni ekoloskog
stanja.

Sadrzaj elaborata ugovorom bila su predvidena slijedec¢a poglavlja (u italicu su navedena poglavlja
gdje se nalaze u predanom izvjedc¢u)
Uvod

1. Pregled novih metoda u istrazivaniju i opisivanju fitoplanktona (poglavlje 1.2)

2. Pregled novih kemijskin parametra (pigmenti te karakterizacija organske tvari) koji se
koriste u opisivanju stanja jezera (poglavlje 1.1. i 1.3)

Rezultati
3. Molekularne metode u karakterizaciji jezera (poglavlje 5.6)

a) lzbor najbolje metode za izolaciju DNA/RNA za dobivanje cjelovitog sastava
fitoplanktone zajednice

b) Identifikacija najboljih poCetnica za Sto vecu pokrivenost u istrazivanju raznolikosti
fitoplanktona

c) ldentifikacija indikatorskih vrsta molekularnim metodama u prirodnim jezerima u
Hrvatskoj u odnosu na spoznaje dobivene svjetlosnom, skeniraju¢om i/ili
transmisijskom elektronskom mikroskopijom

d) Usporedba dobivenih rezultata s ostalim istrazivanjima u EU
4. Kemijske metode u karakterizaciji jezera

a) Analiza pigmenta putem U-HPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography)
(poglavlje 5.2)

b) Identifikacija markera fitoplanktona dobivenih analizom pigmenata putem U-HPLC
(Ultra High Performance Liquid Chromatography) (Poglavlje 5.3)

c) Usporedba rezultata s referentnim laboratorijem u EU ((Poglavlje 5.2 i 5.4)

d) Karakterizacija organske tvari putem masene spektormetrije (Qe FT — ICR-MS-
Fourier-transform ion cyclotron resonance mass spectrometry) (Poglavlje 5.7)

5. Prijedlog monitoringa primjenom molekularnih i kromatografskih metoda u ocjeni
ekoloskog stanja jezera u Republici Hrvatskoj (poglavlje 6)

U predanom elaboratu sadrzaj je djelomi¢no drugadiji, ali svi elementi su navedeni i u novoj studiju
kako je naznaCenom u gore navedenom sadrzaju.
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Slika 1. Znacaj razli€itih organizama u procjenama stanja okolisa (preuzeto iz: Lesse i sur.,
2018).

Slika 2. Shematski prikaz temeljnog mehanizma rada tekucinskog kromatografa (preuzeto iz:
Airs i sur., 2001).

Slika 3. Prikaz procjene trenutne brojnosti vrsta algi (plavo) i onih neopisanih (crveno),
(preuzeto iz: Guiry, 2012).

Slika 4. Prikaz tradicionalnog te molekularnog pristupa u odredivanju procjene stanja okolisa

(preuzeto iz: Pawlowski i sur., 2014).

Slika 5. Detaljan hodogram aktivnosti kod primjene molekularnog pristupa u procjeni stanja

okoliSa, (preuzeto iz Leese i sur., 2018).

Slika 6. Prikaz osnovnih principa unutar metabarkodiranja, (preuzeto iz Leese i sur., 2018).

Slika 7. Frakcije organske tvari u vodenim ekosustavima: DOM — otopljena organska tvar; POM

— partikulatna orgasnka tvar; TOM — ukupna organska tvar; DOC — otopljeni organski

ugljik; TOC — ukupni organski ugljik; POC — partikulatni organski ugljik; CDOM, (preuzeto

iz: Wright, 2005).

Slika 8. Shematska veli¢ina OT (um) i masa (Da) distribucije organizama i kemijskih vrsta u

vodnom sustavu, (preuzeto iz: Wright, 2005).

Slika 9. Monitoring organske tvari u razli€itim zemljama EU, (preuzeto iz: Baird, 2012).

Slika 10. Prikaz pH vrijednosti svih jezera u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine.

Slika 11. Prikaz temperaturnih vrijednosti svih jezera u istrazivanom razdoblju od travnja do

rujna 2017. godine, u °C.



Slika 12. Prikaz DOC vrijednosti na svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna

2017. godine u mg/L.

Slika 13. Prikaz TOC vrijednosti na svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna

2017. godine u mg/L.

Slika 14. Prikaz vrijednosti saliniteta u svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna
2017. godine u g/kg.

Slika 15. Prikaz vrijednosti konduktiviteta u svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do

rujna 2017. godine u uS/cm.

Slika 16. Prikaz vrijednosti koncentracije klorida u svim jezerima u istrazivanom razdoblju od

travnja do rujna 2017. godine u mg/L.

Slika 17. Prikaz prozirnosti (Secchi) u svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna

2017. godine u m.

Slika 18. Prikaz vrijednosti koncentracije klorofila a u svim jezerima u istrazivanom razdoblju od

travnja do rujna 2017. godine u pg/L.

Slika 19. Sastav pigmenata u Visovackom jezeru u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna

2017. godine u ug/L. a) prikaz s klorofilom a, b) prikaz bez klordfila a.

Slika 20. Raspodjela koncentracije pigmenata u Visovackom jezeru od travnja do rujna 2017.

godine u ug/L ili ng/L.

Slika 21. Sastav pigmenata u jezeru Kozjak u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine u ug/L. a) prikaz s klorofilom a, b) prikaz bez klordfila a.

Slika 22. Raspodjela koncentracije pigmenata u jezeru Kozjak od travnja do rujna 2017. godine

u ug/L ili ng/L.

Slika 23. Sastav pigmenata u ProS¢anskom jezeru u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna

2017. godine u ug/L. a) prikaz s klorofilom a, b) prikaz bez klorofila a.

Slika 24. Raspodijela koncentracije pigmenata u ProS¢anskom jezeru od travnja do rujna 2017.

godine u ug/L ili ng/L.



Slika 25. Sastav pigmenata u Vranskom jezeru (Cres) u istrazivanom razdoblju od travnja do

rujna 2017. godine u ug/L. a) prikaz s klorofilom a, b) prikaz bez klorofila a.

Slika 26. Raspodjela koncentracije pigmenata u Vranskom jezeru (Cres) od travnja do rujna
2017. godine u ug/L.

Slika 27. Sastav pigmenata u Vranskom jezeru (Biograd na moru) u istrazivanom razdoblju od
travnja do rujna 2017. godine, u ug/L. a) prikaz s klorofilom a, postaja Motel; b) prikaz
bez klorofila a, postaja Motel; c) prikaz s klorofilom a, postaja Prosika; d) prikaz bez
klorofila a, postaja Prosika.

Slika 28. Raspodjela koncentracije pigmenata u Vranskom jezeru (Biograd); postaja Motel, od
travnja do rujna 2017. godine u ug/L ili ng/L.

Slika 29. Raspodijela koncentracije pigmenata u Vranskom jezeru (Biograd); postaja Prosika, od

travnja do rujna 2017. godine u ug/L ili ng/L.

Slika 30. Sastav pigmenata u Bacinskim jezerima, u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna
2017. godine, u ug/L a) prikaz s klorofilom a, CrniSevo; b) prikaz bez klorofila a,

Crnisevo; c) prikaz s klorofilom a, Oc¢usa; d) prikaz bez klorofila a, Oc¢usa.

Slika 31. Raspodjela koncentracije pigmenata u Bacinskim jezerima; CrniSevo, od travnja do

rujna 2017. godine u ug/L ili ng/L.

Slika 32. Raspodjela koncentracije pigmenata u Bacinskim jezerima; Oc¢u$a, od travnja do rujna
2017. godine u ug/L ili ng/L.

Slika 33. Prikaz vrijednosti koncentracija klorofila a mjerenih in-situ i U-HPLC metodom.

Slika 34. Dvodimenzionalni NMDS ordinacijski prikaz sastava zajednice fitoplanktona na temelju
koncentracije i sastava pigmenata u razdoblju od travnja do rujna 2017. godine u

istrazivanim jezerima.

Slika 35. Ordinacijski dijagram PCA analize odnosa fizikalno-kemijskih ¢imbenika u istrazivanim

jezerima u razdoblju od travnja do rujna 2017 godine.



Slika 36. Ordinacijski dijagram PCA analize odnosa fizikalno-kemijskih ¢imbenika u jezerima
Visovacko, Kozjak, Proc¢e i Vransko jezero na Cresu u razdoblju od travnja do rujna
2017 godine.

Slika 37. Kanonicka analiza korespondencije (CCA) sastava fitoplanktona na osnovi
koncentracije pigmenata i fizikalno-kemijskih ¢imbenika u istrazivanim jezerima u

razdoblju od travnja do rujna 2017.

Slika 38. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice svih istrazivanih
podrucja prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu sliCnosti s prikazom

fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.05.

Slika 39. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice svih istrazivanih
podrucja prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu sli¢nosti s prikazom

koncentracija pigmenata s korelacijom p < 0.05.

Slika 40. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice istrazivanih
podrucja (isklju¢ene dvije postaje Vranskog jezera kod Biograda na moru) prema Bray-
Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu sli¢nosti s prikazom fizikalno-kemijskih

parametara s korelacijom p < 0.05.

Slika 41. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice Vranskog jezera
kod Biograda na moru prema Sorensenovom koeficijentu sli€nosti s prikazom fizikalno-

kemijskih parametara s korelacijom p < 0.05.

Slika 42. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice istrazivanih q
podrucja (isklju¢ene dvije postaje Vranskog jezera kod Biograda na moru) prema Bray-q
Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu sli€nosti s prikazom koncentracije pigmenata s

korelacijom p < 0.05.

Slika 43. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice Vranskog jezera
kod Biograda na moru prema Sorensenovom koeficijentu sli¢nosti s prikazom

koncentracije pigmenata s korelacijom p < 0.05.

Slika 44. Usporedba rezultata bioraznolikosti dobivenih morfoloSkom i molekularnom analizom

na razini koljena.



Slika 45. Usporedba rezultata bioraznolikosti dobivenih morfoloSkom i molekularnom analizom

na razini razreda.

Slika 46. Usporedba rezultata bioraznolikosti dobivenih morfoloS8kom i molekularnom analizom

na razini porodice.

Slika 47. Usporedba ukupnog broja utvrdenih rodova na temelju morfoloSke analize (plavo) i

molekularne analize (narancasto)..

Slika 48. Prikaz prosjecne alfa bioloSke raznolikosti istrazivanih podrucja na temelju oDNK
(OTU-ova). Brojnost, Shannonov indeks, Simpsonov indeks, ACE indeks i CHAO1

indeks (brojnost).

Slika 49. Sezonski prikaz alfa bioloSke raznolikosti istraZivanih podrucja na temelju oDNK (OTU-
ova). Brojnost, Shannonov indeks, Simpsonov indeks, ACE indeks i CHAOL indeks

(brojnost).

Slika 50. Bioraznolikost istraZivanih podrucja na razini koljena. Prikazan postotni udio svih OTU-

ova (98% identiteta slijeda).

Slika 51. NMDS analiza istrazivanih podrucja prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom

koeficijentu slicnosti.

Slika 52. NMDS analiza istrazivanih podrucja prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu sli¢nosti

s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Slika 53. NMDS analiza istrazivanih podrucja prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu sliCnosti

(isklju€ene dvije postaje Vranskog jezera kod Biograda na moru).

Slika 54. NMDS analiza istrazivanih podrucja prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu sli¢nosti
s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1 (isklju¢ene dvije postaje

Vranskog jezera kod Zadra).

Slika 55. Sezonska bioraznolikost jezera Kozjak na razini koljena.

Slika 56. NMDS analiza jezera Kozjak prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu slicnosti s

prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.



Slika 57. Sezonska bioraznolikost ProS¢anskog jezera na razini koljena.

Slika 58. NMDS analiza Pros¢anskog jezera prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom

koeficijentu slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Slika 59. Sezonska bioraznolikost Vranskog jezera na Cresu na razini koljena.

Slika 60. NMDS analiza jezera Vransko Cres prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu slicnosti

s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Slika 61. Sezonska bioraznolikost jezera O¢usa na razini koljena.

Slika 62. NMDS analiza jezera O¢usa prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu sliénosti s

prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Slika 63. Sezonska bioraznolikost jezera CrniSevo na razini koljena.

Slika 64. NMDS analiza jezera CrniSevo prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu sli¢nosti s

prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Slika 65. Sezonska bioraznolikost Visovackog jezera na razini koljena.

Slika 66. NMDS analiza Visovackog jezera prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu

sli¢nosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Slika 67. Sezonska bioraznolikost jezera Vransko kod Biograda na moru (dvije postaje: Motel
(VM), Prosika (VP)) na razini koljena.

Slika 68. NMDS analiza jezera Vransko prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu sli¢nosti s

prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Slika 69. Prikaz prosjecne alfa bioloSke raznolikosti Vranskog jezera kod Biograda na moru
(dvije postaje: Motel (MO), Prosika (PRS)) na temelju oDNK (OTU-ova). Brojnost,
Shannonov indeks, Simpsonov indeks, ACE indeks i CHAO1 indeks (brojnost).

Slika 70. Prikaz prosjecne alfa bioloSke raznolikosti Vranskog jezera kod Biograda na moru
(dvije postaje: Motel (MO), Prosika (PRS)) na temelju oDNK (OTU-ova). Brojnost,
Shannonov indeks, Simpsonov indeks, ACE indeks i CHAO1 indeks (brojnost).



Slika 71. NMDS analiza postaje Motel Vranskog jezera kod Biograda na moru prema Bray-Curtis
i Sorensen koeficijentu slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom
p<0.1.

Slika 72. NMDS analiza postaje Prosika Vranskog jezera kod Biograda na moru prema Bray-
Curtis i Sorensen koeficijentu sliénosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s

korelacijom p £ 0.1.

Slika 73. Koncentracije otopljene organske tvari u istrazivanim jezerima.

Slika 74. Mulivarijantna analiza glavnih koordinata (PCoA) molekularne mase DOM.

Slika 75. Boksplotovi aromatskog indeksa te odnos P/C (izraCun na osnovi intenziteta

molekulskih formula) po jezeru.



Popis tablica

Tablica 1. Karakteristi¢ni pigmenti u morskim ekosustavima.
Tablica 2. Detaljna klasifikacija pigmenata te njihov znacaj za zajednicu fitoplanktona

Tablica 3. Popis istrazivanja koji su bila usmjerena prema procjeni ekoloskog stanja slatkovodnih
ekosustava, klasificiran prema indikatorima, genetiCkom markeru te postavljenim
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1. UuvOD

Praéenje uvjeta vodenih ekosustava i njihovih karakteristika, u svijetu se provodi pomocu
prisutnosti niza organizama, €ija je pojava karakterizirana odredenim okoliSnim uvjetima (Foden i
sur., 2008; Hallett i sur., 2016; Patricio i sur., 2016). U Europskoj uniji, veé¢ina monitoringa slatke
vode provodi se pod zahtjevima Okvirne direktive o vodama EU (ODV) (WFD, 2000/60/EC), koja
ima za cilj poboljsati status europskih resursa i ekosustava voda. ODV zahtijeva od drzava Clanica
da u redovitim razmacima ocjenjuju ekolosko stanje svih tijela povrsinskih voda (De Jonge i sur.,
2006). Broj nadziranih rije¢nih, jezerskih, prijelaznih i priobalnih voda u Europi premasuje 100 000,
a za vecinu njih istrazuje se nekoliko skupina organizama tzv. “Bioloskih elemenata kvalitete”,
BQE). To su fitoplankton, fitobentos, makrofiti te benti¢ki beskraljeSnjaci i ribe (EEA, 2012) (Slika
1).

Body Ease to | Ease to Indicated
size sample QR identifiy pressures
Fishes Hydromorphology
Physical barriers
Long-term pollution

Eutrophication
Macrophytes Hydromorphology

Transparency
Siltation

Riparian integrity

Macroinvertebrates Spatial habitat
heterogeneity
Organic pollution
Benthic diatoms Eutrophication
§ | Organic pollution
Hydromorphology
Phytoplankton o
Eutrophication
g Stratification

Slika 1. Znacaj razlicitih organizama u procjenama stanja okoliSa (preuzeto iz: Lesse i sur., 2018).



Uz ODV postoji i Okvirna direktiva o morskoj strategiji (MSFD, 2008/56/EC), Cija provedba
trenutno nije toliko napredna, ali takoder zahtijeva koriStenje nekoliko pokazatelja ukljuCujuci
raznolikost vrsta, integritet morskog dna, strukturu hranidbene mreze i neautohtone i komercijalne
vrste (Danovaro i sur., 2016).

Sve metode pracenja i ocjenjivanja koje se primjenjuju u skladu s ODV-om su u skladu s
istim konceptualnim okvirom, a samo se detalji unutar njega razlikuju medu zemljama i regijama
(Birk i sur., 2012). Ukratko, organizmi se uzorkuju, laboratorijski obraduju i identificiraju morfo-
taksonomskim pristupima, prema nacionalnim ili europskim standardnim metodama kako bi se
izradili popisi prisutnih svojti. Dobiveni podaci koriste se za izraunavanje mjernih podataka o
procjeni, koji se usporeduju s vrijednostima za svaku metriku o€ekivanu u "referentnim uvjetima"
(ti. u viSe ili manje nepromijenjenom stanju izvedenom iz povijesnih pokazatelja ili najboljih
dostupnih lokacija) specificnih za svaku vrstu vodnog tijela. Udaljenost izmedu izracunate
vrijednosti i vrijednosti u referentnim uvjetima naziva se omjer ekoloSke kakvoce (EQR), koji se
konac¢no prevodi u ekoloSko stanje (vrlo dobro, dobro, umjereno, loSe i vrlo loSe) na kojem se
temelje odluke uprave. Cilj ODV-a je posti¢i barem ,dobar status® za sva vodna tijela u Europi do
2027. godine: trenutno viSe od polovice svih vodnih tijela ne ispunjava ovaj cilj, dok preko 50 posto
jezera ispunjava ovaj cilj (EEA, 2018).

Vecina metoda procjene ekoloSkog stanja za europske slatke vode razvijeno je 2000.
godine, nakon $to su drzave Clanice EU usvojile ODV. U mnogim slu€ajevima, ove metode su se
temeljile na pristupima razvijenim prije usvajanja ODV-a s prilagodbama za prevodenje rezultata
ocjenjivanja u razrede ekoloskog stanja. Dok su terenske i laboratorijske metode uglavnom ostale
nepromijenjene, neke drzave Clanice razvile su nove metode procjene. Bez obzira na usvojenu
strategiju, svaka pojedina biolodka metoda bila je ,interkalibrirana“ odgovarajuéim metodama
drugih drzava ¢lanica u istoj Sirokoj eko-regiji nazvanom ,Geografskom interkalibracijskom
skupinom® (Birk i sur., 2013). lako formalna definicija ekoloSkog statusa obuhvaca i strukturu i
funkciju (Clanak 2., definicija 21, ODV), sustavi procjene ekoloskog stanja temelje se prvenstveno
na strukturi zajednice. Neke procjene koriste obiljezja vrsta, kao &to je veli€ina i struktura ribljih
plova ili sastav tipova hranjenja bentickih beskraljeznjaka (Mondy i sur., 2012; Pont i sur., 2006),
ali veCina metoda zanemaruje ovaj aspekt. Unato¢ nedostacima mnogih metoda, proces razvoja
istih, prilagodbe i interkalibracije pridonijele su boljem razumijevanju referentnih uvjeta, odgovora
biote na stresore i nesigurnosti povezane s razliCitim koracima u procjeni ekoloskog stanja
(Poikane i sur., 2014).



Neki aspekti unutar postupka praéenja su dugotrajni i skupi, zahtijevajuéi timove
kvalificiranih pojedinaca, npr. identifikacija i brojanje fitoplanktona, fitobentosa i benti¢kih
beskraljeznjaka (Ferraro i sur., 1989; Haase i sur., 2004; Nygard i sur., 2016). Dostupne financije
za navedene aktivnosti su pod sve vecim pritiskom te se javlja potreba za pojednostavljenjem
metoda, smanjenjem troSkova i ubrzanjem procesa pracenja (Borja i Elliott, 2013), uz odrzavanje
kvalitete, robusnosti i usporedivosti. Nedavni tehnoloSki napredak mogao bi na neki nacin ublaziti

ta sve CeSca financijska ograniCenja.

1.1. Pigmenti

U ODV-u, fitoplankton predstavlja jedan od pet biolodkih elementa koji se upotrebljavaju u
procjeni ekolodkog stanja jezera, vrlo velikih rijeka, prijelaznih i priobalnih voda (ODV, 2000). Nova
saznanja o ekolodkim konceptima unutar odnosa bioraznolikosti i funkcija ekosustava dovela su
do potrebe i za istraZivanjem raznolikosti fitoplanktona (Hulost i dr., 2000, Weithoff i dr., 2003,
Litchman i dr., 2007). Neka starija istraZivanja ¢ak su tvrdila da je sastav pigmenata bolji pokazatelj
promjena u ekosustavu od popisa vrsta (Striebel i dr., 2009; Behl i dr., 2011, Stockenreiter i dr.,
2013). Sastav i biomasa fitoplanktona tradicionalno se odredivala i jo$ uvijek se odreduje invertnim
mikroskopom. Taksonomska identifikacija vrsta fitoplanktona moze biti izazovna zbog njegove
veliine te morfologije. Takoder, sam rad na mikroskopu vremenski je vrlo zahtjevan, a rezultati
Cesto mogu biti subjektivni, tj. mogu ovisiti o analitiCaru.

Shvacanje promjena u zajednici fitoplanktona je temelj za opisivanje dinamike ekosustava,
ali i za detaljnije opisivanje biogeokemijskih ciklusa (Jeffrey i sur., 1997, Lii sur., 2002, Reynolds,
2006). lako promjene u veli€ini stanice i oblika mogu biti senzor u promjenama okoliSa (svjetlost,
hranjiva, hranidbeni lanac), u vecini slu€ajeva to je i promjena u sastavu fitoplanktonske zajednice
(npr. Berquist i Carpenter, 1986, Carpenter i Kitchell, 1993). Nazalost, monitoring sastava vrsta
fitoplanktonske zajednice je vrlo sloZen. lako postoje sve brojnije modifikacije tehnika brojanja
stanica, osjetljivost je uvijek povezana s vjeStinama djelatnika (Sandgren i Robinson, 1984). Jedan
od osnovnih pokazatelja promjena zajednice je i mjerenje koncentracije klorofila a pomocu kojeg
se odreduje biomasa, ali tako je nemoguce dobiti detaljniju sliku zajednice (Kruskopf i Flynn,
2005). Obitno se zato mjerenje koncentracije klorofila a povezuje s identifikacijom i
prebrojavanjem fitoplanktona u tim istim uzorcima (Havskum i sur., 2004, Li i sur., 2002). Jedna

od alternativa je odredivanje specifi€nih pigmenata za odredene grupe fitoplanktona upotrebom
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HPLC-a (High-performance liquid chromatography - visoko proto¢na tekuéinska kromatografija)
(Jeffrey i sur., 1997) i kvantitativho povezivanje s rodovima putem regresijskih (Descy i sur., 2000)
ili optimizacijskih tehnika kao npr. CHEMTAX (Mackey i sur., 1996). Analiza putem HPLC-a, za
razliku od brojanja stanica, je relativno brza, a moze potencijalno identificirati i grupe koje se tesko
utvrduju (Jeffrey i sur., 1999). Metoda odredivanja pigmenata na HPLC-u je do sada puno viSe
bila upotrebljavana u morskim ekosustavima (Roy i sur., 2011), a vrlo malo se upotrebljavala u
istrazivanju slatkovodnih sustava (Descy i sur., 2009, Lauridsen i sur., 2011, Millie i sur., 2003).

