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REZIME

Rad prikazuje metabarkoding analizu uzoraka fitoplanktona sakupljenih u jesen 2023.
godine iz slanog jezera Pecena slatina (Juzni Banat, Srbija). Cilj studije je identifikacija algi
i cijanobakterija iz vodenog stuba koriste¢i jedan genski marker za obe grupe. Nakon
filtriranja uzoraka vode obavljena je izolacija sredinske DNK, umnozavanje fragmenta gena
za 238 rRNK i sekvenciranje pomocu MiSeq tehnologije. Bioinformati¢kom obradom
dobijenih sekvenci konstatovano je ukupno 54 varijante sekvenci amplikona, od kojih je 45
povezano sa 25 taksona na nivou vrste pomocu Phytool v3 1 NCBI baze sekvenci.
Metabarkodingom otkriveno je dva i po puta viSe taksona nego konvencionalnom metodom
svetlosnog invertnog mikroskopa.

KLJUCNE RECL metabarkoding, fitoplankton, Peena Slatina, 23S rRNK, slana jezera




METABARCODING AS A TOOL FOR
PHYTOPLANKTON IDENTIFICATION IN SALINE
LAKES

ABSTRACT

This study presents a metabarcoding analysis of phytoplankton collected in autumn 2023
from saline lake Pedena slatina (Southern Banat, Serbia). The aim was to identify algae and
cyanobacteria from the water column using a single genetic marker. After filtering the
water, eEDNA was isolated, fragment of the 23S rRNA gene was amplified, and sequencing
was performed using MiSeq technology. Bioinformatic analysis revealed a total of 54
amplicon sequence variants, 25 taxa were assigned to the species level using Phytool v.3
and NCBI database. The metabarcoding analysis revealed 2.5 times more taxa than the
conventional method of light inverted microscopy.

KEY WORDS: metabarcoding, phytoplankton, Pe¢ena slatina, 23S rRNA, saline lakes

UvVOD

Poznavanje sastava zajednice algi i cijanobakterija koje naseljavanju vodeni stub u
Jezerima, akumulacijama i velikim ravnidarskim rekama je znalajno sa stanoviita zastite
biodiverziteta 1 monitoringa ckolokog statusa ovih akvati¢nih ekosistema. Fitoplankton
predstavlja relevantan bioloski element kvaliteta pri  odredivanju  ekoloskog
statusa/ekoloskog potencijala povrSinskih voda u Evropskoj uniji i Republici Srbiji
(European Commission, 2000; S1. glasnik, 2011).

lako su Okvirnom direktivom o vodama obuhvacena samo jezera 0,5 km?, mnoge stajace
vode manje povrSine predstavljaju vazne centre biodiverziteta. Slana alkalna jezera su
posebno zanimljiva zbog svoje halofilne flore i faune prilagodene ekstremnim uslovima
povecanog saliniteta, visokog pH kao i izraZenih dnevno-noénih i sezonskih fluktuacija
abiotickih faktora (Boros i sar., 2013; Gavrilovi¢ i sar., 2018). U slanim jezirima i barama
Karpatskog basena opisano je nekoliko novih wvrsta algi za nauku, poput
Nitzschia haloserbica Vidakovic, Ector, C.E.Wetzel & Krizmanic 2022 (Vidakovi¢ 1 sar.,
2022), Mayamaea pannonica Vidakovic, Krizmanic & Levkov 2023 (Vidakovi¢ i sar.,
2023) i Chloroparva pannonica Somogyi, Felfoldi & Voros 2011 (Somogyi i sar., 2011).
Osim znacaja za taksonomiju kao nauku, alge i cijanobakterije slanih jezera igraju vaznu
ulogu u biomonitoringu ovih jedinstvenih ekosistema (Ciri¢ i sar., 2021; Lengyel i sar..
2016).

U fitoplanktonu slanih jezera uglavnom dominiraju veoma sitni fotosintetski ogranizmi
(Boros i sar., 2013), pa za potpunu identifikaciju ovih nanoplanktonskih (<20 pm) i
pikoplanktonskih (<2 pm) algi i cijanobakterija nije dovoljna upotreba svetlosne
mikroskopije. Pojavom savremenih metoda molekulare biologije otvorene su nove
mogucnosti za izutavanje razli€itih zajednica mikroorganizama (Taberlet i sar., 2012).
Metabarkoding je metod zasnovan na sekvenciranju kratkog varijabilnog genskog regiona
1. barkoda prema kome se taksoni prisutni u istoj zajednici mogu razlikovati, a koji ima



potencijal da zameni konvencionalne metode mikroskopije u analizi fitoplanktona
(Tapolczai i sar., 2025).