Karakteristicna distribucija fitoplanktona razlikuje se u morskim i slatkovodnim
ekosustavima. Slatkovodni ekosustavi su obi¢no obiljeZeni ve¢im brojem vrsta te zna¢ajno ve¢om
brojno&¢u cijanobakterija i zelenih algi. No, analiza pigmenata je ipak sloZena, zbog povezanosti
pigmenata za odredene vrste/grupe fitoplanktona, ali takoder zbog ovisnosti o razliitim okoliSnim
¢imbenicima (Descy i sur., 2009). Dva su izri€ito bitna trenutka prije koristenja HPLC-a: 1)
odgovarajué¢i dijagnosti¢ki pigment koji se mora identificirati za ekosustav koji se istrazuje
(Lauridsen i sur., 2011, Schluter i sur., 2006) i 2) uzorke od interesa je potrebno obradivati s
uzrocima iz slicnih ekoloskih uvjeta. Ovo posljednje je vrlo bitno jer CHEMTAX predstavija
optimizacijsku metodu koja se zasniva na dodavanju podataka u matricu razli¢itih odnosa
pigmenta i klorofila a. Vrlo je vazno za napomenuti da CHEMTAX postupak mijenja te odnose
putem serije interakcija. To znaci da se odnosi pigmenta normaliziraju sa svakim pokretanjem
programa prilikom analize uzoraka. Odnosno, analizirajuéi iste uzorke u razli€itim grupama
uzoraka, dolazi do razlicitih rezultata.

Ranija istrazivanja, upotrebom tankoslojne kromatografije (TLC), nedvosmisleno su
pokazala povezanost odredenih razreda mikroalgi u fitoplanktonu i pigmenta (npr. Jeffrey, 1974).
Navedeni pristup zasnivao se na prije utvrdenim zna€ajkama pigmenta u taksonomiji algi. Makro
- kromatografske metode koriStene za odvajanje pigmenata u ekstraktima algi (Strain i sur., 1944;
Smith i Benitez, 1955; Strain, 1958) pokazale su vrijednosti pigmenata u identifikaciji crvenih,
zelenih i smedih algi (Jeffrey, 1997). Takoder, odredeni broj razreda algi je stvoren na osnovi
filogenije pigmenata makrofita. Kao primjer, poznati je kolokvijalni naziv “kromofita” (Chadefaud,
1950; Bourrelly, 1957) koji je prvotno uveden za opis algi koje nisu bile zelene, ali kasnije je
promijenjen i sada se samo odnosi na zlatno smede alge koje sadrze klorofil a i ¢ (Christensen,
1989). U posljednjih desetak godina, upotreba metoda koje se zasnivaju na pigmentima kao
markerima u identifikaciji fitoplanktonskih grupa zna€ajno se proSirila, naro€ito zbog poboljSanja
analitickih metoda koji se zasnivaju na HPLC-u, a koje nam pokazuju podatke za lipofilne (klorofil
i karotenoid) pigmente i pigmente topive u vodi (fikobiloproteini) (Wright i sur., 1991, Jeffrey 1997,
Descy i sur., 2000, Teubner i sur., 2003). Navedeni pristup putem HPLC-a predstavlja brzu i



relativno povoljnu kemotaksonomsku metodu za odredivanje sastava i biomase fitoplanktona.
Zbog tih pozitivnih karakteristika Cak je i analiza pigmenata predlozena kao idealna zamjena u
Okvirnoj direktivi o vodama (OVD) za definiranje ekolosSkog stanja jezera (Saramneto i Descy,
2008; Laurdisen, Schlutter i Johanson, 2011). Prednost identifikacije putem pigmenata leZi u
slu¢aju pojedinih skupina algi koje su u maloj brojnosti te se ¢ak ne mogu determinirati
mikroskopski (Gieskes i Kraay, 1983; Schluter i Mohlenberg, 2003). Nakon identifikacije i
kvantifikacije pojedinih koncentracija pigmenata i klorofila a, biomasa i sastav fitoplanktona moze
se odrediti pomodéu razli€itih programa od koji se CHEMOTAX pokazao kao najpouzdaniji. Zelene
alge i cijanobakterije se vrlo jednostavno identificiraju na osnovi njihovih specificnih pigmenata:
klorofila b i ehinenona. Kriptofite i dinoflagelate odreduje se putem koncentracije aloksantina i
peridinina.

Zlatnozute alge igraju vrlo vaznu ulogu u oligotrofnim jezerima gdje su obi¢no jedna od
najbrojnijih skupina te ponekad mogu previadavati u zajednici fitoplanktona. Slatkovodne
zlatnozute alge imaju profil pigmenata koji je vrlo sli€an algama kremenjaSicama: obje skupine
imaju fukoksantinkao glavni karotenoid, Sto dovodi do vrlo slabe korelacije s rezultatima
mikroskopije. Alge kremenjasice vrlo €esto prevladavaju u oligotrofnim i eutrofnim jezerima te ih
je vrlo bitno razlikovati od zlatnoZzutih algi za $to pouzdaniju kemotaksonomiju. Navedeni problem
(razlikovanje algi kremenjaSica i zlatnozutih algi) predstavlja najvazniju manu koriStenja
tekucinske kromatografije kao zamjene u procjeni populacija fitoplanktona u jezerskim sustavima.
Kromatografske analize pigmenata algi zasigurno predstavljaju moéan alat u karakterizaciji
zajednice fitoplanktona u ekosustavu. Klorofili, karotenoidi i fikobiliproteini imaju brojne pozitivhe
karakteristike kao kemotaksonomski markeri. Oni su prisutni u svim fotosintetskim algama, ali ne
i u vecini bakterija ili protista, $to omogucéuje da se fitoplankton mozZe razlikovati od ostalih
organizama mikrobne zajednice. Mnogi pigmenti su karakteristicni za odredene razrede ili Cak
rodove, §to omogucuje vrlo detaljnu klasifikaciju. Oni su snazno obojeni, a u slu€aju klorofila i
fikobiliproteina, fluorescencija na vidljivim valnim duljinama daje moguénost detekcije.
Naposljetku, oni su vrlo osjetljivi i vrlo brzo se razgraduju nakon smrti stanice ili prijelaza stanice
u dormantni stadij. Kod pigmenata se moze identificirati i poneki nedostatak markera. Buduéi da
su vrlo osjetljivi, izrazito je bitno kako postupamo s uzorcima jer lako reagiraju sa svjetlosti,
toplinom, kisikom, kiselinama, luzinama, ali i spontano stvaraju izomere u otopinama. Njihova
rasprostranjenost je vrlo slozena i tek poneki marker ima pravu vrijednost jedinstvenog markera.
Takoder, njihova ekspresija je varijabilna, ovisno o okoliSnim ¢imbenicima i sadrzaju/koli€ini u

svakoj pojedinoj stanici. Mnogi pigmenti su zajedniCki za mnoge razrede algi, a interpretacija



podataka pigmenata je vrlo slozena. Stoga je vrlo zna¢ajno mikroskopski i geneticki utvrditi svu

bioraznolikost fitoplanktona prije nego se mozZe utvrditi pravilni kemotaksonomski sastav.
Analiza pigmenata i dalje predstavlja jednu od boljih metoda za brzo mapiranje populacije

fitoplanktona te pracenje njihove brojnosti i sastava, posebice u morskom okoliSu (Tablica 1).

Tablica 4. Karakteristicni pigmenti u morskim ekosustavima.

Pigment
Klorofil a
Divinil klorofil a
Divinil klorofil b
Esteri sifonaksantina
Prazinoksantin
Peridinin
Aloksantin
Diester giroksantina
Chl c, MGDG
(14:0/14:0)

Klorofil ¢

Klorofil ¢,

Klorofil c2
Klorofil ¢3

Chl c2 MGDG

Indikator za ukupnu biomasu algi, osim proklorofite
Indikator za biomasu proklorofita
Marker za proklorofite

Markeri za prazinofite tipa 2

Marker za prazinofite tipa 3
Marker za dinoflagelate tipa 1

Marker za kriptofite
Marker za dinflagelate tipa 2
Chrysochromulina spp. (haptofiti tipa 7)

Razlikuje “zelene alge” (klorofite, prazinofite, euglencofite i
zelene dinoflagellate) od ostalih tipova algi. Relativni odnos
navedenih grupa se moze ekstrapolirati pomoc¢u odnosa s
karotenoidima. Prazinofiti tipa 2 i 3 se mogu razlikovati na
odnosu prisustva estera sifonaksantina ili prazinoksantina.
Klorifiti i prazinofiti tipa i se mogu identificirati u relativnom
odnosu luteina i klorofila b

(Lut : Chl b = 0.30-1.77, 0-0.18). Euglenofite je vrlo teSko
razlikovati jer njihovi glavni karotenoid, diadinoksantin, je |

glavni sastojak kromofita. Zeleni dinoflagelati nemaju za
sada pigmenta koji ih karakterizira i moraju se determinirati

prije fiksacije.

Indeks za razlikovanje kromofita od ostalih algi
Siroko rasprostranjen. Koristan marker za populacije algi
kremenjasSica kojima dominira haplotip 6 i 8.

Glavni klorofil ¢ u kromofitnim algama
Znacajni sastojak haptofita tipa 4-8 ukljuéujuéi i kokolitoforite
(tip 6), Chrysochromulina sp.

(tip 7), i Phaeocystis sp. (tip 8). Chl c3 je pristuan i kod
krizofita tipa 3 (pelagofiti), bolidofiti,

i kod nekih algi kremenjasica, vec¢inom kod Stetnog roda
Pseudonitzschia.

Haptofiti tipa 3-8 sadrze Chl c2 MGDG [18 : 4/14 : 0]



MgDVP

Chl c2 P. gyrans type
Np-Chl c1 like
MV-Chl c3
Fuksosantin i derivati

Fukoksantin
Heks-fuko
But -fuko

Ostali pigmenti

Zeaksantin

Esteri vaukeriaksantina

Loroksantin

Bakterioklorofil a

Diadinoksantin | Diatoksantin

Fitoplankton sadrzi tri tipa pigmenta koji su uklju€eni u koriStenju svijetla kao energije te u
zastiti od istog: klorofile, karotenoide i biliproteine (Tablica 2). Svaki fitoplankton sadrzi jedan ili
vide tipova klorofila u kloroplastima koji su zaduzeni za vezivanje energije iz sunca. Struktura
molekule klorofila je porfirinski sustav graden od Cetiri pirolna prstena. U sredistu molekule nalazi
se atom magnezija. Karotenoidi su razli€iti iz porodica zutih, naran&astih ili crvenih izoprenoida,
polien pigmenta — karoteni (ugljikovodici) i ksantofili (oksidirani derivati karotenoida). Mnogi su
takoder zaduzeni za vezivanje suneve energije i to u spektru od 420-550 nm tako popunjavajuéi
prostor apsorpcije izmedu klorofila a i b. Neki karotenoidi su zaduzeni i za zastitu od svijetla

(dijadionksantin, dijatoksantin, violaksantin, anteraksantin i zeaksantin). Do danas je opisano

preko 600 karotenoida.

Fikobiliproteini predstavljaju treéi tip pigmenata koji su zastupljeni u cijanobakterijama,

crvenim algama i kriptofitama. Sli¢ne su strukture kao klorofili, samo se u srediStu ne nalazi metal,

Marker za prazinofite tipa 2 i 3, ali se pojavljuje kod veéine
ostalih algi u manji koncentracijama
(manje znacajan pigment) krizofite tipa 1 | haptofite tipa 2
(manje znacajan pigment) haptofiti tipa 4

(manje znacajan pigment) haptofiti tipa 6 (kokolitofordi)

Mislio se da je samo marker za dijatomeje, medutim prisutan
je i kod haptofita, krizofita, rafidofita, bolidofita | nekih
dinoflagelata.

Marker za haptofita tipa 6-8 i dinoflagelta tipa 2
Haptofite tipa 8 (vrlo male koncentracije u haptofita tipa 6 i

7). Pelagofita sadrze but — fuko ali ne i heks — Futo

Koristan marker za cijanobakterije gdje one predstavljaju
glavni dio populacije; prisutan u nizim koncentracijama u
proklorofitima, klorofitimama, prazinofitima, rafidofitima,
euglenofitima, krizofitima i eustigmatofitima.
Markeri za eustigmatofite i krizofite tipa 1
Povremeni sastojak klorofita; koristan marker za klorfite u
antartickim vodama
Marker za fotosintetske proteobakterije

Glavni pigment kromofita iz oceana

nego apoprotein. Fikobiliproteini se ne upotrebljavaju u kemotaksonomiji.



Tablica 5. Detaljna klasifikacija pigmenata te njihov znacaj za zajednicu fitoplanktona.

Cijanofita (npr. Synechococcus sp.) Chl a, zeaksantin

Proklorofiti

(npr. Prochlorococcus marinus)
Klorofita (npr. Chlorella sp.)
Prazinofita tipa 1 violaxantin, zeaxantin
(npr. Tetraselmis sp.)

Prazinofita tipa 2

(npr. Pyramimonas amylifera)
Prazinofita tipa 3

(npr. Micromonas pusilla)

Dinofita type 5

(npr. Gymnodinium chlorophorum)
Kriptofita

(npr. Rhodomonas)

Dinofita tipa 4

(npr. Dinophysis norvegica)
Bacilarofita tip 1

(npr.. Phaeodactylum tricornutum)
Haptofita tipa 1

(npr. Pavlova lutheri)

Dinofita tipa 3

(npr. Kryptoperidinium foliaceum)
Haptofita tipa 6

(npr. Emiliania huxleyi)

Haptofita tipa 7
(npr. Chrysochromulina polylepis)

Haptofita tipa 8
(npr. Phaeocystis antarctica)

Krizofita tipa (Pelagophytes) (npr. Pelagococcus

subviridis)

Dinofita tipa 1
(npr. Amphidinium carterae)

DV Chl ax, DV Chl bx, B,e-karoten, DV Chl ax, DV Chl
b, B,e-karoten,

Chl a, Chl b, lutein, neoxantin, violaxantin, zeaxantin

Chl a, Chl b, MgDVP, sifonaxantin, esterx, neoxantin,
violaxantin
Chl a, Chl b, MgDVP, prasinoxantin, uriolide,

micromonal

Chl a, Chl c2, aloxantin, crocoxantin, monadoxantin

Chl a, Chl c¢1, Chl c2, Fucoxantin, diadinoxantin

Chl a, Chl ¢2, Chl ¢3, MV-Chl c3 (tr)*, Hex-fuco,
fucoxantin, diadinoxantin,

4-keto-Hex-fuco

Chl a, Chl c2, Chl c3, Chl c2-MGDGJ[14 : 0/14 : Q]+,
Hex-fuco,

fucoxantin, diadinoxantin, 4-keto-Hex-fuco
Chl a, Chl c2, Chl ¢3, Chl c2-MGDG[18 : 4/14 : O],
Hex-fuco,

But-fuco, fucoxantin, diadinoxantin

Chl a, Chl ¢2, Chl c3, But-fuco, fucoxantin,

diadinoxantin

Chl a, Chl c2, peridinin, diadinoxantin



Cijanofita (npr. Synechococcus sp.) Chl a, zeaksantin

Dinofita tipa 2 Chl a, Chl ¢2, Chl c3, Hex-fuco, gyroxantin diester,
(npr. Gymnodinium galatheanum) fucoxantin,
Diadinoxantin

Fitoplankton upotrebljava klorofil a kao glavni akceptor svijetla za fotosintezu. Ostali
pigmenti (npr. klorofil b i ¢, karotenoidi i fikobiloproteini) igraju takoder zna€ajnu ulogu u fotosintezi,
proSirujuci opti¢ki spektar za organizme, ili u fotozastiti tako Sto sprjeCavaju osteéenja stanice pri
velikoj radijaciji.

Vazni produkti razgradnje klorofila pronadeni su u vodenim ekosustavima, ukljuCujuci
klorofilide, feoforbie, feofitine i sterilklorin estere. Jedinstvena opti¢ka svojstva klorofila a
upotrebljavana su za razvoj spektorfotometrijskin (Jeffrey i Humphrey 1975) i fluorometrijskih
(Holm-Hansen i sur., 1965) metoda mjerenja. S pojavom komercijalnih fluorometara za rutinsko
mjerenje koncentracije klorofila a, taj je pigment postao univerzalni parametar za procjenu
biomase i produkcije fitoplanktona. Navedena optiCka metoda moze podcijeniti ili precijeniti
koncentraciju klorofila a u uzorcima jer postoji preklapanje apsorpcije i fluorescencije s drugim
pigmentima kao $to su klorofil b i ¢, produktima razgradnje klorofila te ostalim pigmentima (Trees
i sur., 1985, Smith i sur., 1987, Hoepffner i Sathyendranath 1992, Bianchi i sur., 1995, Tester i
sur., 1995). Bez obzira na navedeno, spektrofotometrijske i fluorimetrijske metode svakodnevno
se upotrebljavaju u brojnim aplikacijama jer su jeftine, jednostavne i brze.

Visokoproto¢na tekucéinska kromatografija (HPLC) je omogucila simultano odredivanje
koncentracije razli¢itog spektra karotenoida i klorofila te njihovih produkata razgradnje. Shematski
prikaz rada prikazan je na Slici 2. HPLC je omogucio istraziva¢ima novi moc¢an alat u istrazivanju
procesa koji se dogadaju s pigmentima fitoplanktona. Analiza pigmenta putem HPLC metode
omogucuje determinaciju brzine rasta fitoplanktona, determinaciju hranjenja zooplanktona te
odredivanje fizioloSkih procesa fitoplanktona. Odsustvo i prisustvo pigmenta pomaZe u
diferencijaciji glavnih grupa algi u prirodnim vodama. Pigmenti koji su jedinstveni za odredeni
razred algi ili prisutni u dva ili tri razreda (Jeffrey i Vesk 1997), mogu se upotrebljavati za
kvantitativhu procjenu sastava zajednice fitoplanktona. Brojne varijacije HPLC tehnike su do sada
objavljenje i vrlo je teSko odabrati najpouzdaniju metodu/varijaciju HPLC-a. Niti jedna HPLC
metoda nije za sve moguce primjene jer svaka ima svoje prednosti i mane. Od 1983. godine do
sada je opisano preko 20-tak metoda (Jeffrey i sur., 1999, Zapata i sur., 2000, Van Heukelem i

Thomas 2001). Prije nego se odluci za odredenu metodu nuzno je identificirati Zeljene pigmente i



odrediti metodu kojom ih je najbolje moguée razdvojiti. Vrlo je bitno posvetiti paznju osjetljivosti

metode, uzorkovanju, ekstrakciji i analizi putem HPLC-a.

| Otapalo Pumpa _ Automatizirano
uzorkovanje

I

Injektor

[ Predkolona I

v

Analiticka kolona

]

Detektori
| Spektrofoto l ¢ DAS (
| metar uorometar MS
v v
> Racunalo Otpad

Slika 2. Shematski prikaz temeljnog mehanizma rada tekucinskog kromatografa, (preuzeto iz: Airs i sur.,

2001).
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1.2. OkoliSna DNK

Nove metode, kao $to su strojno ucenje (Kiranyaz i sur., 2011; Arje i sur., 2017) i genetske
metode, kao 5to je metabarkodiranje DNA dobivene iz organizama ili jednostavno uzorkovanjem
DNK okolisa (0DNK) iz vode (npr. Taberlet i sur., 2012a; Ji i sur., 2013), pruzaju alternativne alate

za otkrivanje i identifikaciju viSe vrsta (Slika 3).

Cyanobacteria
Rhodophyta
Glaucophyta

Charophyta
Chlorophyta
Cryptophyta

Ochrophyta

Phylum (class)

Choanozoa
Euglenozoa
Myzozoa
Percolozoa

0 2500 5000 7500 10000 12500
Number of species

B Described to date (estimate) ™ Undescribed (estimate)

Slika 3. Prikaz procjene trenutne brojnosti vrsta algi (plavo) i onih neopisanih (crveno),

(preuzeto iz: Guiry, 2012).

U razdoblju od iduéih 5 godina, ove metode imaju potencijal za temeljnu promjenu
procjene ekoloskog stanja. lako su jo$ uvijek u fazi razvoja, genetske metode veé su dovoljno
dobro napredovale za procjenu bioloSke raznolikosti (npr. Elbrecht i sur., 2017). Dakle, sada je
moguce nadopuniti ili ¢ak zamijeniti tradicionalne metode obrade uzoraka i identifikacije
metodama temeljenim na DNA koje su jednake ili nize cijene te koje su u stanju otkriti pojave vrsta
sa sli€nom ili viSom razinom preciznosti (Stein i sur., 2014; Smart i sur., 2016; Aylagas, 2017;
Elbrechtisur., 2017; Vasselon i sur., 2017). Metode temeljene na DNK imaju neke odite prednosti

u usporedbi s tradicionalnim identifikacijskim shemama temeljenim na uzorkovanju i opisu.
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Identifikacija na razini vrsta preciznija je i objektivnija s metodama temeljenim na DNK, posebno
za kripti€¢ne svojte, mikroorganizme i zahtjevne Zivotne faze kod organizama (primjerice ranije faze
razvoja). Nadalje, obrada uzoraka moze biti brza i jeftinija od ruénih postupaka (Hajibabaei i sur.,
2011, Kermarrec i sur., 2014; Dafforn i sur., 2014; Stein i sur., 2014; Avd i sur., 2017) (Slika 4).

Sampling Sample preparation

-
Environment

Species
identification and
quantification

Quality Index o
assessment calculation
— LA

< o
o o

________________________________________________

Sample DNA Extraction PCR amplification

e e

Quality
A =— Dry Lab
i == - == =S e R T RS RS S et S S e S e = = I
Index ! i X . § i |
calculation | Data analysis Tax. assign Clustering Quality filtering |
1
= — o T @
[
1
[
[

Slika 7. Prikaz tradicionalnog te molekularnog pristupa u odredivanju procjene stanja okolisa (preuzeto iz

Pawlowski i sur., 2014).
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Dodatna prednost molekularnih tehnika je moguénost procjene funkcionalne raznolikosti
na temelju ekspresije gena, ispunjavajuci cilf ODV-a (Bourlat i sur., 2013). Osim toga u usporedbi
s mikroskopijom, DNK sekvenciranje ima prednost u uzorkovanju i pripremi uzoraka koje moze
biti automatizirano. Samim time smanjeni su troSkovi te je povec¢ana brzina analize. To omogucéuje
povecanje frekvencije uzorkovanja kroz vrijeme i prostor te time olakSavajuci usporedbe velikog
broja rezultata iz razli€itih vodenih ekosustava. Upotrebom istog protokola mogucéa je
standardizacija u svima laboratorijima. Takoder, valja naglasiti da je primjenom DNK metoda
moguce identificirati nano i piko frakciju koju je jako teSko identificirati mikroskopski. Osim toga,
jednom sekvencirani podaci mogu se Cuvati vie¢no te u buduc¢nosti usporedivati s novim bazama
podataka. S druge strane, molekularne tehnike se jo$ uvijek razvijaju i zahtijevaju standardizaciju
i uskladivanje (Cristescu, 2014.) prije nego Sto se mogu koristiti u nacionalnim programima
praéenja kakvocée vode. Primjenom DNK metoda postoji i ograni¢ena sposobnost za odredivanje
brojnosti vrsta, $to je preduvjet za ocjenu ekoloskog stanja na temelju bioloskih elemenata
kakvoce (BEK). Referentni barkodovi jo$ nisu dostupni za znacajan, udio vrsta, iako se taj broj iz
dana u dan smanijuje.

Danasnja istrazivanja oDNK se mogu kategorizirati u dvije grupe: ciljana istrazivanja (koja
se ti€u pojedinih vrsta) i istrazivanja zajednica. Ciljana istrazivanja imaju za cilj identifikaciju i
pracenje pojedine vrste u okolisu ili praéenje jednog okoliSa s vise markera. Naj¢eSée se koriste
metode koje se zasnivaju na PCR-u ili sve viSe i na PCR-u u realnom vremenu te digitalnom PCR-
u (Slika 5). Navedeni pristup, ako je vrlo dobro dizajniran i validiran, moze dovesti do vrlo dobrih
rezultata (Goldenberg i sur., 2016) te se vrlo ¢esto moze korelirati s biomasom i brojnos¢u

istrazivanog organizma (Doi i sur., 2015).
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Slika 5. Detaljan hodogram aktivnosti kod primjene molekularnog pristupa u procjeni stanja okolisa,
(preuzeto iz Leese i sur., 2018).

Istrazivanje ciliane oDNA bila je primijenjena u detekciji invazivhe Zabe (Lithobates
catesbeianus) u Francuskoj (Ficetola i sur., 2008). Ve¢ danas postoji veliki broj literaturnih zapisa

koji dokazuju potencijal okoliSne DNA i metabarkodiranja u bioloSkom monitoringu (Bohmann i
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sur., 2014; Cristescu, 2014; Valentini i sur., 2016; Keck i sur., 2017; Leese i sur., 2018; Deiner i
sur., 2017; Darling i sur., 2017) te upravljanju okolidem (Kelly i sur., 2014; Jackson i sur., 2016;

Hering i sur., 2018). U svim navedenim istrazivanjima se naglaSava kako DNK metabarkodiranje

predstavlja brzi, jeftiniji te jednostavniji pristup u odnosu na konvencionalni monitoring. Valja

naglasiti da ipak u nijednom od navedenih istrazivanja nisu predstavljeni novi indeksi koji se

zasnivaju na DNK.

Prvi pokusaji upotrebe metabarkodiranja u procjeni stanja okoliSa imali su za cilj testiranje

podatka dobivenih metabarkodiranjem u procjeni stanja okoliSa koji je bio pod razli€itim

antropogenim utjecajima (Chariton i sur., 2010; Bik i sur., 2012; Pawlowski i sur., 2014; Pascault

i sur., 2014). Od tada postoji sve vedi i veci broj studija kako je i prikazano u tablici 3.

Tablica 6. Popis istraZivanja koji su bila usmjerena prema procjeni ekolo§kog stanja slatkovodnih

ekosustava, klasificiran prema indikatorima, genetickom markeru te postavijenim pitanjima. Korelacije su

Grupa
Bakterije
Bakterije

Bakterije

Bakterije

Bakterije

Bakterije/gljive

Fitplankton
Fitobentos

Dljatomeje

Dijatomeje

Dijatomeje

Dijatomeje

Dljatomeje

Dijatomeje
Dijatomeje

Dijatomeje

oznacene posebno gdje su bile utvrdene.

Marker
16S
16S
16S

16S

16S
16S/ITS2
16S cpDNA
18S v4
rbcL

18S, rbcL, COI

18S, rbcL,

rbcL
rbcL

18S, V4
18S, V4
rbcL, 18S

Postavljeno pitanje
Taksonomsko razlucivanje
Procjena

Raznolikost u jezeru,
ekotoksikologija

Jezero

Fekalno zagadenje

Sloj vode i tla

Raznolikost u jezerima
Metabarkodnig vs morfologija
Metabarkodnig vs morfologija,
TDI5 indeks (Perason r =0,9)
MjeSovite
populacije,taksonomija

SPI indeks, referentna baza,
Spearman P<0,05

SPI indeks, ekstrakcija

SPI indeks, dubina
sekvenciranja, referentne baze,
pearson korelacije r=0.77; p
vrijednost <0,05 (R? =0,59)
Referentna baza podataka
Metabarkodnig vs morfologija

Referentna baza podataka

Referenca

Salis i sur. (2017)
Binh i sur. (2014)
Pascault i sur. (2014)

Chen i sur. (2016)
Vierheilig i sur. (2015)
Veach i sur. (2015)
Eiler i sur. (2013)
Groendahl i sur. (2017)
Kelly i sur. (2018)

Kermarrec i sur. (2013)

Kermarrec i sur. (2014)

Vasselon i sur. (2017)
Vasselon i sur. (2017)

Vasselon i sur. (2018)
Zimmermann i sur. (2014)

Zimmermann i sur. (2015)
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Grupa Marker Postavljeno pitanje Referenca
Dijatomeje 18S, v4 Di-CH indeks (R? =0,58 DNA, Rimet i sur. (2016)
R? =0,85 RNA
Dijatomeje 18S v4 DI-CH index, R? =0,67 Visco i sur. (2015)
Dijatomeje rbcL IPS indeks (R? =0,0042), EPI-L = Apothéloz-Perret-Gentil i
indeks (R? =0,0278), Sgro sur. (2017)
Index (R? =0,1342)
Hiromide COl, CyB MjeSoviti uzorak, dobra Carew i sur. (2013)
rezolucija
Makroinvertebrati Col Usmijereno sekvenciranje Zhou i sur. (2013)
Makroinvertebrati Col MjesSoviti uzorak Hajibabaei i sur. (2011)
Makroinvertebrati Col MjeSoviti uzorak etanol Hajibabaei i sur. (2012)
Makroinvertebrati Col Obogacivanje gena Dowle i sur. (2015)
Makroinvertebrati Col Kontrola primera Elbrecht i Leese (2015)
Makroinvertebrati Col Dizajniranje primera Elbrecht i sur. (2016)
Makroinvertebrati COl, 16S, 18S Indeksi raznolikosti Gibson i sur. (2015)
Oligohete Col I0OBS indeks, abundancija Vivien i sur. (2016)
Oligohete Col Cuvanje u formalinu Vivien i sur. (2016)
Ribe/vodozemci 12s Sekvenciranje vs klasi¢ni Valentini i sur. (2016)
monitoring
Ribe/vodozemci 12S/16S Kvantifikacija Evans i sur. (2016)
Ribe 16S/CytB Sekvenciranje vs klasiéni Hanfing i sur. (2016)
monitoring
Ribe 12S/16S Dobivanje markera; uzorci iz Shaw i sur. (2016)

sedimenta te vode

Do sada, najznacajniji pomaci u istrazivanjima usporedbe bioti¢kih indeksa koji proizlaze
iz morofoloskih i molekularnih podatka, su dobiveni kod dijatomeja (Kermarrec i sur., 2014; Visco
i sur., 2015; Apothéloz-Perret-Gentil i sur., 2017; Vasselon i sur., 2017, 2017) te morskih bentickih
beskraljeZnjaka (Lejzerowicz i sur., 2015; Aylagas i sur., 2014, 2016). Bilo je i poku$aja usporedbe
procijene ekoloskog stanja koji se =zasnivaju na zajednicama slatkovodnih benti¢kih
beskraljeSnjaka dobivenih iz morfoloskih i molekularnih podataka (Gibson i sur., 2015; Elbrecht i
sur., 2017). Zakljuéci navedenih studija pokazuju dobru korelaciju indeksa dobivenih iz
morfoloskih i molekularnih metoda (u prosjeku 70-80%).

Okolisna DNK ili oDNK predstavlja genetski materijal koji je prisutan u uzorcima iz okolisa,
kao npr. sediment, voda, zrak, ukljuCujuci i cijele stanice, izvanstani¢ni DNK i potencijalno cijele
organizme. oDNK se moze izdvoijiti, ekstrahirati, amplificirati, sekvencirati i kategorizirati na osnovi

sekvenci. Iz tih informacija moguce je detektirati i klasificirati organizme. oDNK moze biti s koze,
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mukoznog dijela, pljuvacke, sperme, jaja, izmeta, krvi, korijena, lis¢a, plodva, polena, trulog tijela,
cijelog mikroorganizma itd. lako je relativno nova metoda, vec¢ je dokazano da ima veliki potencijal
za bioloski monitoring. Konvencionalne metode za odredivanje raznolikosti i brojnosti su limitirane
na taksonomsku identifikaciju te mozZe biti problema s detekcijom sitnih ili kripti€nih vrsta, ¢ineci
procjenu za cijelu zajednicu nemoguc¢om. oDNK moZze nadopuniti klasiéne metode usmjeravajudi
se prema odredenim vrstama te povecavajuci taksonomsku rezoluciju (Deiner i sur., 2017). Osim
toga, oDNK pristupom se mogu detektirati vrlo rijetke i invazivne vrste. Metode oDNK se danas
masovno koriste jer se samo iz jednog uzorka mogu dobiti saznanja o &itavim zajednicama. Ovaj
proces uklju¢uje metabarkodiranje, koji se moZe definirati kao uporaba lan€ane reakcije
polimerazom (PCR) na mjeSovitim uzorcima DNK iz bilo koje sredine nakon koje vrSimo
visokoproto¢no sekvenciranje sljedece generacije (NGS) da bi se utvrdio sastav vrsta u uzorcima
odnosno zajednicama (Slika 6). Ova se metoda do sada vrlo ¢esto upotrebljavala u mikrobnoj
ekologiji, ali se i sve viSe upotrebljava u istrazivanju viSih taksonomskih jedinica (Coissac i sur.,
2012; Creer i sur., 2016; Deiner i sur., 2017). Velika je prednost navedenog pristupa u tome, sto
se osim opisa zajednice i bioraznolikosti, mogu odrediti interakcije i funkcionalna ekologija mnogih
vrsta u izabranim zajednicama (Bohmann i sur., 2014; Ficetola i sur., 2016; Creer i sur., 2016;
Hering i sur., 2018).
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Slika6. Prikaz osnovnih principa unutar metabarkodiranja, (preuzeto iz Leese i sur., 2018).
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1.3. Organska tvar

Organsku tvar u vodi pretezno tvore ugljikovi atomi povezani s kisikom, vodikom, dusikom,
sumporom i drugim atomima (Stevenson, 1982). Ovi kombinirani elementi mogu takoder nastati
iz viSestrukih alohtonih i autohtonih prirodnih ili antropogenih izvora (Rocha i sur., 2009; Mostofa
i sur., 2012). Organska tvar (OT) prirodnog podrijetla nastaje prije svega biogeokemijskim
procesima, kao Sto su fotosinteza, izvanstani¢no izlu€ivanje iz organizama te razgradnjom
organizama i posljedi¢nim nastankom biomase (Bianchi, 2007). Alohtoni izvori organske tvari u
vodi su ispiranje organske tvari iz prirodnih vodenih sustava putem vjetra, rijeka ili otjecanjem
podzemnih voda (Jurado i sur., 2008; Libes, 2009). Prostorna raspodjela organske tvari duz
rijieénog toka od izvora do uSéa izaziva niz promjena unutar strukturnih i funkcionalnih
karakteristika bioloSke zajednice. Rezultat toga je kontinuitet bioti¢kih prilagodbi na teritogene
unose, poznat pod nazivom koncept kontinuiteta rijeke (Vannote i sur., 1980). Osim toga, rije¢ni
kanali koji su karakterizirani okolnim poplavnim ravnicama, rukavcima, vegetacijom i barama,
takoder mogu znacajno doprinijeti alohtonom unosu OT tijekom poplava (Junk i sur., 1989).
Autohtona prirodna OT nastaje in situ (npr. bakterijama, fitoplanktonom i bilikama) (Otero i sur.,
2000; Chester i Jickells, 2012). U oceanu primjerice, veéinu OT proizvodi fitoplankton, dok su
drugi izvori manje zastupljeni (Mostofa i sur., 2013). Osim toga, antropogene aktivnosti mogu
izravno doprinijeti ulazu OT putem kuéanskih i industrijskih otpadnih voda, otjecanja iz naselja,
poljoprivredne i Sumarske djelatnosti te industrije i to one narocito koja je vezana uz proizvodnju
organskih spojeva (Mostofa i sur., 2012; Dsikowitzky i sur., 2015; Watanabe i Kuwae, 2015;
Arruda-Santos i sur., 2018). Osim izravnog antropogenog utjecaja, ljudske aktivnosti, takoder,
mogu neizravno unositi promjene u prirodne cikluse OT, kao npr. Sumskim pozarima (Thomas i
sur., 2017), gradnjom rije¢nih brana (Johnson i sur., 1995) itd.

Fizi¢ki, vodena organska tvar moze se klasificirati u: partikulatna organska tvar (POM),
kojom se smatraju one tvari koje zaostaju na filteru veli¢ine pora od 0,45 uym, otopljena organska
tvar (DOM), frakcija koja prolazi kroz filter s porama veliine 0,45 ym i organska koloidna tvar, s

veli¢inama Cestica izmedu 1 nm i 1 ym (Mostofa i sur., 2012) (Slika 7).
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Slika 7. Frakcije organske tvari u vodenim ekosustavima: DOM - otopljena organska tvar; POM —
partikulatna orgasnka tvar; TOM — ukupna organska tvar; DOC — otopljeni organski ugljik; TOC — ukupni

organski ugljik; POC — partikulatni organski ugljik; CDOM, (preuzeto iz: Wright, 2005).

Zbroj DOM-a i POM-a ¢ini ukupnu organsku tvar (Bianchi, 2007; Mostofa i sur., 2012).
Shematska veli¢ina OT (um) i masa (Da) distribucije organizama i kemijskih vrsta u vodnom

sustavu prikazani su na Slici 8.

19



(=]
-

‘MW(Da) 108 107 10®  10° 104 102 102 1

9|Nd8jowW Jajem Jo azIg)

] Zooplankton
HAc | "
[ Phytoplankton FAc
HC
Bacteria CHO |
FA
Viruses
B AA
rYColoidal |
Particulate Dissolved
(Mm) 100 10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001

Slika 8. Shematska veli¢ina OT (um) i masa (Da) distribucije organizama i kemijskih vrsta u vodnom

sustavu, (preuzeto iz: Wright, 2005).

Redoviti monitoring organske tvari vrSi se u nekoliko zemalja Europske unije, a Hrvatska
spada u drzave Clanice u kojima se monitoring organske tvari mjeri pomocu dva ili vise parametara
(Slika 9).
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[E=] Organic matter monitoring with 1 parameter
Organic matter monitoring with 2 or more parameters

] Member States where organic matter is not monitored or information is not available

Slika 9. Monitoring organske tvari u razli¢itim zemljama EU, (preuzeto iz: Baird, 2012).
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2. PODRUCJE ISTRAZIVANJA | ZNACAJKE ISTRAZIVANIH JEZERA

2.1. Jezero Kozjak

Prema tipologiji jezero Kozjak pripada tipu HR-J_1A - planinska, duboka, mala jezera na
karbonatnoj podlozi u Dinaridskoj ekoregiji, kontinentalnoj subekoregiji Hrvatske. Jezero se nalazi
u sastavu Plitvickih jezera na 535 m.n.v., najveca dubina mu je 48 m, a povrsine je 0,815 km?2.
Prema genezi Plitvicka jezera pripadaju baraznim stajaicama nastalim u holocenskoj
morfogenezi krSa koju obiljeZzava proces travertinizacije i razvoj sedrotvornih zajednica. Po
zemljopisnom polozaju i termici, jezera pripadaju dimiktiCkim jezerima umjerenog pojasa.
Stepenicasto formirana jezera povezana su sedrenim slapistima krenuvsi od prvog, Prod¢anskog

jezera, koje se nalazi na 636 m.n.v. do posljednjeg jezera, Novakovi¢a Brod (503 m.n.v.).

2.2. Proséansko jezero

Prema tipologiji ProS¢ansko jezero pripada tipu HR-J_1B — planinska, duboka, mala jezera
na karbonatnoj podlozi u Dinaridskoj ekoregiji, Kontinentalnoj subregiji Hrvatske. Ono je
smjesteno na 636 m.n.v. i prvo je u nizu Plitvickih jezera. Zauzima povrSinu od 0,698 km?2.
Vertikalni profil istrazivanja bio je lociran u podrucju kote 145 prema Petriku (1958), gdje je
izmjerena najvec¢a dubina od 37,4 m. Glavnina vode ProS¢anskog jezera pripada slivovima Bijele
i Crne rijeke koji se nizvodno od naselja Plitvicki Ljeskovac spajaju u rijeku Maticu, koja

naposljetku utje€e u jezero. Na zapadnom dijelu Pro$¢anskog jezera utjeCe i Suzanjski potok.

2.3. Vransko jezero na otoku Cresu

Prema obaveznim deskriptorima sustava B u tipologiji jezera, Vransko jezero na otoku

Cresu pripada tipu HR-J_2 - nizinska, duboka, srednje velika jezera; kriptodepresije na
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karbonatnoj podlozi. Ova golema prirodna akumulacija od 220 milijuna m?®slatke vode je vodom
najbogatije slatkovodno jezero u Hrvatskoj. Jezero je nastalo postglacijalnim otapanjem i
precipitacijom. Dno jezera je zaravnjeno, Sto upucuje da se radi o potoplienom krSkom polju.
Jezero je smjedteno u depresiji formiranoj unutar karbonatnih stijena donje i gornje krede, a danas
u neposrednom slivu jezera dominiraju dolomiti nad vapnencima. DuZina jezera iznosi 5 km, dok
njegova $irina ide i do 1,5 km. PovrS$ina jezera iznosi 5,75 km?2, medutim, zbog niskih priobalnih
zona uz sjeverni i juzni kraj jezera, dimenzije jezera pa tako i njegova povrSina, mogu od godine
do godine znatno varirati. Dosadasnjim istrazivanjima dokazano je da je Vransko jezero
kriptodepresija sa srednjim vodostajem od oko 13 m iznad razine mora. Pri navedenom vodostaju,
njegova apsolutna dubina iznosi 74,5 m, §to znaci da najdublji dio jezerskog dna lezZi oko 61,5 m

ispod morske razine.

2.4. Bacinska jezera

U doba pleistocena, cijelo podru¢je danasnjeg us¢éa Neretve izgledalo je bitno drugadije.
Tada se korito Neretve protezalo uz danasnji PeljeSac, a Neretva se ulijevala u more negdje kod
Vela Luke na otoku Kor&uli. Tek nakon holocena, tj. u posliednjih 18.000 - 10.000 godina, zbog
podizanja razine mora za oko 100 m, doSlo je do skracivanja rijeCnog toka Neretve i potapanja dijela
rijecne doline. Tijekom istog razdoblja nastalo je i 7 slatkovodnih Bacinskih jezera, koja
predstavljaju niz potopljenih vrtata u neposrednoj blizini mora. Taj jedinstveni krdki fenomen,
smjesten samo dva kilometra sjeverozapadno od grada Ploc¢a Cini Sest potopljenih ponikvi, od kojih je
pet medusobno povezano, a Sesta je odvojena (Vrbnik). Najveci dio tog krSkog podrudja izgraden je
od krednih naslaga vapnenaca i dolomita. Jezera su umjetno spojena dovodnim tunelom s
Vrgorackim poljem u svrhu odvoda poplavnih voda te odvodnim tunelom s morem, izvorno
izgradenim 1913., a kasnije proSirivanim. Voda potonjim tunelom otjeCe iz jezera te se spojenim
kanalom ulijeva u Plo€anski zaljev gdje je sagradena betonska pregrada kako bi se sprijeCila
intruzija morske vode. Ukupna povrsina svih jezera pri vodostaju od 1,5 m.n.v., iznosi 1,38 km?2.
Prema obaveznim deskriptorima sustava B u tipologiji jezera, jezera O¢usa i CrniSevo pripadaju

tipu HR-J_3- nizinska, srednje duboka, mala jezera; kriptodepresije na karbonatnoj podlozi.

23



2.4.1. Oéusa

U sustavu Bacinskih jezera, najvece jezero je O¢us$a (Vocusa) s povr§inom od 0.55 km? i
dubinom od 19,6 m. Smjesteno je izmedu dovodnog i odvodnog kanala, a na njemu se nalaze tri
mala otoka Cija prisutnost ukazuje na dobro razvedeni reljef. Na sjevero-isto¢nom dijelu Oc¢use
nalazi se istoimeni izvor, koji zajedno s jo$ dva sezonska i dva trajna izvora sudijeluje u prinosu

vode. Jezero je monomikti¢ko, mezotrofno, s klinogradnim profilom kisika (Habdija, 2008).

2.4.2. CrniSevo

Jezero je monomikticko, mezotrofno, s klinogradnim profilom kisika (Habdija, 2008).
Crnisevo je najdublje jezero s maksimalnom dubinom od oko 34 m. Karakterizira ga reljefna

heterogenost tla i glavni trajni podvodni braki¢ni izvor Mindel. Povr$ina jezera je 0,43 km?2.

2.5. Vransko jezero kod Biograda na moru

Prema obaveznim deskriptorima sustava B u tipologiji jezera, Vransko jezero kod Biograda
na moru pripada tipu HR-J_4 — nizinska, plitka, velika jezera na karbonatnoj podlozi u Dinaridskoj
ekoregiji, mediteranskoj subekoregiji Hrvatske. Jezero se nalazi na 1 do 1,5 m.n.v., a najvec¢a
dubina mu je 6 m (prosje¢na dubina oko 2 m). Jezero je smjesteno nedaleko od Biograda na
moru, a pruza se paralelno s morskom obalom, odnosno u smjeru od sjeverozapada prema
jugoistoku. Smjesteno je u neposrednoj blizini mora, od kojeg je odijeljeno 800 — 2500 m Sirokim
vapnenackim grebenom, Cija je najve¢a nadmorska visina 113 m. Vransko jezero je najvece
prirodno jezero u Hrvatskoj. Njegova prosjecna Sirina iznosi oko 2,2 km, duZina oko 13,6 km, a
povrsina izmedu 29,8 i 30,2 km2. Razina vode Vranskog jezera ovisi o dotjecanju vode u jezero
povrsinskim i podzemnim putem, izdasnosti izvora u samom jezeru, otjecanju vode iz jezera
podzemnim procjepima i kanalom Prosika te o isparavanju vode. Strujanje vode je kondukcijsko,

a izrazeno je valovima koiji za vjetrovita vremena mogu biti veliki i do 1 m.
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2.6. Visovacko jezero

Visovacko jezero je dio hidrosustava rijeke Krke te se po postanku svrstava u krska
barazna jezera. Visovacko jezero pripada nizinskim, srednje velikim i srednje dubokim jezerima
na karbonatnoj podlozi u Dinaridskoj ekoregiji, primorskoj subregiji Hrvatske (tip HR-J_5). Ovaj
ujezereni dio rijeke Krke nastao je nakon formiranja sedrene barijere na Skradinskom buku u
postglacijalnom razdoblju, kada je doSlo i do potapanja donjeg dijela uS¢a rijeke Krke. PovrSina
mu je 5,72 km?, a najvec¢a dubina oko 30 m. Mjerni profil je smjesten u sredi$njem dijelu jezera,

juzno od otoka Visovca, na dubini od 22 - 24 m.
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3. CILJEVI PROJEKTA

Velika ekspanzija parametara koje je nuzno pratiti, a koju zahtijeva ODV, dovela je do
stvaranja pritiska vlada na njihove regulatorne agencije u vidu smanjenja troSkova pracéenja stanja
voda, zadrzavajuéi pokrivenost i u€inkovitost (Borja i Elliott, 2013). Mnogi istrazivaci i regulatori na
razini EU slazu se da je potrebna promjena u praéenju Okvirne direktive o vodama kako bi se
osigurala dovoljna prostorna i vremenska rezolucija te veca isplativost. "Nadzorni monitoring" ima
dva glavna cilja: prvo, ocijeniti ukupni status povrSinskih voda unutar svakog sliva ili podsliva, a
drugo, otkriti dugoro&ne trendove statusa. Ovi ciljevi zahtijevaju razliCite u€estalosti pracenja, pri
¢emu potoniji zahtijevaju mnogo esce praéenje tijekom mnogih godina kako bi se utvrdili trendovi
(Carvalho i sur., 2012; Borja i sur., 2016). Za razliku od drugog cilja, prvi zahtijeva samo pracenje
u jednoj ili dvije godine tijekom SestogodisSnjeg ciklusa upravljanja (Carvalho i sur., 2013). Moguée
rieSenje moze biti odabir manjeg broja reprezentativnih vodnih tijela za otkrivanje trendova koji
imaju CeS8ce pracenje (npr. svake godine) od onih ukljuéenih u mreze nadzornog pracenja.
“Operativni monitoring” za mjerenje utjecaja pritisaka i naknadnih mjera upravljanja treba biti
osmislien pocevsi od procjene pritisaka, odabira samo onih elemenata kakvocée koji su osjetljivi
na svaki od znacajnih stresora i koji imaju dovoljnu u€estalost pracenja (tipi€no svake treée
godine), u cilju otkrivanja trenda prije i nakon provedbe mjerenja. “Istrazivacki monitoring” ima za
cilj dijagnosticiranje uzroka degradacije. Kako bi se oformio efikasni nacin istrazivackog
monitoringa, valja mu pristupiti tako da se uvaze kontrolna i intervencijska mjesta za procjenu
ucinkovitosti mjera upravljanja (Conner i sur., 2016).