Ciljevi ove studije su: 1) identifikacija fotosintetskih eukariotskih i prokariotskih
organizama slanog jezera Pelena slatina primenom metabarkoding analize zasnovane na
univerzalnom markeru, fragmenta gena koji kodira 23S ribozomalnu RNK i 2) poredenje
rezultata dve metode analize fitoplanktona: konvencionalne koja je zasnovana na
mikroskopiji i metabarkodinga.

MATERIJAL I METODE

Uzorci fitoplanktona sakupljeni su u novembru 2023. godine sa Getiri mesta u slanom
jezeru Pecena slatina u JuZnom Banatu (Slika 1).
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Slika 1. Pozicija jezera Petena slatina u Srbiji (desno) i izgled obale (levo); tatke oznadavaju mesta
uzorkovanja
Figure 1. Position of lake Petena slatina in Serbia (right) with coastal line (left); dots indicate
sampling sites.

Za potrebe poredenja dve metode: 1) konvencionalne zasnovane na mikroskopiji i 2)
molekularno bioloske tj. metabarkodinga, uzeti su uzorci za kvalitativnu i kvantitativnu
analizu fitoplanktona. Identifikacija algi i cijanobakterija je obavljena pomodu svetlosnog
mikroskopa Leica DM750 (Leica Microsystems) sa objektivom HI PLAN 40/0.65
(uvelicanje 400x) iz uzoraka sakupljenih fitoplanktonskom mreicom (promer okaca 20
pm). Nefiltrirani uzorci vode sakupljeni su plastinim crevom u vidu integralnog uzorka




vodenog stuba iz eufotitne zone i fiksirani Lugolovim rastvorom. Brojanje taksona u
nefiltriranim uzorcima obavljeno je invertnim mikroskopom INVE 500T (COLO Lab
Experts, Slovenija) prema metodi Uterméhl (1958) nakon sedimentacije v komorici
(Hydro-Bios, Kiel, Germany) u trajanju od 24 h. Preracun biomase pojedina¢nih taksona
zasnovan je na proizvodu abundance i zapremine c¢elija koja je preracunata na osnovu
geometrijske aproksimacije njihovog oblika 1 podataka dobijenih morfometrijskim
merenjima (Hillebrand i sar., 1999).

Metabarkoding analiza je sprovedena u pet koraka: 1) filtriranje uzoraka vode na terenu, 2)
izolacija ukupne sredinske DNK, 3) umnozavanje ciljnog fragmenta DNK, 4) sekvenciranje
i 5) bioinformaticka obrada dobijenih sekvenci. Prvi korak je obavljen na terenu
propustanjem vode kroz filter od 0,45 pm (Sterivex, Millipore). Ekstrakcija DNK je
obavljena direktno iz Sterivex filtera prema uputstvima sadrzanim u NucleoSpin soil kit-u
{Macherey-Nagel) 1 pratec¢i korake opisane u INRAE protokolu:
https://www.protocols.io/view/fish-edna- dna extraction-from-water-samples-filter-
bp2lénpadege/vl. Deo gena koji kodira 23S rRNK je umnoZem pomodu para prajmera koje
su razvili Canino i sar. (2023): ECLA23S FI (5-ACAGWAAGACCCTATGAAGCTT-3")
1 ECLA23S R1 (5'- CCTGTTATCCCTAGAGTAACTT-3"). Polimerazne lancana reakcija
(PCR) je obavljena u reakcionoj smesi ukupne zapremine 25 pL, koja je sadrzi po 5 uL oba
prajmera (1 pM), 12,5 nL. KAPA HiFi HotStart Ready Mix (Roche Molecular Systems,
Inc) i 2,5 pL DNK uzorka. PCR program se sastojac iz inicijalizacije (aktivacije
polimeraze) u trajanju od 3 min (95°C), zatim 30 ciklusa koje ¢ine: denaturacija matrice u
trajanju od 30 s (95°C), vezivanje prajmera tokom 30 s (58°C), sinteza lanaca u trajanju od
30 s (72°C) 1 na kraju finalna elongacija tokom 5 min na 72°C. Sekvenciranje ovako
amplifikovane DNK je obavljeno uz pomoé¢ MiSeq tehnologije (Illumina, SY-410-1003) i
v3 kita sa reagensima u saradnji sa PGTB platformom (Plateforme de Génomique et
Transcriptomique, Bordeaux, France). Postupak bioinformaticke obrade dobijenih sekvenci
zasnovan je na radu Nicolosi Gelis 1 sar. (2024) uz napomenu da su uklonjene one varijante
sekvenci amplikona koje su zabeleZene manje of 10 puta u sva Cetiri uzorka zajedno.
Taksonomska pripadnosti sekvenci odredena je na osnovu njihovog poklapanja sa dve baze
Phytool v3 i National Center for Biotechnology Information (NCBI).

REZULTATI I DISKUSIJA

U Petenoj slatini je zabeleZeno ukupno 54 varijanti sekvenci amplikona koje pripadaju
fitoplanktonskim organizmima (Tabela 1). Ukupno 45 sekvenci je povezano sa 25 taksona
determinisanih do nivoa vrste, medu kojima najveci broj pripada razdelu euglenoidnih algi.