Zbog tog Sto analiza pigmenata i dalje predstavlja jednu od boljih metoda za brzo
mapiranje populacije fitoplanktona, cilj predlozenog istrazivanja bio je poku$ati odrediti vrijednost
odredivanja pigmenata u definiranju bioraznolikosti fitoplanktona putem tekuéinske
kromatografije.

Novi alati za pracenje kakvoce vodenih ekosustava su postali dostupni u posljednjih
nekoliko godina, uklju€ujuci satelitska praéenja, genomiku i uklju€ivanje gradana (Danovaro i sur.,
2016; Tyler i sur., 2016). KoriStenje satelitskih podataka za nadzor i operativno pracenje ima veliki
potencijal za bolju standardizaciju mjera diliem Europe i poveéanje povjerenja u klasifikaciju ODV-
a kroz poboljSanje prostorne pokrivenosti i u€estalosti pracenja varijabli kao $to su boja vode,
koncentracija klorofila a, biomasa cijanobakterija i pokrivenost makrofitima (Tyler i sur., 2016).
Postoji nekoliko aktivnih projekata koji razvijaju satelitske proizvode u svrhu potpore pracenja
ODV-a iz programa ESA Copernicus (EOMORES www.eomores-h2020.eu; CYMONS
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https://business.esa.int/projects/cymons; CHLO4MSFD https://chlodmsfd.azti.es; EUNOSAT:
Joint Monitoring Programme of the EUthophication of the NOrth-Sea with SATellite data). Daljinski
osjetljiva opazanja kvalitete vode i promjena namjene zemljista u stvarnom vremenu, u kombinaciji
sa strojnim uéenjem, mogla bi poduprijeti upravljacka tijela ka pravilnom usmjeravanju troskovno
intenzivnog pracenja na licu mjesta. Postoji i sve veca podrSka za koriStenje aplikacija za gradane
putem pametnih telefona (npr.: bloomin-algae-app; Riu-net), u svrhu unaprjedenja pracenja
ekolodkog stanja, jer to ne samo da moZe pruZiti veCu pokrivenost i potencijalno smanjene
tro8kova, ve¢ takoder moZze i pridonijeti veCem razumijevanju javnosti i angazmanu u upravljanju
vodama (Hadj-Hammou i sur., 2017; Pocock i sur., 2017, EU Project groundtruth2.,
http://gt20.eu/). Potrebno je pazljivo razmotriti podatke koje dobivamo od gradana kako bi se
osigurala dovoljna kvaliteta pridonijelih dokaza (Kosmala i sur., 2016). Kombiniranjem i
iskoristavanjem velikih setova podataka iz ova dva nova podruéja inovacija, mogu se posti¢i velike
sinergijske koristi. Zna€ajan napredak postignut je i upotrebom komplementarnih sredstava za
praéenje kao $to su metabarkodiranje i DNK okoliSa (0DNK) (Hering i sur., 2018; Pawlowski i sur.,
2018). Uz molekularne metode znacajno je i koriStenje automatizirane tehnologije senzora i
letecih, plutajucih i potopljenih bespilotnih letjelica opremljenih multisenzorima (Duffy i sur., 2018).

Primjena oDNK, pigmenata te karakterizacija organske tvari sve su uCestalije metode koje
se koriste u novim pristupima koji bi mogli zna¢ajno olakSati karakterizaciju vodnih tijela te
omoguciti bolje odredivanje ekoloSkog stanja. Navedeni pristupi primjenjuju se u posljednjih
nekoliko godina u kojima su pridonijeli nekim novim saznanjima. U RH do sada nikad nije koriSten
ovakav multimetodni pristup u karakterizaciji jezera ili pri odredivanju sastava zajednice
fitoplanktona. Stoga, jedan od glavnih ciljeva jest pokusati uvesti standardne genomske metode
kojima bi se definirali novi ekoloSki genomski indeksi te odredivanje pigmenata tekuéinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) u svrhu boljeg upoznavanja postojecih
fitoplanktonskih zajednica istrazivanih biotopa s ciliem poboljSanja ekolodkih uvjeta koji u njima
vladaju. Takoder, ovakav nacin istraZivanja pridonosi boljem upravljanju vodama i to€nijoj ocjeni

ekoloSkog stanja.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1 Uzorkovanje

Uzorci su prikuplieni u periodu od travnja do rujna 2017. godine u sklopu redovnog
monitoringa Hrvatskih voda. Istrazivani vertikalni profili jezera uzorkovani su iznad najdubljeg
dijela svakog pojedinog jezera. Kompozitni uzroci prikupljeni su prema Metodologiji uzorkovanja,
laboratorijskih analiza i odredivanja omjera ekoloSke kakvoce bioloSkih elemenata kakvoce (NN
73/13, 151/14, 78/15, 61/16 i 80/18). Usporedno s uzorcima za analize DNK, pigmenata te
organske tvari, prikupljeni su i direkti uzorci fitoplanktona koji su analizirani Uterméhl metodom u

Glavnom vodnogospodarskom laboratoriju Hrvatskih voda.

4.2  Fizikalno kemijski parametri

Mjereni fizikalno-kemijski parametri su: pH vrijednost, konduktivitet (uS/cm), ukupna
suSena suspendirana krutina (mg/L), alkalinitet m-vrijednost (mgCaCOs/L), ukupna tvrdo¢a
(mgCaCOs/L), mutno¢a (NTU), koncentracija otopljenog kisika (mg/L), zasi¢enje kisikom (%),
KPK-Mn (mgO-/L), BPK5 (mgO2/L), amonij (mgN/L), nitriti (mgN/L), nitrati (mgN/L), ukupni dusik
(mgN/L), otopljeni o-fosfati (mgP/L), ukupni fosfor (mgP/L), DOC (mg/L), TOC (mg/L), kalcij
(mg/L), magnezij (mg/L), sulfati (mg/L), kloridi (mg/L), silikati (mg/L), natrij (mg/L), kalij (mg/L),
fluoridi (mg/L), prozirnost (Secchi) (m), klorofil a (ug/L), temperatura vode (°C), salinitet (g/kg),
otopljeni bakar (ug/L), otopljeni cink (ug/L), otopljeni arsen (ug/L), otopljeni krom (ug/L). Fizikalno-
kemijski parametri su radeni u Glavhom vodnogospodarskom laboratoriju Hrvatskih voda te su

preuzeti iz baze podataka Hrvatskih voda.

4.3 Analize pigmenata
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Pigmenti su analizirani pomoc¢u visokoprotocne tekucinske kromatografije (U-HPLC).
Filtrirani su razli¢iti volumeni vode ovisno o jezeru na GF/F (Whatamn), filterima koji su odmah
stavljeni na suhi led te su ¢uvani na -80 °C. Ekstrakcija je izvrSena pomo¢u mjeSavine acetona i
metanola (7:2). Potom su uzorci sonificirani u hladnoj vodenoj kupelji 3 min. Ekstrakt je potom
centrifugiran 3 min na 12000 rpm. Supernatant je potom stavijen u tamne kivete (1 mL) te
analiziran na Shimadzu Prominence LC — 2030C 3D | series plus koji sadrzi UV-VIS detektor.
Pigmenti su odvojeni pomoc¢u modificirane metode predloZzene od Van Heukelem i dr. (2001) na
ugrijanoj (40°C) Phenomenex Luna 3u C8(2) 100A koloni s binarnim otapalom 0 min 100% A, 20
min 100% B, 25 min 100% B, 27 min 100% A, 30 min 100% A; A: 80% metanol + 28 mM amonij
acetat, B: metanol). Brzina otapala bila je 0.8 mL/min. Identifikacija i kvantifikacija pikova se
zasnivala na apsorpcijskom spektru. Klorofil a i bakterioklorofil su detektirani i na 665 nm i 770nm.
U-HPLC sustav je bio kalibriran (Roy et al., 2011) upotrebom standarda pigmenta DHI Lab

Products (Danska).

4.4.  Analize okoliSne DNK (0DNK)

Uzorci vode za DNK analizu filtrirani su kroz Nucleopore polikarbonatni filter (Whatman,
UK) veli€ine pore 0,2 um koristeci peristaltiCku crpku. Filtri su pohranjeni u tubice i spremljeni na
suhi led ili na -80°C. Ekstrakcija DNA provedena je prema Nercessian i sur. (2005). Za izolaciju
DNA je koristen Qiagen Water Kit prema protokolu. PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) ili
metoda lan€ane reakcije polimerazom primijenjena je za gen 18S rDNA. Poznata je sklonost PCR-
a neravnomjernom umnazanju odredenog nukleotidnog slijeda u sluajevima kada kalup
predstavlja populacija razli¢itih molekula DNA. Kako bi se to umanijilo, svaki je uzorak umnozen u
tri zasebne reakcije od 50 pL. Za umnaZzanje hipervarijabilne V9 regije gena koja kodira za 18S
rDNA koristene su pocetnice 1391F-EukB (Stoeck i sur., 2010). Program umnaZzanja zapocinjao
je preddenaturacijom od 30 s na 98 °C, nastavljao se s 30 ciklusa koji su se sastojali od:
denaturacije 30 s na 94 °C, sparivanja pocetnica 45 s na 57 °C i produljenja lanca 30 s na 72 °C
te je zavrSavao konacnim produljenjem lanca od 5 min na 72 °C. Nakon umnazanja fragmenta
gena, PCR produkti su provjereni na 1%-om agaroznom gelu. Sekvenciranje DNK izvrSeno je kao
vanjska usluga SeqlT GmbH & Co. KG (Kaiserslautern, Njemacka). KoriStena je metoda
sekvenciranja sparenih krajeva (pair-end sequencing) na lllumina MiSeq uredaju. Pro€i¢eni PCR

produkti koriSteni su za izradu DNA knjiznica te sekvencirani lllumina MiSeq platformom.
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4.4.1. Obrada podataka sekvenciranja

Podaci sekvenciranja fragmenta gena dolaze u dva dokumenta u FASTQ formatu koji
sadrze podatke o ocitanom slijedu nukleotida. Kvaliteta sljedova sekvenciranja pojedinog uzorka
provjerena je FastQC programom. Spojeni sljedovi sluzili su kao ulazni podaci za programski
paket QIIME v.1.8.0. Svaki je slijed dodijeljen odgovaraju¢em uzorku na osnovu oc€itanog barkoda
koji se nalazi na poCetku svakog slijeda. Sljedovi svakog uzorka su klasterirani u operacijske
taksonomske jedinice (OTU). Dobivene FASTA datoteke koje su sadrZzavale sve sekvencirane
nukleotidne sljedove specificne za pojedini uzorak procesirane JAGUC softverom (18S rRNA:
Eukarioti). Nukleotidni slijedovi 18S rRNA sravnjeni su s bazom GenBank (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) sa minimalnom pokrivenoS¢u od 98% i minimalnim

odstupanjem od 2%.

4.4.2. Statisticka obrada podataka

Za statisti¢ku obradu podataka koriSten je programski jezik R 3.6.1. Unutar programa
koriSteni su paketi vegan, ggplot2, plyr, tidyr, dplyr, tibble i ape. Pomocu navedenih paketa podatci
su prikazani PCA, CCA i NMDS analizom.

4.5. Analiza organske tvari

Uzorci vode za analizu organske tvari filtrirani su na GF/F filterima (spaljeni na 400 °C, 4 h,
Whatman, Maidstone, UK) te zakiseljeni s 25% HCI. 2L DOM je bilo ekstahirano putem styrene
divinyl benzene copolymer kolonice (PPL, Agilent, Santa Clara, CA, USA). Efikasnost
ekstrakcije bila je 52+5% ugljika. Analize masene spektrometrije izvrSene su na 15 Tesla Solarix
FT-ICR-MS (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) kako je opisano u Seidel i sur. (2014).

Odredene mase bila su usporedene s molekularnim formulama putem Matlab.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati analize fizikalno — kemijskih parametara

Mjerenjem pH vrijednosti u pojedinim jezerima utvrdena je sezonska dinamika (Slika 10).
Najvece vrijednosti i oscilacije zabiljezene su tijekom proljetnih mjeseci na postajama Motel i
Prosika u Vranskom jezeru kod Biograda na moru. U srpnju obje vrijednosti padaju, a potom je,
na postaji Motel zabiljezeno poviSenje pH vrijednosti u odnosu na postaju Prosika. U Visovackom
jezeru je najnizi pH izmjerenu lipnju. Najnizi pH od svih jezera izmjeren je u kolovozu na jezeru
Kozjak.

pH - vrijednost
9.5
A A
A
9
A
A
A
8.5 v
B A A A
=‘._..._-_-.'.'_’.'.'.m'::::: ............... .'.':.'.'-.'.:_:_.:.:-I:.'.‘r’.:‘:':x-......;:;';:ff::ftl: ..... =
8 ....... e.-' Streeea,
|
7.5
Tra Svi Lip Srp Kol Ruj
m--- Kozjak Prosce
A--- Vransko j. Cres 4--- Motel Vransko j.
A--- Prosika Vransko j. ----¢--- Visovacko jezero - Visovac
----m--- CrniSevo, Bacinska jezera ----m--- OCuSa, Bacinska jezera

Slika 10. Prikaz pH vrijednosti na svim jezerima u istraZivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine.
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Temperaturne vrijednosti jezera variraju kroz mjerene mjesece s maksimumom u ljetnim
mjesecima i minumumom u travnju (Slika 11). NajviSu temperature ima Vransko jezero kod
Biograda na moru, potom Bacinska jezera te Visovacko jezero. Za razliku od ostalih jezera koja

imaju zabiljezen pad temperaturnih vrijednosti u rujnu, temperatura Kozjaka tada zabiljeZeva svoj

maksimum.
Temperatura
(°C)
30
25
20
15
10
5
0
Tra Svi Lip Srp Kol Ruj
m--- Kozjak Prosée
A--- Vransko j. Cres A--- Motel Vransko j.
A--- Prosika Vransko j. -+++¢-++ Visovacko jezero - Visovac
----m--- CrniSevo, Bacinska jezera --.-m--- Oc¢uSa, Bacinska jezera

Slika 11. Prikaz temperaturnih vrijednosti svih jezera u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine, u °C.

Vrijednosti otopljenog organskog ugljika najviSe su na postajama u Vranskom jezeru kod
Biograda na moru (Slika 12). Svoj maksimum biljeZe u lipnju na postaji Motel te u srpnju na postaji
Prosika. U ostalim jezerima vrijednosti DOC-a svoj maksimum takoder biljeze u lipnju, od ¢ega je

najvisSa vrijednost utvrdena u jezeru CrniSevo.
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konc. DOC
(mglL)
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Tra Svi Srp Kol Ruj
m. .. Kozjak Prosée
A--- Vransko j. Cres 4--- Motel Vransko j.
A--- Prosika Vransko j. «+++¢+++ Visovacko jezero - Visovac
---m--- CrniSevo, Bacinska jezera «...m-.+ OCu$a, Bacinska jezera

Slika 12. Prikaz DOC vrijednosti na svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine u mg/L.

Kretanje vrijednosti ukupnog organskog ugljika tijekom mjerenih mjeseci, vrlo je slicno
kretanju vrijednosti DOC-a. NajviSe koncentracije izmjerene su u lipnju i srpnju na Vranskom
jezeru kod Biograda na moru. U ostalim jezerima maksimalne vrijednosti TOC-a su, takoder

zabiljeZene u ljetnim mjesecima (Slika 13).
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konc. TOC
(mg/L)
35
30 4 k..
25 , i
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A
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0
Tra Svi Lip Srp Kol Ruj
m--- Kozjak Prosc¢e
a--- Vransko j. Cres A--- Motel Vransko j.
A--- Prosika Vransko j. «+++¢+++ Visovacko jezero - Visovac
----m--- CrniSevo, Bacinska jezera ----m--- Oc¢usa, Bacéinska jezera

Slika 13. Prikaz TOC vrijednosti na svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine u mg/L.

Izmjereni salinitet najvisi je u Vranskom jezeru kod Biograda na moru u rujnu na postaji
Prosika, kada se njegove vrijednosti podosta odvajaju od onih izmjerenih na postaji Motel. (Slika
14). Takoder, viSe vrijednosti saliniteta utvrdene su i u jezeru CrniSevo, s minimumom u svibnju,

a maksimumom u srpnju. Ostala jezera imaju niske vrijednosti saliniteta.
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(g/kg) Salinitet
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Tra Svi Lip Srp Kol Ruj
u.-. Kozjak Prosée
A--- Vransko j. Cres A--- Motel Vransko j.
4--- Prosika Vransko j. -+++¢-++ \isovacko jezero - Visovac
-m--- Crni$evo, Bacinska jezera «...m.. OCuSa, Bacinska jezera

Slika 14. Prikaz vrijednosti saliniteta u svim jezerima u istraZzivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine u g/kg.

Vrijednosti konduktiviteta najvise su na postajama u Vranskom jezeru kod Biograda na
moru. Konduktivitet na postaji Prosika naglo raste u ljethim mjesecima, dok na postaji Motel
takoder rastu, ali s manjim intenzitetom. Osim Vranskog jezera, konduktivitet je viSi i u CrniSevu
(Slika 15).
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(uS/cm) Konduktivitet
6000
A
5000
4000
A A
30 - —n 7 9— — 00—0—————————— B ’ﬂi
....... mooe
... Wt -,
2000 7Y S T daaen A
1000
lunnuuun!u-u-n ...... ! ------- o--un!nunlunun!u-u--u--u--!
0
Tra Svi Lip Srp Kol Ruj
m .. Kozjak Prosée
A--- Vransko j. Cres A--- Motel Vransko j.
A--- Prosika Vransko j. «+++¢+++ Visovacko jezero - Visovac
----m--- CrniSevo, Bacinska jezera --.-m--- Oc¢uSa, Bacinska jezera

Slika 15. Prikaz vrijednosti konduktiviteta u svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna

2017. godine u uS/cm.

Vrijednosti klorida kre¢u se vrlo sli€¢no kao vrijednosti konduktiviteta (Slika 16). Najvide
vrijednosti zabiljeZzene su u Vranskom jezeru kod Biograda na moru i u CrniSevu. Niske vrijednosti

klorida zabiljeZene su u ostalim jezerima od kojih najviSe vrijednosti ima Ocusa.
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konc. -
(mgiL) Kloridi
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Tra Svi Lip Srp Kol Ruj
m. .. Kozjak Prosc¢e
A--- Vransko j. Cres 4--- Motel Vransko j.
A--- Prosika Vransko j. «+++0.++ Visovacko jezero - Visovac
----m--- CrniSevo, Bacinska jezera ----m--- Oc¢uSa, Bacinska jezera

Slika 16. Prikaz vrijednosti koncentracije klorida u svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do

rujna 2017. godine u mg/L.

Najveca prozirnost zabiljezena je u Vranskom jezeru na Cresu s maksimumom u svibnju,
a najmanja u Vranskom jezeru kod Biograda na moru (Slika 17). Kozjak ima vecu prozirnost od
ProS¢anskog jezera u svim mjerenim mjesecima. Prozirnost Bacinskih jezera prati medusobno

sli¢an tok. Visovacko jezero ima najveéu prozirnost u travnju, a najmanju u lipnju.
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Secchi Prozirnost
(m)
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a--- Vransko j. Cres A--- Motel Vransko j.
A+ Prosika Vransko j. -+++¢-++ \/isovacko jezero - Visovac
--m--+ CrniSevo, Bacinska jezera ....m... Oc¢uSa, Bacinska jezera

Slika 17. Prikaz prozirnosti (Secchi) u svim jezerima u istraZivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.
godine u m.

Vrijednosti koncentracije klorofila a u mjerenom razdoblju najviSse su na postajama
Vranskog jezera kod Biograda na moru u travnju, od kada se biljezi postepen pad (Slika 18).
Izuzev Vranskog jezera, maksimum ovog parametra izmjeren je u jezeru Prod¢e u svibnju, dok je

u jezeru Kozjak u tom i drugim mjesecima vrijednost niska i otprilike konstantna.
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Kone. Klorofil a
(Hg/L)
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Tra Svi Lip Srp Kol Ruj
u--- Kozjak Prosce
4--- Vransko j. Cres 4--- Motel Vransko j.
A--- Prosika Vransko j. ---+¢--- Visovacko jezero - Visovac
--m--- CrniSevo, Bacinska jezera ----m--- OCuSa, Bacinska jezera

Slika 18. Prikaz vrijednosti koncentracije klorofila a u svim jezerima u istrazivanom razdoblju od travnja do

Vrijednosti ostalih parametara nalaze se u suplementranom materijalu (SM).

rujna 2017. godine u ug/L.
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5.2. Rezultati analize pigmenata

5.2.1. Visovacko jezero

Uz dominantan klorofil a, klorofil b se pokazao najzastupljenijim pigmentom (Slika 19). U
kolovozu i rujnu po prvi put je identificiran i bakterioklorofil.
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vs)

o
N
1

Koncentracija pigmenata (ug/L)
ORPNWAOU O~N®O©O
Koncentracija pigmenata (ug/L)
o
(o]

iannEN

travanj svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan travanj svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan
= Klorofil a = baktklor Klorofil b ®baktklor  mklorofil b kolorofil ¢
kolorofil ¢ = fucoxanthin m diadinoxantin

fucoxanthin m diadinoxantin = Lutein
m Lutein m beta karoten m beta karoten

Slika 19. Sastav pigmenata u Visovackom jezeru u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine u ug/L. a) prikaz s klorofilom a, b) prikaz bez klorofila a.

NajviSe koncentracije klorofila a zabiljezene su u kolovozu (8,6 pg/L), a najnize u lipnju
(2,7 pg/L) (Slika 20). Koncentracije klorofila b varirale su od 0,18 pg/L (travanj) do 0,89 ug/L
(rujan), a klorofila ¢ od 0 pg/L (svibanj) do 0,34 ug/L (kolovoz). Vrijednosti bakterioklorofila a
varirale su od 7,45 (rujan) ng/L do 98,9 ng/L (svibanj). NajviSe vrijednosti beta-karotena
zabiljezene su u kolovozu (0,27 ug/L), a najnize u travnju (0,07 ug/L). Vrijednosti luteina i
zeaksantina varirale su od 0,08 ug/L (svibanj) do 0,59 pg/L (rujan). NajniZa vrijednost fukoksantina

je zabiljezena u lipnju (0,05 ug/L), a najvisa u kolovozu (0,35 pg/L).
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Slika 20. Raspodiela koncentracije pigmenata u Visovackom jezeru od travnja do rujna 2017. godine u

ug/L ili ng/L
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5.2.2. Jezero Kozjak

U jezeru Kozjak je vrlo Sarolika distribucija pigmenata u kojoj dominiraju, uz klorofil a:
fuksoksantin (dijatomeje), diadioksantin (dijatomeje), lutein (zelene alge) te u kolovozu i rujnu
klorofil b (zelene alge) i ¢ (dijatomeje, dinoflagelati) (Slika 21).
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mklorofil a m baktklor klorofil b u baktklor m klorofil b kolorofil ¢
kolorofil ¢ mfucoxanthin  mdiadinoxantin fucoxanthin m diadinoxantin = Lutein
m Lutein m beta karoten m beta karoten

Slika 21. Sastav pigmenata u jezeru Kozjak u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna 2017. godine u

ugl/L. a) prikaz s klorofilom a, b) prikaz bez klorofila a.

Koncentracije klorofila a varirale su od 0,79 pg/L (lipanj) do 2,8 pg/L (rujan) (Slika 22).
Vrijednosti klorofila b i ¢ bile su ili vrlo niske ili nemoguce za detektirati: klorofil b nije ocitan u
travnju, svibnju i lipnju, dok klorofila ¢ nije bilo u travnju i kolovozu. NajviSe vrijednosti klorofila ¢
utvrdene su u kolovozu (0,08 pg/L), a klorofila b u rujnu (0,19 pg/L). Bakterioklorofil a je bilo
moguce detektirati samo u dva mjeseca s vrijednostima od 7,57 ng/L (rujan) i 16,7 ng/L (kolovoz).

Vrijednosti beta karotena su izrazito niske: od 0,02 ug/L (lipanj) do 0,07 ug/L (rujan). Najvise
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vrijednosti fukoksantina zabiljezene su u svibnju (0,31 ug/L), a najnize u srpnju (0,06 ug/L).

Vrijednosti luteina i zeaksantina varirale su od 0,03 pg/L (travanj) do 0,19 ug/L (kolovoz).
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Slika 22. Raspodjela koncentracije pigmenata u jezeru Kozjak od travnja do rujna 2017. godine u ug/L ili

5.2.3. Proséansko jezero

ng/L

U ProS¢anskom jezeru tijekom cjelokupnog uzorkovanja najzastupljeniji je, uz klorofil a,

fukoksantin (Slika 23). Situacija se mijenja od srpnja. U prvom dijelu istrazivanog razdoblja

(travanj, svibanj i lipanj) prevladavaju jo$ i klorofil ¢ (dijatomeje i dinoflagelati) te diadinoksantin

(dijatomeje), dok u drugom dijelu istrazivanog razdoblja (srpanj, kolovoz, rujan) zastupljeniji

postaju klorofil b (zelene alge), lutein (zelene alge) te beta-karoten (vecina algi i cijanobakterije).
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Slika 23. Sastav pigmenata u Pro§¢anskom jezeru u istraZivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine u ug/L. a) prikaz s klorofilom a, b) prikaz bez klorofila a.

Vrijednosti klorofila a, odredene U-HPLC-om, varirale su od 2,45 ug/L (travanj) do 7,83
Mg/L (svibanj) (Slika 24). NajviSe vrijednosti klorofila b zabiljeZzene su u lipnju (1,2 pg/L), kad je
bila i najniza vrijednost klorofila ¢ (0,02 pg/L). Najvisa vrijednost klorofila ¢ zabiljezena je u srpnju
(0,21 pg/L), a najniza klorofila b u travnju (0,04 pg/L). Vrijednosti bakterioklorofila a varirale su od
5,1 ng/L (srpanj) do 19,6 ng/L (travanj). Vrijednosti beta-karotena bile su od 0,05 pg/L (travanj) do
0,18 ug/L (lipanj). Vrijednosti luteina i zeaksantina iznosile su od 0,01 pg/L (lipanj) do 0,36 pg/L
(kolovoz). U lipnju je detektirana najveca koncentracija fukoksantina (0,87 pg/L), a u srpnju najniza
(0,04 pglL).
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Slika 24. Raspodjela koncentracije pigmenata u ProS¢anskom jezeru od travnja do rujna 2017. godine u

ug/L ili ng/L
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5.2.4. Vransko jezero na Cresu

U travnju i svibnju, u Vranskom jezeru na Cresu, osim dominantne koncentracije klorofila
a, zabiljeZene su i visoke koncentracije fukoksantina (dijatomeje) i diadinoksantina (dijatomeje) te
manje koncentracije luteina i beta karotena. U preostalom dijelu istrazivanih mjeseci prevladava
lutein (zelene alge) i beta-karoten (vecina algi i cijanobakterije) s nesto manjim udjelom
fukoksantina (dijatomeje) (Slika 25).
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Slika 25. Sastav pigmenata u Vranskom jezeru (Cres) u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.

godine u pg/L. a) prikaz s klorofilom a, b) prikaz bez klorofila a

Vrijednosti klorofila a bile su od 0,4 pg/L (srpanj) do 1,85 pg/L (svibanj) (Slika 26). Beta
karoteni su odredeni vrlo niskim vrijednostima koje su varirale od 0,02 pg/L (lipanj) do 0,05 pg/L
(rujan). Vrijednosti zeaksantina iznosile su od 0,05 pg/L (travanj, srpanj) do 0,11 ug/L (rujan).

Fukoksantin je varirao od 0,01 pg/L (kolovoz) do 0,18 (travanj).
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Slika 26. Raspodjela koncentracije pigmenata u Vranskom jezeru (Cres) od travnja do rujna 2017. godine

u ug/L
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5.2.5. Vransko jezero kod Biograda na moru

Na postaji Motel u Vranskom jezeru kod Biograda na moru prevladava, uz klorofil a, lutein
(zelene alge) te se biljezi snaZan pik klorofila b (zelene alge) u travnju. Na postaji Prosika u svibnju

i lipnju takoder je dominantan lutein (zelene alge), ali uz klorofil ¢ (dijatomeje i dinoflagelati) (Slika

27).
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Slika 27. Sastav pigmenata u Vranskom jezeru (Biograd na moru) u istraZivanom razdoblju od travnja do

rujna 2017. godine, u pg/L. a) prikaz s klorofilom a, postaja Motel; b) prikaz bez klorofila a, postaja Motel;

c) prikaz s klorofilom a, postaja Prosika; d) prikaz bez klorofila a, postaja Prosika
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Vrijednosti klorofila a, za postaju Motel, bile su dosta visoke; od 2,7 ug/L (srpanj) do 15,4
Mg/L (svibanj) (Slika 28). Podaci za travanj nedostaju zbog odredenih tehni¢kih problema tijekom
obrade uzoraka, dok klorofil b i ¢ nije bilo moguce detektirati u kolovozu. Najveca vrijednost
klorofila b i ¢ bila je u svibnju (2,53 pg/L), odnosno (1,04 pg/L). Bakterioklorofil a nije detektiran u
svibnju, a najveca vrijednost zabiljeZzena je u rujnu i iznosi 212 ng/L. Vrijednosti beta-karotena su
varirale od 0,35 pg/L (srpanj) do 4,83 ug/L (svibanj). Vrijednosti luteina i zeaksantina bile su vrlo
niske od svibanjskih vrijednosti koje se nisu mogle detektirati do 0,55 pg/L (lipanj). Fukoksantin je

zabiljeZen u svim istrazivanim mjesecima i to u vrijednostima od 0,1 pg/L (svibanj) do 0,21 pg/L

(kolovoz).
; konc. S
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kone. Lutein+Zeaksantin Kone. Fukoksantin
(Mg/L) (ug/L)
6 - 1 -
0.9 +
> 0.8 -
4 - 0.7
0.6 -
3 05 -
0.4 -
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travanj svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan travanj svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan

Slika 28. Raspodjela koncentracije pigmenata u Vranskom jezeru (Biograd); postaja Motel, od travnja do

rujna 2017. godine u pg/L ili ng/L

Vrijednosti klorofila a su znacajno bile vise u poetku uzorkovanja (travanj — 60,1 ug/L) te
su se spustile do 2,6 ug/L (srpanj) (Slika 29). Klorofil b i ¢ takoder su pratili sli¢ni silazni trendovi
vrijednosti od preko 10 ug/L (Klorofil b, travanj) do nedetekcije istog (svibanj, kolovoz, rujan).
Vrijednosti klorofila ¢ varirale su od 0 ug/L (rujan, travanj) do 2,66 pg/L (lipanj). Vrijednosti
bakterioklorofila a dosegle su svoj maksimum u lipnju (945 ng/L), a nisu detektirani u travnju i
svibnju. Beta-karoten je takoder pokazao silazni trend od 3,7 pg/L (travanj) do 0,18 pg/L (rujan).
Isti silazni trend je ustanovljen i kod luteina i zeaksantina od 11,7 ug/L (travanjug) do 0,25 pg/L
(srpanj). Fukoksantin nije detektiran u travnju i svibnju, a njegova najviSa koncentracije je

odredena u lipnju (0,83 ug/L).
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Slika 29. Raspodjela koncentracije pigmenata u Vranskom jezeru (Biograd); postaja Prosika, od travnja

do rujna 2017. godine u pg/L ili ng/L
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5.2.6. Bacinska jezera — CrniSevo i O¢usa

U jezeru CrniSevo prevladava diadinoksantin (dijatomeje) tijekom cijele godine. U nesto
manjoj mjeri su prisutni i klorofil b (zelene alge), lutein (zelene alge), beta karoten (vecina algi i
cijanobakterija) te klorofil b (zelene alge) (osim u rujnu) (Slika 30). U jezeru O¢usa dominira lutein,
a od lipnja do rujna znacajnije se povecava koncentracija klorofila b (zelene alge). Koncentracija
bakterioklorofila je konstantna tijekom cijele godine.

>
w

)
N
)

(6)]
1

Koncentracija pigmenata (ug/L)
O B N W A~ 0O O

Koncentragia pigmenata (ug/L)
o e
.
1
1
=1
-

travanj svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan travanj svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan

mklorofil a m baktklor klorofil b u baktklor m klorofil b kolorofil ¢
kolorofil ¢ mfucoxanthin mdiadinoxantin fucoxanthin m diadinoxantin = Lutein
m Lutein m beta karoten m beta karoten

@]
O

~ 81 2
| =
> >
26 21.5 1
© ©
[ <
o 4 o 1
IS €
2 ko)
o o
&2 g 057 l I l I I
© ‘S . =
[0 (3]
= 0 £ 0 - = | | .
g travanj svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan § travanj svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan
o O
X mKlorofil a m baktklor klorofil b X mbaktklor m klorofil b kolorofil ¢
kolorofil ¢~ mfucoxanthin mdiadinoxantin fucoxanthin mdiadinoxantin = Lutein
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Slika 30. Sastav pigmenata u Bacinskim jezerima, u istraZivanom razdoblju od travnja do rujna 2017.
godine, u pg/L a) prikaz s klorofilom a, CrniSevo; b) prikaz bez klorofila a, CrniSevo; c) prikaz s klorofilom

a, Ocusa; d) prikaz bez klorofila a, Oc¢usa.
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Vrijednosti klorofila a u jezeru CrniSevo varirale su od 1,95 ug/L (rujan) do 3,5 pg/L

(travanj). Vrijednosti klorofila b su varirale od 0 pg/L (rujan) do 0,4 pg/L(mjesec). Zanimljivo je za

utvrditi da nije detektiran klorofil c. Bakterioklorofil a je varirao od 2,6 ng/L (svibanj) do 43,3 ng/L

(kolovoz) (Slika 31). Koncetracije beta-karotena bile su dosta ujednacene od 0,1 pg/L (svibanj) do

0,24 ug/L (kolovoz). Vrijednosti zeaksantina i luteina varirale su od 0,34 ug/L (svibanj) do 0,82

Mg/L (kolovoz). Fukoksantin je bio detektiran u vrlo niskim koncentracijama od 0,02 ug/L (srpan;j)
do 0,15 pg/L (travan;).
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Zeaksantin + Lutein konc.
konc. (HglL)
(uglL) 1 -
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0 -
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Slika 31. Raspodjela koncentracije pigmenata u Bacinskim jezerima, CrniSevo, od travnja do rujna 2017.

godine u ug/L ili

ng/L

Koncentracije klorofila a u jezeru O¢usa bile su od 2,3 pg/L (svibanj) do 5,7 pg/L (kolovoz)
(Slika 32). Klorofil ¢ je detektiran u lipnju (0,12 pg/L) i rujnu 0,06 (ug/L). Klorofil b je varirao od 0,05
Mg/L (travanj) do 0,53 ug/L (kolovoz). Najvisa koncentracija bakterioklorofila a je identificirana u

travnju (37,6 ng/L), a najniza u srpnju (13,5 ng/L). Vrijednosti beta-karotena bile su dosta niske od

0,09 pg/L (svibanj) do 0,21 ug/L (lipanj). Lutein i zeaksantin su bili detektirani u svim mjesecima s

najviSom koncentracijom u travnju (0,96 ug/L) te najnizom u srpnju (0,27 pg/L). Fukoksantin je

varirao od 0,09 ug/L (srpanj) do 0,25 pg/L (lipanj).
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Slika 32. Raspodjela koncentracije pigmenata u Bacinskim jezerima,; Oc¢u$a, od travnja do rujna 2017.

godine u pg/L ili ng/L
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5.3. Usporedba koncentracije klorofila a izmjerenih dvjema razli¢itim metodama:
spektrofotometar i U-HPLC

Usporedbom mjerenih vrijednosti klorofila a metodom na spektrofotometru i onih dobivenih
U-HPLC metodom, uoCavaju se odredene razlike (Slika 33). Najveée razlike u mjerenim
koncentracijama su uoCene na podatcima Vranskog jezera kod Biograda na moru i Bacinskih

jezera. Vrijednosti dobivene na U-HPLC-u su bile vise nego one izmjerene spektrofotometrijski.
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Slika 33. Prikaz vrijednosti koncentracija klorofila a mjerenih spektrofotometrom i U-HPLC metodom
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5.4. Odnosi zajednice fitoplanktona na osnovi koncentracije pigmenta i

fizikalno-kemijskih ¢imbenika u istrazivanim jezerima

Metodom nemetri¢kog multidimenzionalnog skaliranja (NDMS) zajednica fitoplanktona na
oshovi sastava pigmenata u razdoblju od travnja do rujna 2017. godine, grupirana je prema lokaciji
pri ¢emu se jasno odvajaju Visovacko jezero i Vransko jezero kod Biograda. Takoder vidi se i
odvajanje zajednice jezera Kozjak i Vranskog jezera na Cresu od jezera Pros¢e, O¢usa i CrniSevo
(Slika 34).

Non-metric MDS

Transform: Log(X+1)
Resemblance: $17 Bray-Curtis similarity|

2D Stress: 0,13 Jezera
* A VISOVAC
* w KOZJAK
v PROSCE
* v ‘V 4 VRANSKO CRES
* VRANSKO
+ VRANSKO PROSIKA
% CRNISEVO
vy OCUSA

Slika 34. Dvodimenzionalni NMDS ordinacijski prikaz sastava zajednice fitoplanktona na temelju

koncentracije i sastava pigmenata u razdoblju od travnja do rujna 2017. godine u istrazivanim jezerima

Dvjema dimenzijama (PC1 i PC2) multivarijantne analize glavnih komponenti fizikalno—
kemijskih ¢imbenika istrazivanih jezera, objasnjeno je 59% varijabilnosti (Tablica 4). PC1 opisuje
30.1% ukupne varijabilnosti fizikalno-kemijskih Cimbenika koje najbolje opisuju: KPK-Mn (mgO2/L)
(r=0,348), ukupni dusik (mgN/L) (r=0,340), DOC (mg/L) (r=0,374), TOC (mg/L) (r=0,365), dok PC2
opisuje 28,9% ukupne varijabilnosti fizikalno-kemijskih Cimbenika koje najbolje odreduju ukupna
susena suspendirana krutina (mg/L) (r=0,322), ukupna tvrdo¢a (mgCaCOs/L) (r=0,345), ukupni
fosfor (mg/L) (r=0,314), temperatura vode (°C), (r=0,357), salinitet (g/kg) (r=0,326). Na
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ordinacijskom dijagramu vidljive su tri grupe: grupa 1 koja prema fizikalno-kemijskim ¢imbenicima

obuhvaca dvije postaje u Vranskom jezeru kod Biograda, grupa 2 koja obuhvacéa Crnidevo i O¢usu

te grupa 3 koju Cine Visovacko jezero, Vransko jezero na Cresu te jezera Pro&c¢e i Kozjak (Slika

35).
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Slika 35. Ordinacijski dijagram PCA analize odnosa fizikalno-kemijskih ¢imbenika u istraZivanim jezerima

u razdoblju od travnja do rujna 2017 godine.

Tablica 7. Svojstvene vrijednosti prvih pet osi PCA analize s postocima ukupne varijance fizikalno-

kemijskih ¢imbenika u istraZivanim jezerima u razdoblju od travnja do rujna 2017 godine.

PC

svojstvena vrijednost % varijance kumulativni % varijance

a W N

571 30,1 30,1
5,49 28,9 59,0
151 8,0 66,9
1,28 6,7 73,6
1,08 5,7 79,3
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Prema fizikalno-kemijskim ¢imbenicima, Vransko jezero kod Biograda na moru te jezera
Crnidevo i Oc¢usSa znatno se razlikuju od ostalih istraZivanih jezera. Stoga su jezera Visovac,
Kozjak, ProSce te Vransko jezero na Cresu u daljnoj analizi razmatrani zasebno.

Multivarijantnom analizom, metodom glavnih komponenti, odnos fizikalno—kemijskih
Cimbenika u jezerima Kozjak, Pros¢e, Visovacko jezero i Vransko jezero na Cresu opisan je s
PCA 0si 1 28.9% i PCA osi 2 24,6 % (Tablica 5). PC1 os najbolje odreduju alkalitet (mgCaCOs/L)
(r=-0,351), ukupna tvrdo¢a (mgCaCOs/L) (r=-0,329) i DOC (mg/L) (r=0,321), dok PC2 odreduju
konduktivitet (uS/cm) (r-0,313), otopljeni kisik (mgO-/L) (r=0,343) i salinitet (g/kg) (r=0,310). Na
ordinacijskom dijagramu prema odnosu fizikalno-kemijskih ¢imbenika i lokaliteta, Vransko jezero
na Cresu vidljivo se odvaja od ostalih jezera. Takoder, vidljivo je grupiranje Kozjaka i ProSéa u

jedinstvenu skupinu, s iznimkom Pros¢a u kolovozu i rujnu (Slika 36).
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Slika 36. Ordinacijski dijagram PCA analize odnosa fizikalno-kemijskih ¢imbenika u jezerima Visovacko,
Kozjak, Proscansko i Vransko jezero na Cresu u razdoblju od travnja do rujna 2017 godine.
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Tablica 8. Svojstvene vrijednosti prvih pet osi PCA analize s postocima ukupne varijance fizikalno-
kemijskih ¢cimbenika u jezerima Visovacko, Kozjak, Pro$c¢e i Vransko jezero na Cresu u razdoblju od

travnja do rujna 2017 godine.

PC svojstvena vrijednost % varijance kumulativni % varijance

1 6,94 28,9 28,9
2 59 24,6 53,5
3 2,6 10,8 64,4
4 2,16 9,0 73,4
5 1,43 6,0 79,3

Kanoni¢ka analiza korespondencije sastava fitoplanktona, na osnhovi koncentracije
pigmenata i fizikalno kemijskih ¢imbenika u istrazivanim jezerima, u razdoblju od travnja do rujna
2017., izdvaja alkalitet, prozirnost i koncentracije duSikovih spojeva kao glavne €imbenike koji
odreduju zajednicu fitoplanktona u Visovackom jezeru (Tablica 6, Slika 37). Ordinacijski dijagram
ukazuje da je fitoplanktonska zajednica na osnovi koncentracije pigmenata u Vranskom jezeru
kod Biograda odredena ukupnom koncentracijom otopljenih soli i salinitetom te koliCinom
organske tvari i spojevima fosfora. U ostalim jezerima zajednica fitoplanktona je funkcija duSikovih

spojeva i koncentracije kisika s p vrijednos¢u od 0,002.
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Slika 37. Kanoni¢ka analiza korespondencije (CCA) sastava fitoplanktona na osnovi koncentracije

pigmenata i fizikalno-kemijskih ¢imbenika u istraZivanim jezerima u razdoblju od travnja do rujna 2017

Tablica 6. Svojstvene vrijednosti tri osi CCA analize s postocima ukupne varijance sastava fitoplanktona
na osnovi koncentracije pigmenata i fizikalno-kemijskih ¢imbenika u istraZivanim jezerima u razdoblju od

travnja do rujna 2017.

svojstvena kumulativni % Pseudo- Explained fitted
vrijednost varijance kanonicka variation
korelacija (kumulativno)
1 0522 6105 09943 62.93
2 0.1229 75.45 0.9793 77.77
3 0.1052 87.77 0.9707 90.47
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Kako bi se olak3ala vizualizacija dobivenih rezultata prethodno prikazane CCA analize, u
daljnjo NDMS analizi odvojeno su prikazane korelacije fizikalno-kemijskin parametara i
koncentracija pigmenata s rezultatima podataka biomase fitoplantkona svih istrazivanih podrucja.
NMDS analiza rezultata podataka biomase zajednice fitoplanktona prema Bray-Curtisovom i
Sorensenovom koeficijentu slicnosti prikazuje visok stupanj korelacije s viSe mjerenih fizikalno-
kemijskih parametara (Slika 38, 39).

Zbog velikog odvajanja uzoraka prikupljenih u Vranskom jezeru kod Biograda na moru te
radi bolje vizualizacije, napravljene su odvojene NMDS analize uzoraka biomase fitoplanktona s
korelacijom fizikalno-kemijskih parametara i koncentracijom pigmenata za Vransko jezero kod

Biograda na moru te za ostala istrazivana jezera.
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Slika 38. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice svih istraZivanih podrucja prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom

koeficijentu slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.05.
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Slika 39. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice svih istraZivanih podrucja prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom

koeficijentu sli¢nosti s prikazom koncentracija pigmenata s korelacijom p < 0.05.

NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice postaja svih jezera, osim Vranskog jezera kod Biograda

na moru, prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu sli€nosti prikazuje grupiranost uzoraka Bacinskih jezera i njihovu
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korelaciju s fizikalno-kemijskim parametrima: TOC, DOC, SO., salinitetom, konduktivitetom te koncentracijom otopljenog cinka i
fluorida. Grupacija uzoraka Plitvi¢kih jezera pokazuje korelaciju s: koncentracijom nitrata, ukupnom dusika i otopljenog kisika. Vransko

jezero na Cresu pokazuje korelaciju s prozirnosti, dok uzorci Visovackog jezera ne pokazuju znatnu korelaciju (Slika 40).
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Slika 40. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice istraZivanih podrucja (iskljuc¢ene dvije postaje Vranskog jezera kod

Biograda na moru) prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.05.
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NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice Vranskog jezera kod
Biograda na moru prema Sorensenovom koeficijentu sli€nosti prikazuje mjeseCno grupiranu
korelaciju dviju postaja. U travnju korelacija se postize s koncentracijom nitrata, a u ljetnim
mjesecima sa salinitetom, konduktivitetom, ukupnom tvrdoéom, prozirnoséu i koncentracijom
kalcijevih iona (Slika 41).
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Slika 41. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice Vranskog jezera kod
Biograda na moru prema Sorensenovom koeficijentu slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s

korelacijom p < 0.05

NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice Bacinskih jezera
prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu sli€nosti prikazuje korelaciju sa sljedeéim

koncentracijama pigmenata: lutein, beta karoten, bakterioklorofil a, klorofii b. Prema
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Sorensenovom koeficijentu sliénosti, postaja ProS¢e korelira s koncentracijama fukoksantina i
klorofila c (Slika 42).
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Slika 42. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice istraZivanih podrucja (iskljucene dvije postaje Vranskog jezera kod

Biograda na moru) prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom koeficijentu slicnosti s prikazom koncentracije pigmenata s korelacijom p < 0.05
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NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice Vranskog jezera kod
Biograda na moru prema Sorensenovom koeficijentu sli€nosti prikazuje korelaciju samo u travnju

na postaji Prosika s koncentracijama pigmenata: lutein, beta karoten, klorofil a i b (Slika 43).
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Slika 43. NMDS analiza rezultata podataka biomase fitoplanktonske zajednice Vranskog jezera kod
Biograda na moru prema Sorensenovom koeficijentu slicnosti s prikazom koncentracije pigmenata s

korelacijom p < 0.05
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5.5. Usporedba morfoloske i molekularne analize istrazivanih postaja

Prema morfoloSkoj analizii, u 48 uzoraka utvrdeno je osam razliCitih koljena
(Cyanobacteria, Bacillariophyta, Charophyta, Chlorophyta, Ochrophyta, Cercozoa, Euglenozoa i
Miozoa), sa sveukupno 217 svojti (u prosjeku 27 svojti po uzorku + 6). Pet najzastupljenijih svojti
prema ukupnoj relativnoj ucestalosti su Cosmarium tenue (Archer, 1868) (38.82%), Tabularia sp.
(17.06%), Sphaerocystis schroeteri (Chodat, 1897) (3.26%), Ceratium hirundinella ((O.F. Mdller)
Dujardin, 1841) (3.88%) i Pantocsekiella ocellata ((Pantocsek) K. T. Kiss i E. Acs, 2016) (3.41%).
Raspon ukupnog broja svojti po uzorku kretao se od 13 (uzorak VM5) do 39 (uzorak VC5).