Tabela 1. Rezultati metabarkoding analize fitoplanktona na detiri tadke u Pecenoj slatini u jesen 2023
Table 1. Results of metabarcoding analysis of phytoplankton collected at four sites in Pecena slatina

in autumn 2023
Parametar PS1 PS2 PS3 PS4 Ukupno
Broj ocitavanja* 18772 18266 24323 17376 78737
Broj vsa®* 44 48 44 40 54
Broj grupa/razdela 6 6 6 6 6
Broj taksona 21 27 28 25 30
Broj vrsta 18 21 23 20 25

*olitavanje (eng. read) se odnosi na DINK. sekvencu poreklom od Jjednog fragmenta DNK molekula
**vsa - varijanta sekvenci amplikona

Po relativnom udelu u ukupnom  broju oCitavanja dominirale su cijanobakterije i
euglenocidne alge (Slika 2).
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Slika 2. Procentualni udeo grupa‘razdela u ukupnom broju oditavanja na Cetiri mesta uzorkovanja
(PS1-PS4) u jezeru Petena slatina (metabarkoding analiza)
Figure 2. The percentage of different groups of microalgae and cyanobacetria in the total number of
reads recorded at four sites (PS1 -PS4) in Pe¢ena slatina in autumn 2023

U Pecenoj slatini je kvantitativnom analizom fitoplanktona u jesenjim uzorcima zabeleyeno
ukupno 12 taksona iz tri grupe: Cyanobacteria, Chlorophyta i Euglenophyta (Tabela 2).



Najveda raznovrsnost konstatovana je u razdelu euglenoidnih algi sa pet vrsta roda
Euglena. :

Tabela 2. Rezultati kvalitativne (mikroskopske) analize fitoplanktona u Pedenoj slatini u jesen 2023
Table 2. Results of qualitative (microscopic) analysis of phytoplankton collected at four sites in
Pecena slatina in autumn 2023

Parametar PS1 PS2 PS3 PS4 Ukupno
Broj grupa/razdela & 3 3 3 3
Broj taksona 8 9 7 8 12

Po relativnom udelu u ukupnoj biomasi fitoplanktona na sva &etiri lokaliteta dominirale su
trihalne cijanobakterije (Slika 3).
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Slika 3. Procentualni udeo grupa/razdela u ukupnoj biomasi fitoplanktona na Getiri mesta uzorkovanja
(PS1-PS4) u jezeru Pecena slatina (mikroskopska analiza)
Figure 3. The percentage of different groups of microalgae and cyanobacteria in the total biomass of
phytoplankton recorded at four sites (PS1-PS4) in Pecena slatina in autumn 2023

Metodom metabarkodinga konstatovane su alge iz grupa Heterokontophyta, Criptista i
Haptophyta koje nisu uotene mikroskopskom analizom. U ovim grupama detektovana je
DNK koja pripada: (1) veoma sitnim fotosintetskim organizmima &ije su éelije tesko
uolljive svetlosnim mikroskopom, (2) retkim vrstama i (3) slabo poznatim ili relativno
skoro opisanim taksonima. Medu taksonima ¢&ija je sekvenca nadena na sve cetiri tatke u
jezeru, a koji nisu identifikovani mikroskopskom analizom, je silikatna alga
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Chaetoceros simplex Ostenfeld 1902 (Heterokontophyta). Neke kolonijalne planktonske
viste ovog roda naseljava endorei¢na slana vodena stanista (Wang i sar., 2014). Vrste
Guillardia theta D.R.A.Hill & R.Wetherbee 1990 (Criptista), Diacronema lutheri (Droop)
Bendif & Véron 2011 (Haptophyta) i Prymnesium parvum N. Carter 1937 (Haptophyta)
pripadaju taksonima koji se retki ili relativno slabo poznati, pa ih je prilikom
mikroskopiranja lako prevideti. Utvrdivanje prisustva ovih vrsta ne samo molekularnim,
ve¢ i konvencionalnim metodama je vazno imajuéi u vidu da su neke od njih potencijalno
toksiCne, kao na primer Prymnesium parvum (Free i sar., 2023).

ZAKLIUCAK

Metabarkoding analizom fitoplanktona slanog jezera PeGena slatina konstatovano je dva i
po puta viSe taksona nego konvencionalnom metodom svetlosnog invertnog mikroskopa.
Dalji razvoj Phytool referentne baze i njena dopuna novim sekvencama mikroalgi, poput
novih sekvenci koje su detektovane u jezeru Peena slatina, otvaraju put za Sire kori§¢enje
sredinske DNK u analizi strukture i dinamike zajednice fitoplanktona stajacih i
sporotekuéih voda.
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