Prema molekularnoj analizi lllumina MiSeq, sekvenciranje 48 uzoraka rezultiralo je
dobivanjem 78 504 039 nukleotidnih sljedova (u prosjeku 1 706 610 + 685 631 nukleotidnih
sljedova po uzorku). Raspon broja nukleotidnih sljedova po uzorku nakon uklanjanja "chimera"
sliedova kretao se od 508 216 (uzorak VC6) do 3 281 134 (uzorak VP6), a prosje€na duljina
nukleotidnog slijeda bila je od 90 do 150 parova baza. Veéina nukleotidnih sljedova uspjesno je
taksonomski klasificirana (u prosjeku 268 337 + 204 888 nukleotidnih sljedova ciljanih svojti po
uzorku). Svaki je uzorak u prosjeku sadrzavao 1079 + 278 OTU-a (98% identiteta slijeda;
sveukupno 8871 OTU-a), od kojih je u prosjeku 35% bilo singleton-a (OTU koji se pojavljuje sa
samo jednim nukleotidnim slijedom u cijelom uzorku). Cetiri najzastupljenije svojte prema ukupnoj
relativnoj ucestalosti su P. ocellata (18.80%), Gymnodinium sp. (8.30%), Dinobryon divergens (O.
E. Imhof, 1887) (5.74%) i Cyclotella cryptica (Reimann, J. C. Lewin i Guillard, 1963) (5.45%).

Usporedba razlike bioraznolikosti populacije izmedu istraZivanih postaja dobivenih
morfoloSkom analizom (mikroskopijom) i molekularnom analizom (oDNK) postignuta je
dodjeljivanjem iste taksonomske klasifikacije te izdvajanjem ciljanih OTU-ova. IzjednaCavanjem
taksonomske klasifikacije utvrdenih svojti (morfoloSka analiza) i OTU-ova (0oDNK) prema
klasifikaciji dostupnoj na NCBI-u (Nacionalni centar za biotehnolodke informacije, NCBI),
bioraznolikost je prikazana na razini koljena, razreda i porodice (Slika 44, 45 i 46). Preklapanje

podataka morfoloSke i molekularne identifikacije prikazano je u Prilogu 1.
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Morfoloska analiza - Koljeno

Ké K5 K6 K7 K8 K3 P4 P5 P6 PT P8 P9 VC8 VC9 04 O5 06 O7 08 ©O9 C4 C5 ©6 C7 ©8 C9 VM4 VIS5 VIB W7 VI8 VI VM4 VM5 VM6 VM7 VM8 VM9 VP4 VP5 VP6 VP7 VP8 VP9

VC4 VC5 VGO VCT
Okolisna DNK - Koljeno
K5 K6 K7 K8 P4 P5s PG P7 P8 VCo 04 05 08 O7 08 09 C4 C5 €8 C7 C8 CO VIS5 VB M7
Istrazivana postaja
- Bacillariophyta - Chlorophyta - Choanozoa - Cryptophyta - Euglenozoa - Haptophyta u Ochrophyta - Streptophyta

Postotni udio (%)

IstraZivana postaja

Postotni udio (%)

Kd

K9

P9 vCa VC5 VCE VC7 VC8 Vis VIO VM4 VM5 VM6 VM7 VM8 VM9 VP4 VPS5 VPG VP8 VP9

Slika 44. Usporedba rezultata bioraznolikosti dobivenih morfoloskom i molekularnom analizom na razini koljena.
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Morfoloska analiza - Razred
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Slika 45. Usporedba rezultata bioraznolikosti dobivenih morfoloskom i molekularnom analizom na razini razreda.
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Morfoloska analiza - Porodica

Postotni udio (%)
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Slika 46. Usporedba rezultata bioraznolikosti dobivenih morfoloSkom i molekularnom analizom na razini porodice.
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Razlika izmedu analiza bioraznolikosti istrazivanih podrucja vidljiva je veé na razini koljena. |1z rezultata analiza vidljivo je da je

utvrdena znacajno veca raznolikost molekularnom metodom u odnosu na klasi¢nu morfolosku analizu mikroskopijom (Slika 47).
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Slika 47. Usporedba ukupnog broja utvrdenih rodova na temelju morfoloSke analize (plavo) i molekularne analize (naranéasto).
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5.6. Bioraznolikost istrazivanih podrucja dobivenih molekularnom metodom

Alfa bioloSka raznolikost istrazivanih podruc¢ja prikazana je indeksima brojnosti,
Shannonovim te Simpsonovim indeksom na temelju oDNK (OTU-ova) (Slika 48). Najveca
bioraznolikost utvrdena je kod uzoraka Vranskog jezera kod Biograda na moru. Brojnost, CHAO1
i ACE indeksi pokazuju iste vrijednosti. CrniSevo pokazuje najmanju alfa bioraznolikost.

IzraCunate alfa bioloSke raznolikosti pokazuju sezonsku dinamiku mjesece (Slika 49).

richness Shannon Simpson
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Slika 48. Prikaz prosjecne alfa bioloSke raznolikosti istraZivanih podrucja na temelju oDNK (OTU-ova).
Brojnost, Shannonov indeks, Simpsonov indeks, ACE indeks i CHAOL1 indeks (brojnost).
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Slika 49. Sezonski prikaz alfa bioloSke raznolikosti istrazivanih podruc¢ja na temelju oDNK (OTU-ova). Brojnost, Shannonov indeks, Simpsonov
indeks, ACE indeks i CHAOL1 indeks (brojnost).
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Molekularnom analizom dokazana je znacajna razlika bioraznolikosti izmedu jezera i
unutar jezera tijekom perioda od travnja do rujna 2017. godine (Slika 50). NMDS analiza OTU-
ova svih istrazivanih podruc¢ja prema Bray-Curtis koeficijentu sli¢nosti pokazala je manju
raznolikost izmedu uzoraka nego Sorensenov koefcijent sli¢nosti (Slika 51).

1

Postotni udio (%)
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Slika 50. Bioraznolikost istraZivanih jezera na razini koljena. Prikazan postotni udio svih OTU-ova
(98% identiteta slijeda).
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Slika 51. NMDS analiza OTU-ova istraZivanih jezera prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom

koeficijentu sli¢nosti.

Za potrebe grafickog prikaza korelacije fizikalno-kemijskih parametara s NMDS

analizom uzorkovanih postaja koriStene su skracenice prikazane u tablici (Tablica 7).

Skraéenica

Tablica 7. Koristene skracenice u grafiCkim prikazima

Parametar

Skraéenica

Parametar

pH

Con
TSS

Alk
Thardness
Turbidity
DO

oS
KPK-Mn
BPK5
NH4
NH2
NH3

TN

DP

TP

DOC

pH vrijednost

Elektricna vodljivost (uS/cm)

Ukupna susena suspendirana krutina (mg/L)

Alkalitet m-vrijednost (mgCaCO3/L)
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NMDS analiza prema Sorensenonovom koeficijentu prikazuje prostornu grupiranost
uzoraka. Prikazana je korelacija koncentracije amonijaka na podrucju Plitvickih jezera (Kozjak
i ProSce) te znaCajan utjecaj saliniteta i organske tvari na postajama Vranskog jezera kod
Biograda na moru. Tijekom ljetnih mjeseci u jezeru CrniSevo utvrdena je korelacija sa
salinitetom (Slika 52).

Bray-Curtis Sorensen
0.501 ™ 0.50 opP Doc
TP @
NH3 05, VP4 D 25 i %
c4 -
0.25 1 e & -
A VP9 g s DOGC W s Salinit Crnidevo
P A g Salinity @ VPB4 =y Kozjak
o~ i P M8 0.00 A ke ° g:g c9 Oc¢usa
@ Ao 4 “ A [0k i Prosce
D VM7 K& . 037 \< V
= i ks GE7. UMB KS pg- ca 0% p isovac
0.00 s ks @ — K& s e o8 <> Vransko Cres
-0.251 * Vransko Motel
K& K7 VME VP
v & & = Vransko Prosika
e e
“vca g ce ce
-0.50 A+
-0.251 g NH2
Vo s NH3
T T r T r r -0.754 T T T
-0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50 0.75 -0.4 0.0 0.4
MDS1

Slika 52. NMDS analiza OTU-ova istraZivanih podrucja prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu

sli¢nosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Zbog utvrdene znacajne razlike izmedu dviju postaja na Vranskom jezeru kod Biograda
na moru, one su izdvojene u daljnjoj NMDS analizi od ostalih jezera.

Na NMDS prikazu vidljivo je grupiranje Vranskog jezera na Cresu te Kozjaka i
ProS¢anskog jezera (Bray-Curtis). Desni prikaz Sorensenovim koeficijentom sli€nosti prikazuje
jos bolju razluc€ivost te se jezera mogu jako lijepo odvoijiti, osim u slu¢aju Bacinskih jezera
(Oc¢usa i CrniSevo) (Slika 53).

83



Bray-Curtis Sorensen
Bs VERies
o -} 0.31 ves VEs
V6 ves
&5 i
0.21 " .. 0.2 g
o He g™ o T
ope 0.14 Y @
o~ j=|‘-r e P ® wig &
D &
0 0.04 we =] o
= Ki Ko L 0.0+ o5 08
ko L5 e @ S 5
& b
-0.11 X8 ce
-0.21 @
VE&E4 K6
P6
ves -0.21 K F&ﬁ&
VEFVEE ey = e
; T
-0.4 4 T T T . T T T T T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 -0.2 0.0 0.2 0.4
MDS1

CrniSevo
Kozjak
Ocusa
Prosce
Visovac
Vransko Cres

Slika 53. NMDS analiza OTU-ova istraZivanih podruéja prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu

slicnosti (iskljucene dvije postaje Vranskog jezera kod Biograda na moru).

Prema korelaciji fizikalno-kemijskin parametara i jezerskih lokaliteta vidljiva je

korelacija koncentracije amonijaka s postajom ProS¢e te DOC-a s Vranskim jezerom na Cresu

(Bray-Curtis). Prema Sorensenovom

postajama CrniSevo i Oc¢usa (Slika 54).
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Slika 54. NMDS analiza OTU-ova istraZivanih podrucja prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu

sliénosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1 (isklju¢ene dvije postaje

Vranskog jezera kod Biograda na moru).
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5.6.1. Bioraznolikost jezera Kozjak

U prikazu sezonske bioraznolikosti postaje na jezeru Kozjak uoava se dominacija
koljena Stramenopiles, izuzev srpanjskog rezultata kada dominira Viridiplantae (Slika 55).

Bitno je za naglasiti da je postotni udio kategorije Ostali manji od 1%.
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. Cryptophyta . Ostali

Slika 55. Sezonska bioraznolikost jezera Kozjak na razini koljena.

Iz prikaza NMDS analize jezera Kozjak i fizikalno-kemijskih parametara pomoc¢u Bray-
Curtisovog i Sorensenovog koeficijenta sli¢nosti vidljivo je da se tijekom razli¢itih mjeseci
ovisnost bioraznolikosti i odredenih fizikalno-kemijskih parametara mijenja (Slika 56). Na
Sorenesenovom grafictkom prikazu, u rujnu se vidi veca korelacija s koncentracijiom ukupnog

organskog ugljika.
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Slika 56. NMDS analiza OTU-ova jezera Kozjak prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu slicnosti s

5.6.2. Bioraznolikost ProS§éanskog jezera

prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

Na postaji ProS¢e na ProS¢anskom jezeru vidiljiva je dominacija koljena Stramenopiles,

izuzev kolovoz i rujan (Slika 57). U kolovozu dominaciju preuzima koljeno Cryptophyta i

nastavlja ju biljeziti i u rujnu. Osim ta dva koljena vidljiv je i zna€ajan udio koljena Alveolata.

Postotni udio kategorije Ostali maniji od 1%.
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Slika 57. Sezonska bioraznolikost Pro§¢anskog jezera na razini koljena.

NMDS analiza prema Bray-Curtisu pokazuje korelaciju izmedu lipanjske
fitoplanktonske populacije s alkalinitetom te korelaciju DOC koncentracija i ukupne tvrdo¢e s
populacijama uzorkovanih od srpnja do rujna (Slika 58).
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Slika 58. NMDS analiza OTU-ova ProSc¢anskog jezera prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom

koeficijentu slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

5.6.3. Bioraznolikost Vranskog jezera na Cresu

Na postaji Vransko jezero Cres, bioraznolikost se, kroz uzorkovane mjesece malo
mijenjala, izuzev mjeseca rujna u kojemu se, za razliku od ostalih mjeseci, viSe ne uoCava
dominacija koljena Alveolata nego Viridiplantae (Slika 59). Postotni udio kategorije Ostali manji
od 1%.
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Slika 59. Sezonska bioraznolikost Vranskog jezera na Cresu na razini koljena.

Bray-Curtis koeficijent korelacije u NMDS analizi pokazuje korelaciju koncentracije silikata s

fitoplanktonskom populacijom razvijenom u rujnu (Slika 60). Ostali prikazani parametri
koreliraju s zajednicama s p vrijednosti ve¢om od 0.1.

90



Bray-Curtis Sorensen

10 Ghla Turbidity
Con 10
KPK Mn
05 05
~ VC4 VC6 Silicates
o ves vCe vee
2 0o ves 00
VGQlcs
05
05
10
wT MRty
05 00 05 10 01 00 01 02 03 04 05

MDS1

Slika 60. NMDS analiza OTU-ova jezera Vransko Cres prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu

slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

5.6.4. Bioraznolikost jezera O¢usa

Na postaji Ocusa dominantno koljeno u travnju i svibnju jest Alveolata. U lipnju postoji
sli¢nost u koli¢ini dominacije koljena Cryptophyta, Stramenopiles i Alveolata. Daljnji mjeseci
takoder pokazuju manje razlike u udjelima razli¢itih koljena u bioraznolikosti (Slika 61).

Postotni udio kategorije Ostali maniji od 1%.
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Slika 61. Sezonska bioraznolikost jezera OcuS$a na razini koljena.

NMDS analiza, prema Sorensenovom koeficijentu sli€nosti, pokazuje znatnu korelaciju
skoro svih uzorkovanih fitoplanktonskih zajednica (osim travanjskog i svibanjskog) s DOC

vrijednostima. Travanjska zajednica pokazuje korelaciju s alkalinitetom i koncentracijom
ukupnog fosfora (Slika 62).
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Slika 62. NMDS analiza OTU-ova jezera Oc¢uSa prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu sli¢nosti s

prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.
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5.6.5. Bioraznolikost jezera CrniSevo

Bioraznolikost postaje CrniSevo na razini koljena u travnju i svibnju je dominantno
zastupljena koljenom Cryptophyta, a u daljnjim mjesecima dominantno je zastupljeno koljeno
Stramenopiles. Kategorija Ostali zastupljena s manje od 1% (Slika 63).

Crnisevo - Okolisna DNK - Koljeno

Postotni udio (%)

C4 C5 cé c7 (02:} c9
IstraZivana postaja

. Fungi . Viridiplantae . Alveolata Stramenopiles
. Cryptophyta . Ostali

Slika 63. Sezonska bioraznolikost jezera CrniSevo na razini koljena.

NMDS analiza ukazuje da fitoplanktonska zajednica, prikupljena na postaji CrniSevo,
korelira s vise fizikalno-kemijskih parametara. Korelacije s viSestrukim parametrima dobivene
su i u Bray-Curtisovim i Sorensenovim koeficijentom sli¢nosti (Slika 64).
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Slika 64. NMDS analiza OTU-ova jezera CrniSevo prema Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu slicnosti

s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

5.6.6. Bioraznolikost Visovackog jezera

Podatci sezonske bioraznolikosti Visovackog jezera dobiveni su uzorkovanjem na

postaji Visovac kroz 5 mjeseci (Slika 65). Dominantno koljeno u svibnju, srpnju i rujnu je

Stramenopiles, dok je u kolovozu to Alveolata. Podjednaku dominaciju u bioraznolikosti u lipnju

pokazuju Stramenopiles i Viridiplantae, dok su ostala koljena manje, ali podjednako

zastupljena. Kategorija Ostali sadrzi postotni udio manji od 1%.
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Slika 65. Sezonska bioraznolikost Visovackog jezera na razini koljena.
Fitoplanktonska zajednica Visovackog jezera, prema NMDS analizi Bray-Curtisovim

koeficijentom sli¢nosti, korelira s koncentracijom fluorida, turbiditetom i BPK (Slika 66). Prema

Sorensenovom Kkoeficijentu sli€nosti fitoplanktonske zajednice koreliraju s koncentracijom
silikata, salinitetom i konduktivitetom.
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Slika 66. NMDS analiza OTU-ova Visovackog jezera prema Bray-Curtisovom i Sorensenovom

koeficijentu slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

5.6.7. Bioraznolikost Vranskog jezera kod Biograda na moru

Na postajama Motel i Prosika izraCunata sezonska bioraznolikost Vranskog jezera kod
Biograda na moru, na razini koljena, prikazuje razli¢ite udjele s obzirom na mjesece i postaje
(Slika 67). U travnju na postaji Prosika uoCava se visoki udio koljena Alveolata, dok je on na
postaji Motel u istom mjesecu i dalje visok, ali ne u tolikoj mjeri. Kategorija Ostali je zastupljena
manje od 1%.
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Slika 67. Sezonska bioraznolikost jezera Vransko kod Biograda na moru (dvije postaje: Motel (VM),

Prosika (VP)) na razini koljena.

NMDS analiza s oba koeficijenta sli¢nosti pokazuje korelaciju fitoplanktonskih
zajednica Vranskog jezera kod Biograda s viSe fizikalno-kemijskih parametara s p vrijedno$cu
korelacije viSom od 0.1 (Slika 68). Prema Sorensenovom koeficijentu sli¢nosti, NMDS analiza
ukazuje na jasnu razdijeljenost fitoplanktonskih zajednica postaja Prosike i Motel s obzirom na
korelaciju s fizikalno-kemijskim parametrima.
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Slika 68. NMDS analiza OTU-ova Vranskog jezera prema Bray-Curtis i Sorensenovom koeficijentu

slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p < 0.1.

ProsjeCna alfa bioraznolikost Vranskog jezera kod Biograda na moru prikazana je

pomocu razli€itih indeksa na Slici 69. Tijekom uzorkovanih mjeseci se mijenja ha obje postaje,

s prosjeCnim maksimumom na postaji Motel u svibnju, a minimumom na istoj postaji u

kolovozu.
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Slika 69. Prikaz prosjecne alfa bioloSke raznolikosti Vranskog jezera kod Biograda na moru
(dvije postaje: Motel (MO), Prosika (PRS)) na temelju oDNK (OTU-ova). Brojnost, Shannonov
indeks, Simpsonov indeks, ACE indeks i CHAO1 indeks (brojnost).

Sveukupna prosje¢na vrijednost alfa raznolikosti na postajama Motel i Prosika
pokazuje nesto vecu alfa bioraznolikost na postaji Prosika (Slika 70). Postaja Prosika, prema
Shannonovom i Simpsonovom indeksu korelacije, ima manju brojnost svojti, a prema ostalima
nesto vecu.
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Slika 70. Prikaz prosjecne alfa bioloSke raznolikosti Vranskog jezera kod Biograda na moru (dvije
postaje: Motel (MO), Prosika (PRS)) na temelju oDNK (OTU-ova). Brojnost, Shannonov indeks,
Simpsonov indeks, ACE indeks i CHAOL1 indeks (brojnost).

NMDS analiza fitoplanktonskih zajednica postaje Motel, prema oba koeficijenta

sli¢nosti, pokazuje korelaciju s viSe fizikalno-kemijskih parametara (Slika 71).
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Slika 71. NMDS analiza OTU-ova postaje Motel Vranskog jezera kod Biograda na moru prema Bray-

Curtis i Sorensen koeficijentu sli¢nosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p <.

0.1.
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Prema NMDS analizi Sorensovim koeficijentom sli¢nosti, fitoplanktonska zajednica u
rujnu pokazuje najvecu korelaciju s vide parametara u odnosu na ostale uzorkovane mjesece.
Prema Bray-Curtisovom koeficijentu slicnosti, tri izdvojena fizikalno-kemijska parametra
(prozirnost, turbiditet i koncentracija klorofila a), pokazuju korelaciju s prikuplijenim
fitoplanktonskim zajednicama (Slika 72).
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Slika 72. NMDS analiza OTU-ova postaje Prosika Vranskog jezera kod Biograda na moru prema
Bray-Curtis i Sorensen koeficijentu slicnosti s prikazom fizikalno-kemijskih parametara s korelacijom p
<0.1.

5.7. Organska tvar

Unutar uzorkovanih mjeseci, u svakom pojedinom jezeru, koncentracija otopljene
organske tvari je varirala (Slika 73). Najvece su koncentracije zabiljezene u Vranskom
jezeru kod Biograda na moru na obje postaje, a najnize u jezeru Kozjak. U jezeru Kozjak
zabiljezeno je veliko povecanje koncentracije u srpnju, dok su ostala jezera tijekom svih
mjeseci imala relativno ujednacene koncentracije. U vecini jezera koncentracija otopljene
organske tvari slijedi trend povec¢anja u ljetnim mjesecima, dok je jedino u Vranskom jezeru

kod Biograda na moru utvrdeno smanjenje koncentracije.
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Slika 73. Koncentracije otopljene organske tvari u istrazivanim jezerima

Utvrdeno je da se brojnost i prosjeCna molekularna tezina detektiranih molekulskih
spojeva smanjuje s velikom koncentracijom DOC-a. Utjecaj teratogenog ulaza smanjio se kako
su jezera postajala sve eutrofnija u korist vece potencijalne labilnosti DOM-a (Slika 74).
Vransko jezero na otoku Cresu bilo je iznimka. Opcenito, karakteristike sliva bile su glavni
¢imbenik koji je utjecao na molekularni sastav DOM-a. Razli¢itost medu jezerima potaknuta je

trofickim statusom, dok razli€itost unutar svakog pojedinog jezera nije utvrdena. Sezonske
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promjene su uglavnom male i preliminarni rezultati ne pokazuju znacajnu korelaciju izmedu

sastava i raznolikosti eukariotske zajednice i molekularnog sastava DOM-a jezera.

* Kozjak
Prosce

Visovac

0.05
|

Cres
QOcusa
Crnisevo

PC2(18%)
0.00
|

-0.05

PC1(46%)

Slika 74. Mulivarijantna analiza glavnih koordinata (PCoA) molekularne mase DOM

Usporedujuci podatke DOM-a razlicitih jezera uoava se kako povecanje trofiCkog
stanja jezera prati i ve¢a molekularna raznolikost. Osim toga, povecava se i labilnost
(%H/C>1.5"), smanjuje se teratogeni karakter (Almod*) i prosjeéna molekulska masa (~430 do
390 Da) te se povecava odnos S/C | N/C, dok P/C varira. Vransko jezero na Cresu se u

potpunosti razlikuje od ostalih istrazivanih jezera (Slika 75).
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Slika 75. Boksplotovi aromatskog indeksa te odnos P/C (izraéun na osnovi intenziteta molekulskih

formula) po jezeru.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati projekta predstavljaju prvu primjenu visokoproto¢ne tekucinske
kromatografije te sekvenciranje sljedeée generacije u procjeni ocjene ekoloskog stanja jezera

u RH u period od travnja do rujna 2017 godine.

Najvec¢e promjene u fizikalno-kemijskim parametrima utvrdene su na postajama
Vranskog jezera kod Biograda na moru, iz nekoliko razloga koji proizlaze iz same hidrologije
jezera. Ovo jezero je plitko i povezano s morem direktno putem kanala Prosike i indirektno
preko vapnenackog grebena. Uz navedeno, dio vode koja se ulijeva u jezero Koristi se za
vodoopskrbu u poljoprivredi. Takoder, jezero je visoko produktivno §to odgovara najvid§im
mjerenim koncentracijama DOC-a i kretanju koncentracije klorofila a kroz uzorkovane
mjesece. Kretanje saliniteta dokazuje indirektnu i direktnu intruziju slane vode. Direktan unos
slane vode (vec¢inom zbog podvodnog slanog izvora Mindel) uo&ava se i na CrniSevu, dok u

isto vrijeme na Oc¢usi salinitet ostaje isti kroz mjerene mjesece.

Metodom U-HPLC-a, klorofil a je oCekivano proizaSao kao najzastupljeniji pigment
fitoplanktona. Koncentracije ostalih pigmenata, karakteristiCne za svaku skupinu fitoplanktona,
bile su zastupliene u manjim koncentracijama: klorofil b (zelene alge), bakterioklorofil a
(anoksigenicni fototrofi), klorofil ¢ (dijatomeje i dinoflagelati), fukoksantin (dijatomeje),
diadinoksantin (dijatomeje), lutein i zeaksantin (cijanobakterije i zelene alge), beta karoten

(alge i cijanobakterije).

U Visovackom jezeru najzastupljeniji pigment, uz klorofil a, bio je klorofil b, a

maksimumi koncentracija svih pigmenata bili su u kolovozu i rujnu.

lako su dio istog hidroloSkog sustava, koncentracija pigmenata ProSéanskog jezera i
jezera Kozjak razlikuje se u trendovima. Unato¢€ razli¢itim mjese¢nim trendovima, u oba jezera,
uz klorofil a, najviSe zabiljeZzene koncentracije su od bakterioklorofila a i fukoksantina. Pojava

vecéih koncentracija bakterioklorofila a upuéuje na stvaranje anoksi¢kih uvjeta.
Koncentracija pigmenata u Vranskom jezeru na Cresu je vidno najniza, Sto je

opravdano njegovim statusom trofije. Prevladavaju pigmenti koji su indikatori za dijatomeje i

cijanobakterije.
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Koncentracije pigmenata na postajama Vranskog jezera kod Biograda na moru su,
oCekivano, najvise od svih mjerenih jezera. Obje postaje imaju sli€nu raspodjelu koncentracija
pigmenata kroz mjerene mjesece, a jedino je u lipnju koncentracija pigmenata, izuzev Kklorofil
a, dvostruka na postaji Prosika u usporedbi s Motelom $to se mozZe povezati s produktivnosti

jezera.

U Bacinskim jezerima, sveukupna koncentracija pigmenata, unutar jezera je vrlo sli¢na.
Medutim, dominantni pigment osim klorofila a, u CrniSevu je diadionoksantin, dok je u OcCusi

lutein.

Zanimljiva je i razlika izmedu in-situ mjerenja i mjerenja U-HPLC-om. Njihova razlika
se povecava ovisno o kojem je jezeru rije€, ali u vecini mjerenja koncentracije mjerene putem
U-HPLC-a su viSe nego one mjerene sondom in-situ. Mjerenja sondom zasigurnom zbog ne

osjetljivosti i stalne potrebe za kalibracijom mogu dovesti do krivih rezultata.

Fotosintetski pigmenti pokazali su se dobrim kemotaksonomskim markerima dinamike
fitoplanktona u jezerima te daju odredeni prikaz strukture zajednice fitoplanktona koja je
komplementarna klasiénim optickim metodama. Ovakav pristup daje dobar uvid u
fitoplanktonsku frakciju manjih dimenzija koji se moze nepravilno procijeniti invertnom
mikroskopijom. Iz analize pigmenata bilo je nemoguce utvrditi kvantitetu populacije dijatomeja

koje predstavljaju vrlo znagajnu frakciju fitoplanktona u jezerima.

NMDS metodom utvrdeno je grupiranje uzoraka svakog jezera zasebno i grupiranje
jezera istog hidroloskog sustava. Takoder, ista metoda pokazala je korelaciju fizikalno-
kemijskih parametara s biomasom fitoplanktonske zajednice. Ona pokazuje ovisnost strukture
fitoplanktonske zajednice o odredenim parametrima te varira kroz uzorkovane mjesece na
svakoj postaji. lzdvojena korelacija Vranskog jezera kod Biograda na moru, na dvije
uzorkovane postaje, jasno pokazuje uniformnost jezera, kada se radi o0 ovisnosti strukture
fitoplanktonske zajednice o fizikalno-kemijskim parametrima. Kada se sagledaju korelacije
biomase fitoplanktonske zajednice s koncentracijama pigmenata, vidno je da se ona ne moze
jasno uspostaviti sa svakom mjerenom postajom. Ipak, fitoplanktonska zajednica odredenih
jezera (ProS¢ansko jezero, Bacinska jezera) uspjes$no je uspostavila korelaciju s odredenim

pigmentima.

Razlika izmedu molekularnih i morfoloskih analiza bioraznolikosti istrazivanih podrudja
vidljiva je ve¢ na razini koljena. |z rezultata analiza utvrdena je znaCajno veca raznolikost

molekularnom metodom u odnosu na klasiénu morfoloSku analizu mikroskopijom. U
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najzastupljenijim vrstama prema ukupnoj relativnoj ucestalosti, morfoloska i molekularna

analiza se samo djelomi¢no preklapaju.

Alfa bioraznolikost ispitivanih jezera, na temelju OTU-ova, prema ispitivanim
indeksima, je najvida u razli¢itim uzorkovanim mjesecima: CrniSevo - svibanj i rujan, O¢usa —
srpanj, Kozjak - travanj i srpanj, ProS¢ansko j. — travanj i rujan, Vransko Cres — lipanj,
Visovacko j. — lipanj i kolovoz, Vransko Biograd postaja Motel — kolovoz i lipanj te Prosika —
lipanj.

NMDS analiza OTU-ova prema Sorensenovom koeficijentu sli€nosti pokazuje izvrsnu
grupiranost mjesecnih uzoraka svakog jezera. Takoder se lijepo odvajaju postaje iz istog
hidroloSkog sustava S$to ukazuje na pouzdanost prethodno koristenih molekularnih metoda.
NMDS analiza korelacije OTU-ova istrazivanih jezera i fizikalno-kemijskih parametara takoder
pokazuje ovisnost fitoplanktonske zajednice svakog pojedinog jezera o razli¢itim parametrima.
To ukazuje da se i iz molekularnih podataka mogu dobiti kvalitetni podatci odnosa fitoplanktona

s okolisnim fizikalno-kemijskim parametrima.

S povecanjem koncentracije DOC-a, prosje¢na molekularna tezina detektiranih
spojeva se smanjuje, dok se teratogeni utjecaj smanjuje povecanjem trofije jezera. Medutim,
Vransko jezero na Cresu se pokazalo iznimkom, vjerojatno zbog jedinstvene morfologije i

hidrogeoloSke izolacije. Za daljnje zakljucke potrebno je izvrsiti daljnja istrazivanja.

Usporedbom podataka DOM-a kod razliCitih jezera utvrdeno je da povecanjem
trofickog stanja jezera dolazi do vece molekularne raznolikosti i razlike izmedu jezera, ali

izmjerene razlike unutar jezera nisu znacajne.

Usvajanje novih pristupa donosi nove izazove u svrhu provedbe ODV-a. Prvenstveno,
novi pristupi zahtijevaju provjeru usporedivosti s postojeéim nacionalno odobrenim i
interkalibriranim metodama procjene. Uz navedeno, potrebna je uspostava jednake kontrole
njihove isplativosti. To obuhvaéa stvaranje balansa izmedu odnosa troSkova obrade i
tumacenja podataka i njihove ucinkovitosti. UCinkovitost podataka podrazumijeva odnos
pritisaka i odgovora i povjerenje u sam nacin klasifikacije. Kona¢no, neophodno je zadrzati
ekoloske i taksonomske vjestine i znanje, jer one Cesto podupiru dizajn i robusnost shema
procjene. Primjena novih metoda u karakterizaciji jezera znaCajno produbljuje nasa saznanja
0 stanju jezera. lako se takvim pristupom znatno ubrzava proces, nuzno je provesti

viSegodiSnja usporedna istrazivanja u svrhu potvrde njihovih vrijednosti te usporedivosti.
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Trenutno vecina zemalja Clanica EU je u fazi razrade metoda barkodiranja i stvaranja vlastitih

baza podataka barkodova.

U okviru ovog projekta nije moguce izraCunati OEK na temelju rezultata
dobivenih molekularnim i kromatografskim metodama jer podaci nisu primjenjivi na
postojeci sustav ocjene ekoloskog stanja koji je u trenutacnoj metodologiji. Novi sustav
na koji se podaci mogu primijeniti je u pripremi te u dogovoru sa naruciteljem, analize
Ce biti obuhvacene i rezultati isporu€eni sa rezultatima ekoloSkog stanja u projektu
"Analiza bioloskih metoda ocjene ekoloSkog stanja za fitoplankton, fitobentos i
makrozoobentos u jezerima; analiza utjecaja okoliSnih Cimbenika i antropogenih
opterecenja“. Sukladno tome, tijekom provodenja navedenih analiza bit ¢e definirane
indikatorske vrste i dat ¢e se prijedlog novog monitoringa i ocjene ekoloSkog stanja

koji obuhvaca nove spoznaje dobivene ovim istrazivanjem.
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Prilog 1: Prikaz preklapanja morfoloSkih i molekularnih podataka (Naran&asto oznacene vrste koje se
u potpunosti preklapaju s vrstama determiniranim mikroskopijom, a plavo one koje su determinirane
mikroskopski, ali su druga vrsta ili sp.

Taksonomska klasifikacija OTU-a (NCBI Code nucleotide)

Achnanthes sp CCAC 2681 B 18S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 1, partial sequence F1

Achnanthidium minutissimum isolate TCC746 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Adriamonas peritocrescens small subunit ribosomal RNA, complete sequence F1

Alexandrium fundyense clone USC01511-4_15 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Alexandrium tamarense clone NWFSC\419-4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Amoebophrya sp ex Alexandrium affine strain JH0210a 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Amphidinium carterae small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Amphidinium herdmanii strain CCCM 532 small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Amphikrikos sp Hegewald 1995-26 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Amphora sp TH-2015 strain SY01 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Andalucia godoyi strain ATCC PRA-185 mitochondrion, complete genome F1

Anisonema sp W1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ankistrodesmus bibraianus 18S ribosomal RNA F1

Ankyra lanceolata strain Hg 1998-5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Anomoeoneis sphaerophora 18S rRNA gene, strain L1222 F1

Apatococcus lobatus partial 18S rRNA gene, isolate ROS 7/3 F1

Apatococcus sp SAG 2145 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Aphanomyces sp APH2 strain APH2_BRNO1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Aphanomyces sp APH3 strain APH3_FASO01 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Aplanochytrium blankum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Asulcocephalium miricentonis genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: mi1l-8kt
F1

Asulcocephalium miricentonis genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: od12-21kt
F1

Aulacoseira distans 18S rRNA gene F1

Aulacoseira granulata gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: p778 F1

Azadinium cf poporum HJ-2011 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene F1

Bacillariophyta sp GSL032 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bacillariophyta sp MBIC10102 gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: MBIC10102 F1

Bacillariophyta sp Z211 clone Al 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Baldinia anauniensis greenGS clone 1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bicosoeca petiolata strain ATCC 50639 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Biecheleriopsis adriatica partial 18S rRNA gene, strain SCCAP K-0968 F1

Bodo caudatus 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodo caudatus 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodo designis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodo designis strain DH 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodo saltans 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodo saltans 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodo saltans PP5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodo saltans strain Konstanz small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Bodo sorokini strain ATCC 50641 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodo sp ATCC 50149 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodonidae sp Ragl 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodonidae sp river Thames 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bodonidae sp river Thames 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Botrydiopsis intercedens nuclear 18S ribosomal RNA gene F1

Botryococcus braunii genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, culture collection CCAP 807/2 F1
Botryococcus braunii strain AGB-Bb01 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Botryococcus braunii strain AICB 860 18S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 1, partial sequence F1

Botryococcus sp Tow 9/21 P-16w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Botryococcus terribilis strain AICB 872 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bracteacoccus cohaerens strain UTEX 1272 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bracteacoccus sp CNP1VF2 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Bremia sonchicola voucher KUS-F20061 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, complete sequence;
and 5 8S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cafeteria sp EWM2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Calliacantha sp CEE-2003 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Campylodiscus clypeus isolate nycCA2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Carteria cerasiformis gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, strain: NIES-425 F1
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Carteria eugametos genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection CCAP 8/3
F1

Carteria radiosa DNA for 18S rRNA, partial sequence F1

Carteria sp KMMCC FC-98 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ceratium sp HCB-2005 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ceratium-like dinoflagellate HZ-2004 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ceratium-like dinoflagellate HZ-2004 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chaetoceros debilis genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, culture collection CCAP 1010/6 F1
Chaetoceros gracilis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chaetosphaeridium globosum strain SAG 26 98 culture-collection SAG:26 98 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Chilomonas sp M1303 18S rRNA gene, strain M1303 F1

Chlamydomonad sp AS9-14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonad sp AS9-14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonad sp Itas 9/21 T-4w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonad sp Pic 9/21 P-2w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonad sp RT1nl4cul 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Chlamydomonad sp RT1nl4cul 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Chlamydomonad sp Tow8/18P-7w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonad sp Tow8/18T-1w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonad sp Tow8/18T-1w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonad sp WTwin 8/18 P-5d 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonad sp WTwin 8/18 P-5d 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonas acidophila partial 18S rRNA gene, strain CCAP 11/137 F1

Chlamydomonas applanata genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 11/9 F1

Chlamydomonas debaryana strain SAG 26 72 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonas globosa strain KMMCC 1471 18S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal RNA gene, region F1

Chlamydomonas gloeophila strain UTEX_608 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonas marvanii gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: SAG 73 81 F1

Chlamydomonas moewusii genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, culture collection CCAP 11/5D F1

Chlamydomonas neoplanoconvexa gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Chlamydomonas pitschmannii 18S rRNA gene, strain DBV 292 F1

Chlamydomonas raudensis strain SAG 49 72 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonas reinhardtii genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 11/32CW15 F1

Chlamydomonas reinhardtii genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 11/45 F1

Chlamydomonas reinhardtii strain CC-2343 mt+ mitochondrion, complete genome F1

Chlamydomonas reinhardtii strain RAC 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonas sordida gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Chlamydomonas sp CCAP 11/119 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, culture collection CCAP 11/119 F1
Chlamydomonas sp CCAP 11/140 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, culture collection CCAP 11/140 F1
Chlamydomonas sp ICE-L 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlamydomonas sp NIES-3906 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Chlamydomonas splendida strain CCCryo 215-05 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
5 8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Chlamydomonas uva-maris genomic DNA containing 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2 and 28S rRNA, strain SAG 19 89 F1
Chlamydomyxa labyrinthuloides 18S rRNA gene, partial F1

Chlorella sp MBIC10057 gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Chlorella variabilis 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain CCAP 211/84 F1
Chlorellidium tetrabotrys strain SAG811-1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlorococcum aquaticum gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: UTEX2222 F1

Chlorococcum minutum strain SAG 213-7 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chloroidium ellipsoideum genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 211/33 F1

Chloroidium saccharophilum genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 211/58 F1

Chloromonas augustae partial 18S rRNA gene, strain SAG 13 89 F1

Chloromonas oogama gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: SAG 9 79 F1

Chloromonas sp NIES-2380 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, strain: NIES-2380 F1

Chloromonas subdivisa genomic DNA containing 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2 and 28S rRNA, strain SAG 67 72 F1
Chloromonas tenuis gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, strain: UTEX SNO132 F1

Chlorophyceae sp VPL9-5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chlorophyta symbiont of Baikalospongia sp isolate B32 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; chloroplast F1

Chlorophyta symbiont of Baikalospongia sp isolate B72 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; chloroplast F1

Chlorophyta symbiont of Lubomirskia sp isolate R15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; chloroplast F1

Chlorophyta symbiont of Lubomirskia sp isolate R54 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; chloroplast F1

Chlorophyta symbiont of Lubomirskia sp isolate R62 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; chloroplast F1

Chlorosarcinopsis eremi strain ACSSI 132 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Choanoeca perplexa 18S small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Choricystis parasitica strain SAG 17 98 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Choricystis sp TP-2009 18S rRNA gene (partial), ITS1, 58S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain UTEX 838 F1
Chromophyton vischeri gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Chromulina chionophila small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1
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Chromulina nebulosa small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chroomonas coerulea partial 18S rRNA gene, strain NIES-714 F1

Chroomonas vectensis strain K-0432 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysamoeba mikrokonta small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysamoeba pyrenoidifera small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysocapsa sp UTCC280 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysochaete britannica small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysochromulina parva gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Chrysochromulina trondsenii 18S rRNA gene, strain UIO049 (=K11) F1

Chrysolepidomonas dendrolepidota small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysonebula flava strain CCMP2765 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysonephele palustris small-subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysophyceae sp CCMP2296 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysosaccus sp CCMP295 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysosphaera parvula small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Chrysosphaerella brevispina partial 18S rRNA gene, strain S 74 D5 F1

Chrysosphaerella longispina partial 18S rRNA gene, strain S 61A B4 F1

Chrysoxys sp CCMP591 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cladophora coelothrix genomic DNA containing 18S rRNA gene, culture collection CCAP 505/10 F1

Cladophora vagabunda voucher PEUFR:BV?2 - Recife (PE) small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Closterium gracile N-90-59 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Coccoid green alga Mary 6/3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Coccomyxa parasitica 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Coccomyxa viridis genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain SAG 2104 F1
Cocconeis placentula isolate TCC720 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, complete sequence; and
5 8S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Coelastrella sp BUM11113 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Coelastrum proboscideum var gracile strain SAG 217-3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Coenochloris sp KR 2006/325 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Colacium sp Songjanggol033107B 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cosmarium depressum, partial 18S rRNA gene, internal transcribed spacer 1, 5 8S rRNA gene and internal transcribed spacer 2 F1
Craticula accomoda isolate TCC107 18S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 1, partial sequence F1
Craticula cuspidata 18S rRNA gene, strain AT-219 3 F1

Crithidia bombi isolate BomSch7 clone 2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, complete
sequence; and 5 8S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Crustomastix stigmatica 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain CCMP 2493 F1
Cryptomonas curvata nucleomorph 18S rRNA gene, strain M1484 F1

Cryptomonas curvata partial 18S rRNA gene, strain CCAC 0080 F1

Cryptomonas curvata strain CNUCRY 121 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptomonas curvata strain CNUCRY 15 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptomonas gyropyrenoidosa partial 18S rRNA gene, strain M1079 F1

Cryptomonas lundii partial 18S rRNA gene, strain CCAC 0107 F1

Cryptomonas marssonii nucleomorph 18S rRNA gene, strain M1475 F1

Cryptomonas marssonii partial 18S rRNA gene, strain CCAC 0103 F1

Cryptomonas marssonii strain WCKO01 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Cryptomonas obovata strain FACHB-1301 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptomonas ovata nuclear 18S rRNA gene, strain M1171 F1

Cryptomonas ovata nucleomorph 18S rRNA gene, strain CCAC 0064 F1

Cryptomonas ovata nucleomorph 18S rRNA gene, strain M1171 F1

Cryptomonas ovata strain Mukawal00608B 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptomonas paramaecium partial 18S rRNA gene, strain M2452 F1

Cryptomonas parapyrenoidifera voucher HB2012-2pa 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptomonas pyrenoidifera nucleomorph 18S rRNA gene, strain CCAP 979/61 F1

Cryptomonas pyrenoidifera nucleomorph 18S rRNA gene, strain M1077 F1

Cryptomonas pyrenoidifera strain WCKO02 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Cryptomonas sp borealis nuclear 18S rRNA gene, strain SCCAP K-0063 F1

Cryptomonas sp CCAP 979/46 partial 18S rRNA gene, strain CCAP 979/46 F1

Cryptomonas sp Dumo2 100310C 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptomonas sp M0420 nucleomorph 18S rRNA gene, strain M0420 F1

Cryptomonas sp M1094 18S rRNA gene, strain M1094 F1

Cryptomonas sp M420 18S rRNA gene, strain M420 F1

Cryptomonas sp SAG 2013 nucleomorph 18S rRNA gene, strain SAG 2013 F1

Cryptomonas sp Yeonra43011B 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptomonas tetrapyrenoidosa nucleomorph 18S rRNA gene, strain M1092 F1

Cryptomonas tetrapyrenoidosa nucleomorph 18S rRNA gene, strain M1639 F1

Cryptomonas tetrapyrenoidosa partial 18S rRNA gene, strain NIES 279 F1

Cryptomonas tetrapyrenoidosa strain Du-ung 022611D 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Cryptophyta sp CR-MALO1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptophyta sp CR-MALO5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cryptophyta sp CR-MAL11 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclostephanos dubius 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclostephanos sp WTC18 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella cf scaldensis G1IW11 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella costei isolate TCC353 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
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Cyclotella cryptica genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection CCAP
1070/2 F1

Cyclotella distinguenda strain Tiplady 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella gamma strain cygamma 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella menegheniana strain LS03-01 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella meneghiniana isolate HYK0210-A1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella meneghiniana isolate HYK0210-A5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella meneghiniana strain GBW7 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella meneghiniana strain SAG 1020-1a small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella meneghiniana strain Wacol 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella ocellata strain LB8 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella sp 119 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cylindrotheca closterium culture-collection KMMCC:B-119 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cylindrotheca closterium gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Cymbella cistuliformis clone 1120 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cymbella excisa isolate TCC772 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cymbella lanceolata 18S rRNA gene, strain AT-194Gel07 F1

Desmodesmus armatus genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: GM4k F1
Desmodesmus armatus genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: GM4k F1
Desmodesmus communis strain AICB 993 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Desmodesmus communis strain AICB 993 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Desmodesmus intermedius genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 258/38 F1

Desmodesmus sp GM4a genes for 18S rRNA, ITS1, 58S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence F1

Diacronema vlkianum strain AC67 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Diatoma cf tenuis strain D-45 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Diatoma tenue strain HYNPO013 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Dictyochloropsis splendida strain CAUP H8601 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Dictyochloropsis splendida strain SAG 244 80 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Dictyosphaerium sp CCAP 211/101 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Dictyosphaerium sp CCAP 222/41 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Dictyosphaerium sp NIES 453 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Dinobryon bavaricum 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene and ITS2 (partial), strain OE26KV F1

Dinobryon divergens 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene and ITS2 (partial), strain FU28_3 F1

Dinobryon divergens strain FU20_1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA
gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Dinobryon divergens strain FU29_7 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA
gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Dinobryon divergens strain GF39_4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA
gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Dinobryon pediforme strain LO2-26KS 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA
gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Dinobryon sertularia small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Dinobryon sociale strain FU36_4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; and internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence F1

Dinobryon sociale strain FU40_2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA gene,
complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Dinobryon sociale strain FU40_8 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA gene,
complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Dinophyceae sp Bullet 18S small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Dinophyceae sp Bullet 18S small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Dinophyceae sp Cryptoperidiniopsoid-C 18S small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Dinophyceae sp NYO005 gene for small subunit ribosomal RNA, partial sequence F1

Dinophyta sp NYO011 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Diplophrys sp ATCC_50360 small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Discostella nipponica genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2 and 28S rRNA, partial sequence F1

Discostella sp HYK0210-A2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Discostella woltereckii gene for 18S rRNA, partial sequence, specimen_voucher: TNS:AL-56492 F1

Durinskia cf baltica HG171 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Elliptochloris reniformis partial 18S rRNA gene, strain CAUP H7102 F1

Elliptochloris subsphaerica genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, culture collection CCAP 211/56 F1

Encyonema caespitosum 18S rRNA gene, strain AT-214Gel03 F1

Entomoneis sp CCMP1693 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Eolimna minima partial 18S rRNA gene, isolate SNA15 F1

Epipyxis aurea small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Epipyxis pulchra small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Epithemia turgida gene for 18S rRNA, partial sequence, isolate: ET Lake Saiko F1

Euastrum humerosum partial 18S rRNA gene, strain CAUP K501 F1
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Euastrum pectinatum partial 18S rRNA gene, strain SVCK 203 F1

Eudorina elegans gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: NIES-456 F1

Euglena adhaerens strain ASW 08138 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Euglena agilis strain MI71 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Euglena agilis strain Sz061802 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Euglena anabaena strain Jilnal030207G 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Euglena carterae strain SAG 1224-22 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Euglena mutabilis strain New Jersey (NJ) small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Eustigmatophyceae sp Itas 9/21 S-11w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Eustigmatophyceae sp Itas 9/21 S-8w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Exanthemachrysis gayraliae strain YP15 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Falcomonas daucoides 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fallacia sp 33 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fibrocapsa japonica strain CCMP 1661 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fistulifera saprophila clone 05DB6_2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fistulifera saprophila strain BA55 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fistulifera solaris gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Follicularia texensis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fragilaria capucina strain A-06 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fragilaria capucina strain D-149 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fragilaria delicatissima partial 18S rRNA gene, strain At135 13 F1

Fragilaria sp D-47 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fragilaria sp HGC-2007-1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fragilaria sp HGC-2007-2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fragilaria vaucheriae strain L1496 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Fragilariforma virescens 18S rRNA gene, strain V18 F1

Fragilariopsis doliolus isolate TI_851 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Friedmannia israeliensis 18S ribosomal RNA gene F1

Glenodinium sp LaTo3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gloeococcus maximus 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gloeocystis sp BCP-ZNP2-21 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gloeocystis vesiculosa genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection CCAP
31/3 F1

Gomphonema micropus clone 06WB3_2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gomphonema sp 12 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Goniochloris sculpta 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Goniomonas sp SH-8 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Goniomonas truncata 18S ribosomal RNA F1

Gonium pectorale genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection CCAP 32/29
F1

Gonium pectorale voucher hyx1505g4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Guillardia theta 18S rRNA gene F1

Guillardia theta nucleomorph chromosome 1, complete sequence F1

Gungnir kasakii gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, strain: NIES-1360 (= KhCI-3) F1

Gungnir neglectum gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, strain: NIES-439 F1

Gymnodinium aureolum isolate D144 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gymnodinium breve strain CCMP718 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gymnodinium dorsalisulcum strain KDAAD 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gymnodinium galatheanum strain KT-77B 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gymnodinium palustre gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Gymnodinium sp Dinol partial 18S rRNA gene, ITS1 and partial 5 8S rRNA gene, isolate Dinol F1

Gymnodinium sp Dino2 partial 18S rRNA gene, ITS1 and partial 5 8S rRNA gene, isolate Dino2 F1

Gymnodinium sp LaTo2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gymnodinium sp NVA/RUS/2008 clone 44 18S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 1, partial sequence F1
Gymnodinium sp NVA/RUS/2008 clone 7 18S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 1, partial sequence F1
Gymnodinium sp QZ-2012 voucher HBI:HB201110a small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gyrodinium aureolum strain KT-77D 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Gyrodinium dominans 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain GDMS0704YD F1
Gyrodinium helveticum gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Gyrodinium sp HJ-2011 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene F1

Haematococcus sp KORDIO3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Hafniomonas montana gene for 18S rRNA, partial sequence, strain:NIES-656 F1

Hafniomonas reticulata gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: Shizuoka F1

Haptoglossa sp SL20 isolate LEV5860 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Haptoglossa sp SL32 isolate LEV5872 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Haslea spicula strain BA28 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Hemidinium nasutum small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Hemistasia phaeocysticola gene for small subunit ribosomal RNA, partial sequence F1

Herdmania litoralis gene for 18S rRNA, partial sequence, clone: 2, collection_date: 19-Sep-2009 F1

Heterocapsa triquetra 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Heterococcus caespitosus 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Heterothrix debilis nuclear 18S ribosomal RNA gene F1
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Heveochlorella hainangensis strain FGG01 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Heynigia riparia strain CCAP 222/47 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Hibberdia magna 16S-like ribosomal RNA, complete F1

Hindakia fallax strain CCAP 222/30 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Hippodonta capitata 18S rRNA gene, strain AT-124 24 F1

Hyaloperonospora parasitica specimen-voucher SMK 18835 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5
8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence F1

Hydrodictyon reticulatum 18S rRNA gene (partial), 5 8S rRNA gene, 28S rRNA gene (partial), ITS1 and ITS2, strain M2243 F1
Hydrurus foetidus partial 18S rRNA gene F1

Hyphochytrium catenoides small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Interfilum sp SAG 2147 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Isochrysis sp CCAP 927/14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Isochrysis sp santou 2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Jadwigia applanata strain CCAC0021 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Karlodinium micrum clone 7540 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Katablepharis japonica gene for SSU rRNA, partial sequence F1

Kirchneriella aperta 18S rRNA gene, strain SAG 2004 F1

Kirchneriella lunaris strain KLL-G0O07 clone b 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Klebsormidium subtilissimum genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 384/1 F1

Komma caudata nucleomorph partial 18S rRNA gene, strain M1074 F1

Labyrinthula sp ACB-2011b partial 18S rRNA gene, clone SVAO5a F1

Labyrinthuloides haliotidis 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Lagenidium sp SLG-2014a culture-collection personal:C Andre Levesque:LEV 6103 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; and 5
F1

Lagerheimia genevensis clone SAG_48_ 94 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Lagynion scherffelii small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Leonella granifera isolate D002 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Lepidodinium viride 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Leptolegnia sp LB-2015 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Lindavia radiosa 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Lobochlamys segnis genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection CCAP
11/69 F1

Lobomonas monstruosa gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: NIES-474 F1

Lobomonas sphaerica gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: SAG 45-2 F1

Makinoella tosaensis strain SAG B28 97 culture-collection SAG:28 97 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mallomonas akrokomos 18S small subunit nuclear ribosomal RNA gene F1

Mallomonas akrokomos strain Posan012608J 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mallomonas alpina strain CCMP2895 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mallomonas annulata 18S small subunit nuclear ribosomal RNA gene F1

Mallomonas caudata 18S small subunit nuclear ribosomal RNA gene F1

Mallomonas elongata strain Mokji112407C 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mallomonas sp strain VN828 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mallomonas tonsurata strain Gungnam0728071 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mallomonas tonsurata strain SAG28 92 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mamiella gilva 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain PLY 197 F1

Melosira varians 18S rRNA gene F1

Micractinium pusillum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Micractinium sp KNUAO032 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mischococcus sphaerocephalus 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Monactinus sturmii strain Mj2008/34 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Monactinus sturmii strain Mj2009/284 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Monochrysis sp CCAP 931/2 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, culture collection CCAP 931/2 F1
Monodopsis sp MarTras 21 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Monodopsis subterranea 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Monomastix sp M0722 18S rRNA gene (partial), ITS1 (partial), 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain M0722 F1
Monoraphidium griffithii strain AN7-8 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Monoraphidium pusillum strain Pic 8/18 P-7w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Monoraphidium sp SM-2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Muriella sp AS 2-4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mychonastes rotundus strain CCAP 260/14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Mychonastes sp LbS_7 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, isolate LbS_7 F1
Mychonastes zofingiensis strain CCAP 211/14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Myrmecia sp WJT40VFNP15 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Myzocytiopsis glutinospora isolate LEV5871 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
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Nannochloris bacillaris gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Nannochloris maculata gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Nannochloris sp MBIC10062 gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: MBIC10062 F1

Nannochloris sp MBIC10596 gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: MBIC10596 F1

Nannochloropsis limnetica strain SAG 18 99 culture-collection SAG:18 99 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nannochloropsis oceanica isolate CCALA978 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nanofrustulum shiloi clone P194 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Navicula arenaria 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Navicula diserta 18S rRNA gene, clone p750 F1

Navicula phyllepta strain HP 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Navicula sp 39 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Navicula sp ArM0003 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Navicula sp AT-145 08 18S rRNA gene, strain AT-145 F1

Navicula sp ETS 07 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial) F1

Navicula sp NIES-3965 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, strain: NIES-3965 F1

Naviculales sp CCMP2297 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Neobodo borokensis strain B-74 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Neobodo curvifilus strain HFCC37 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Neobodo designis isolate Oxford 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Neobodo designis strain HFCC308 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Neochloris aquatica genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection CCAP
254/5 F1

Neochloris sp GM4e genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence F1

Neospongiococcum gelatinosum strain SAG 64 80 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nephrochlamys subsolitaria genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: GM4d F1
Nerada mexicana strain ATCC 50535 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nitzschia amphibia partial 18S rRNA gene, strain FDCC L602 F1

Nitzschia longissima 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nitzschia palea 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nuclearia delicatula small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nuclearia simplex 18S small subunit ribosomal RNA, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S large subunit ribosomal RNA, partial sequence F1

Nuclearia simplex small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nuclearia sp B3 partial 18S rRNA gene, strain B3 Consensus F1

Nuclearia sp D1 partial 18S rRNA gene, strain D1 F1

Nuclearia sp isolate AP8 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Nuclearia thermophila gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Nusuttodinium amphidinioides genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2, large subunit ribosomal RNA, partial and complete sequence
F1

Oblongichytrium sp PBS03 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonadaceae sp CCMP2298 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonas marina strain AC22 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonas sp aestuarii 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonas sp CCMP1147 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonas sp CCMP1149 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonas sp isolate AP9 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonas sphaerocystis small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonas tuberculata small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochromonas vasocystis strain CCMP2741 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ochrosphaera sp MBIC10788 gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: MBIC10788 F1

Oikomonas sp SA-2 2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Olisthodiscus luteus strain NIES-15 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Oocystella oogama strain SAG 3 96 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Oocystis borgei strain NIES-659 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Oocystis heteromucosa strain SAG 1 99 culture-collection SAG:1 99 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Oocystis sp AN 2/29-4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Oocystis sp Tow 6/3 P-10w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Oxyrrhis marina strain CCAP1133/3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA
gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Pandorina morum gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: NIES-887 F1

Pandorina morum strain KLL-G031 clone b 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, complete sequence;
and 5 8S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pandorina morum strain KMMCC 1257 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Parachloroidium lobatum partial 18S rRNA gene, strain CAUP H8502 F1

Paralagenidium sp C09-TL95 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Parapediastrum biradiatum strain UTEX 37 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Paraperonospora tanaceti voucher GLM73325 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, complete
sequence; and 5 8S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Paraphysomonas bandaiensis 18S small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Paraphysomonas foraminifera 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Paraphysomonas foraminifera gene for small subunit ribosomal RNA F1

Paraphysomonas sp 1 JMS-2012 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Paraphysomonas sp 10 JMS-2012 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Paraphysomonas sp 11 JMS-2012 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
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Paraphysomonas sp 18S rDNA gene, isolate HD F1

Paraphysomonas sp 29 JMS-2012 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Paraphysomonas sp GflagA 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Paulschulzia pseudovolvox 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Paulsenella vonstoschii 18S rRNA gene F1

Pedinella sp squamata gene for small subunit ribosomal RNA, partial sequence F1

Pedinellales sp CCMP2098 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pelagodinium sp JD-2012 isolate AC24-2 internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Pelagomonas calceolata 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pentapharsodinium tyrrhenicum 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Peranema trichophorum small subunit ribosomal RNA genes, partial sequence F1

Peridiniopsis cf kevei diatom endosymbiont gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Peridiniopsis penardii diatom endosymbiont gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Peridiniopsis penardii gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Peridinium balticum endosymbiont partial 18S rRNA gene F1

Peridinium bipes f globosum strain NIES495 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Peridinium bipes small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Peridinium cinctum strain CCAC0102 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Peridinium foliaceum endosymbiont partial 18S rRNA gene F1

Peridinium gatunense strain PGDA 1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Peridinium inconspicuum genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, culture collection CCAP 1140/3 F1
Peridinium polonicum small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Peridinium sociale isolate UTEX1948 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Peridinium willei isolate PWGY-B small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Peridinium willei strain NIES 366 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Peronospora farinosa specimen-voucher SMK 18857 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence F1

Peronospora sp isolate 15-644 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal
RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Peronospora trigonellae 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Petalomonas sphagnophila clone 18S-HF 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pfiesteria sp B112456 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Pfiesteriaceae sp masanensis isolate VIMS 1050 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5
8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
F1

Phacotus lenticularis strain 970801-21 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Phacus orbicularis strain NJO4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Phaeothamnion confervicola strain CCMP637 culture-collection SAG:119 79 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Phaeothamniophyceae sp CCMP2290 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Phaeothamniophyceae sp CCMP2290 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Phalacroma cf rotundatum isolate FTLL10 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Phyllosiphon arisari 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Phytophthora citricola isolate HRVA1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Phytophthora rosacearum isolate 52 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Picochlorum maculatum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Picocystis salinarum isolate IM214 18S small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Pinnularia cf interrupta 18S rRNA gene, strain TE1 F1

Pinnularia sp U-strain clone BH18 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pirsonia formosa partial 18S rRNA gene, strain 99-1, isolate P841 F1

Plagiomonas amylosa 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Plagioselmis nannoplanctica partial 18S rRNA gene, strain N750301 F1

Planctonema lauterbornii gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, strain: NIES-514 F1

Planothidium lanceolatum 18S rRNA gene, strain L1249 F1

Plasmopara nivea voucher H Voglmayr H V F1 8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Pleurococcus sp WJT43VFNP24 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pleurosigma sp 102 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Polarella glacialis 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Poterioochromonas malhamensis 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene and ITS2 (partial), strain DS F1

Prorocentrum minimum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Prorocentrum rhathymum 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain PRJJ3 F1

Prorocentrum triestinum isolate UTEX1657 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Protodesmus globulifer gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Protodinium simplex clone 3922 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Prymnesium sp MBIC10533 gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: MBIC10533 F1

Pseudogomphonema sp p382 18S rRNA gene, clone p382 F1

Pseudomuriella sp Itas 9/21 14-1d 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pseudo-nitzschia heimii isolate NWFSC205 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pseudopedinella elastica 18S small-subunit rRNA gene F1

Pseudopedinella sp HSY-2011 culture CCMP:3052 18S ribosomal RNA (ssu) gene, partial sequence F1

Pseudoperonospora cubensis isolate WAY-12-7 18S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 1, partial sequence F1
Pseudopleurococcus sp SAG 36 98 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
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Pseudotetraedriella kamillae strain SAG 2056 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pyramimonas olivacea partial 18S rRNA gene, strain M1668 F1

Pyrobotrys stellata gene for 18S rRNA, partial sequence F1

Pythiaceae sp PHY1 strain PHY1_HEIO1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythiaceae sp PHY2 strain PHY2_BRNO01+02 clone 3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythiaceae sp PHY2 strain PHY2_PILO01 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium aphanidermatum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium deliense strain CBS 314 33 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium grandisporangium strain CBS 286 79 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium monospermum voucher CBS15873 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium plurisporium strain CBS 100530 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium porphyrae strain CBS 369 79 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium rostratum strain CBS 533 74 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium sp CHE-287 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Pythium volutum strain CBS 699 83 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Radiococcus polycoccus Kr2000/2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Raphidocelis subcapitata strain MDL 1/12-3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Reclinomonas americana small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Rhabdonema adriaticum isolate Coz3Rhabdo 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Rhizochromulina cf marina 18S small-subunit rRNA gene F1

Rhodomonas duplex genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain NIES-765 F1
Rhodomonas sp 08C1 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain 08C1, clone C
F1

Rhodomonas sp CCMP767 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain
CCMP767, clone D F1

Rhodomonas sp M1480 18S rRNA gene, strain M1480, strain M1480 F1

Rhodomonas sp M1480 nucleomorph 18S rRNA gene, strain M1480 F1

Rhodomonas sp NIES-3921 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Rhynchobodo sp Hamilton Lake 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Rhynchobodo sp HFCC304 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Rhynchomonas nasuta 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Rhynchomonas nasuta 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Rhynchomonas nasuta strain BSZ1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Rhynchomonas nasuta strain HFCC319 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Rhynchopus sp ATCC 50229 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Rictus lutensis strain PC1206 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Roombia truncata small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Salpingoeca fusiformis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Saprolegnia australis 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Saprolegnia parasitica gene for 18S rRNA, partial cds, strain:NJM8604 F1

Saprolegnia sp SAP1 strain SAP1_BRNO1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Saprolegnia sp SAP1 strain SAP1_ZEL02 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Saprolegnia sp SAP1 strain SAP1_ZEL03+04 clone 2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Saprolegnia sp SAP2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Saprolegnia sp SAP4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Scenedesmaceae sp Tow 2/24 P-8w 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Scenedesmus acutus strain LRB-AZ414 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Scenedesmus acutus strain LRB-AZ414 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Scenedesmus armatus var subalternans genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture
collection CCAP 276/4A F1

Scenedesmus incrassatulus genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 276/43 F1

Scenedesmus sp 1122 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Scenedesmus sp SEV3VF49 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Scherffelia dubia 18S rRNA gene (partial), 5 8S rRNA gene, 28S rRNA gene (partial), ITS1 and ITS2, strain SAG 17 86 F1

Scrippsiella sp CCAP1134/9 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, culture collection
CCAP 1134/9 F1

Scrippsiella sp HZ-2005 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Selenastrum capricornutum small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Sellaphora auldreekie clone DUN1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Sellaphora capitata 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA gene (partial), clone PUR9c F1

Sellaphora cf seminulum clone TM37 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Sellaphora pupula clone THR14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1
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Skeletonema pseudocostatum genes for 5 8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: CCMP 2472 F1
Sphaeroeca leprechaunica 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Sphaeropleales sp KF-2013b strain BCP-WJT54VFNP11 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spiniferodinium galeiforme 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spirogyra sp GRS1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spirogyra sp ZIP2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spirotaenia alpina partial 18S rRNA gene, strain Kies 2686 b F1

Spongiococcum tetrasporum strain ACSSI 120 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella danica 18S rDNA gene F1

Spumella sp 18S rDNA gene, isolate 37G F1

Spumella sp TGS4 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Spumella-like flagellate 391f 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBAF33 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBAS36 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBAS37 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBCO7 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBC13 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBC22 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBC29 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBM/S11 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBMO06 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBMO8 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBMO09 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBM18 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBM19 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBNA46 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Spumella-like flagellate JBNZ43 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Staurastrum maamense, partial 18S rRNA gene, internal transcribed spacer 1, 5 8S rRNA gene and internal transcribed spacer 2, strain
SVCK377 F1

Staurosira cf mutabilis partial 18S rRNA gene, strain p1407 F1

Staurosira sp 1-141 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Staurosirella sp D-35 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Stephanodiscus minutulus strain Y98-1 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Stephanodiscus parvus isolate TCC355 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Stephanopyxis nipponica small subunit ribosomal RNA, complete sequence F1

Stephanopyxis turris gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: p121 F1

Stigeoclonium sp CCAC 1904 partial 18S rRNA gene, strain CCAC 1904 B F1

Stoeckeria sp SSSC09 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain SSSC09 F1
Stramenopile sp MAST-12 KKTS_D3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Suessiaceae sp YY1405 partial 18S rRNA gene, strain YY1405 F1

Suigetsumonas clinomigrationis gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Surirella sp CCAP 1071/2 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2, culture collection CCAP 1071/2 F1
Symbiochloris symbiontica strain SAG 2099 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Symbiodinium sp ex Amphisorus hemprichii clone 311 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
5 8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence F1

Symbiodinium sp ex Leptastrea purpurea isolate P66_8 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
complete sequence; and 5 8S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Symbiodinium sp Kokubulc genes for 18S rRNA, ITS1, 5 8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence F1

Synedra sp NTDMNO1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Synedra sp p517 18S rRNA gene, clone p517 F1

Synedra ulna strain D-32 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Synura bjoerkii strain SC57A6 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Synura curtispina strain SAG29 92 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Synura multidentata strain S90C11 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Synura petersenii strain ACOI1707 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Synura sphagnicola strain CCMP2897 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Synura spinosa strain S74D2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Syssomonas multiformis strain Colp-12 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Teleaulax amphioxeia 18S rRNA gene, strain K-0434 F1

Teleaulax amphioxeia partial 18S rRNA gene, strain SCCAP K-0434 F1

Telonema antarcticum 18S rRNA gene F1

Tessellaria volvocina 18S small subunit nuclear ribosomal RNA gene F1

Tetrabaena socialis gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: NIES-571 F1

Tetracystis pulchra strain SAG 97 80 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Tetracystis sp 14601-7 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 F1

Tetranephris brasiliensis genes for 18S rRNA, ITS1, 58S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: GS3j F1
Tetraselmis cordiformis 18S rRNA gene (partial), 5 8S rRNA gene, 28S rRNA gene (partial), ITS1 and ITS2, strain SAG 26 82 F1
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Tetraselmis striata 18S rRNA gene (partial), 5 8S rRNA gene, 28S rRNA gene (partial), ITS1 and ITS2, strain SAG 41 85 F1
Thalassionema bacillare strain WK54 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Thalassionema frauenfeldii strain WK5 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Thalassiosira anguste-lineata strain BEN02-30 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Thalassiosira guillardii 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Thalassiosira minima strain CCMP 991 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Thalassiosira pseudonana strain NEPC709 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Thalassiosira sp CCAP 1085/17 genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain
CCAP 1085/17 F1

Thalassiosira tenera partial 18S rRNA gene, type strain MHtt1 F1

Thalassiosira weissflogii strain CCMP 1050 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Thalassiothrix longissima gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: p441 F1

Theleodinium calcisporum strain MP69 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1
Thraustochytriidae sp SEK 690 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence F1

Thraustochytrium aureum gene for 18S rRNA F1

Trachelomonas scabra strain NJ T235 16S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; chloroplast F1

Trachydiscus minutus strain CCALA 838 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Trachydiscus sp LCR-Awa-9-2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Trebouxia arboricola clone RHC_L2_H3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Trebouxia impressa gene encoding 18S ribosomal RNA F1

Trebouxia jamesii (UBT-86 132E2) 5 F1

Trebouxia sp P-304-la 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA gene (partial), isolate P-304-la F1
Trebouxia sp P-360-I partial 18S rRNA gene, ITS1, 5 8S rRNA gene, ITS2 and partial 26S rRNA gene, isolate P-360-1 F1
Trebouxiophyceae sp VPL1-3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Trentepohlia sp Cyeb2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA gene,
complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Trentepohlia sp SAG 117 80 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Tribonema aequale 16S ribosomal (small subunit) RNA F1

Tribonema ulotrichoides partial 18S rRNA gene, strain SAG 21 94 F1

Trichonympha sp 2 ERJ-2013 clone WG5 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Tryblionella apiculata strain UTEX FD465 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Trypanoplasma borreli 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Ulothrix zonata UTEX 745 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

unclassified coccolithophorid CCMP 300 18S rRNA gene F1

UNVERIFIED: Paraphysomonas longispina strain NFBC 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Urgorri complanatus strain CrlEHU 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Uroglena americana small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Uroglena americana strain CCMP2769 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Uronema minutum partial 18S rRNA gene, strain CCAP 386/1 F1

Urosolenia eriensis strain Y98-8 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Vacuolaria virescens strain SAG B 1195-1 18S ribosomal RNA gene, complete sequence F1

Vacuoliviride crystalliferum gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, strain: NIES-2860 F1

Vitreochlamys fluviatilis gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: NIES-879 F1

Volvox rousseletii 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence F1

Willea rectangularis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Wislouchiella planctonica 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Woloszynskia cincta 18S rRNA gene (partial), ITS1, 58S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain Nam Seon Kang F1
Woloszynskia cincta strain RCC2013 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Woloszynskia leopoliensis small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Woloszynskia pascheri strain CCAC0075 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Cyclotella ocellata

Dangeardinia desmidii gene for 18S rRNA, partial sequence, strain: UTEX 2733 F1

Decastava edaphica strain CCAP 1265/2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Desmarella moniliformis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence F1

Dysmorphococcus globosus 18S ribosomal RNA gene F1

Myrmecia biatorellae (UTEX 907) rRNA for nuclear encoded small subunit ribosomal RNA F1

Spirogyra sp. metagenome genome assembly, chromosome: | F1
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