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1. UVOD
11 DIJATOMEJE

1.1.1 Morfoloske i fizioloske karakteristike dijatomeja

Dijatomeje ili alge kremenjasice su jednostani¢ni eukariotski organizmi koji posjeduju
karakteristicnu stani¢nu stijenku gradenu od amorfnog silicija i organske osnovice
(SiO2xH20) koja se naziva frustula. Frustulu ¢ine dvije valve: manja hipovalva (donja) i veca
epivalva (gornja) izmedu kojih se nalazi pojas (cingulum) kojeg tvori razli¢it broj obruca
(copulae) (Slika 1) (Round i sur. 1990).

Slika 1. Vanjski izgled penatne dijatomeje koja prikazuje hipovalvu (Hv) s
hipocingulumom (Hc), epivalvu (Ev) s epicingulumom (Ec)), sredi$nji nodul (Cn), rafu
(Ra) i vr$ni nodul (Pn). (Preuzeto i prilagodeno iz Krato$ova i sur. 2014)

Na temelju simetrije dijatomeje dijelimo u dvije osnovne kategorije: penate i centrice.
Penatne dijatomeje su bilateralno simetricne dok su centrice radijalno simetri¢ne.
Razlikujemo dva glavna poloZaja koje stanice dijatomeja zauzimaju s obzirom na promatraca:
valvalni polozaj koji omogucuje promatranje morfoloskih struktura na povrsini valve (Slika
2A) i pleuralni polozaj koji pokazuje strukture na pojasu te ukazuje na razlicite oblike valvi
(Slika 2B). Primjerice stanice roda Achnanthes karakterizira savijenost valve u sredi$njem

podru¢ju, a stanice roda Poulinea imaju V-oblik (Round i sur. 1990).



1. UuvOD

Slika 2. Prikaz dva polozaja dijatomeja s obzirom na promatraca: A) Valvalni polozaj
stanice vrste Achnanthes elongata, mjerka 10 um, B) Pleuralni poloZaj stanice vrste
Achnanthes squaliformis, mjerka 10 pm (preuzeto iz Majewska i sur. 2017)

Morfoloske karakteristike 1 njihov polozaj s obzirom na ravnine i osi frustule su vazna
obiljezja pri odredivanju vrsta dijatomeja. Strukture frustule vazne za determinaciju su pore,
rafe, strije, rogovi, Siljci i druge specifi¢ne silikatne tvorbe. Vrste i rodovi se medusobno
mogu razlikovati prema izgledu i obliku pora ¢ije su detaljne strukture vidljive jedino pod
elektronskim mikroskopom. Funkcija pora je omoguéavanje izmjene tvari izmedu stanica koja
je onemoguéena na dijelovima membrane koja je u potpunosti prekrivena silikatnom
stanicnom stijenkom. Areole su pore rasporedene u redovima koji stvaraju strije. NajcesSce se
formiraju u transapikalnoj ravnini bilateralno simetri¢nih penata, ili radijalno iz sredi$njeg
nodula centrica. Za morfolosku determinaciju bitna su i obiljezja strija poput gustoce (broj
strija unutar 10 um duljine valve), orijentacija i broj redova areola. Izmedu strija mogu se
nalaziti rebra (costae) koja se definiraju kao produZena silikatna zadebljanja bez pora. Rafa je
takoder determinirajuce obiljezje karakteristi¢no za penate. Sastoji se od dva rascjepa preko
apikalne osi valve koji imaju svoj proksimalni i distalni kraj. Ti krajevi poprimaju razli¢ite
oblike poput ravni, kukasti, jeziCasti, blago zaobljeni itd, koji se koristi pri razlikovanju
rodova i vrsta dijatomeja. Kroz rafu izluCuju organsku tvar koja ima ulogu u kretanju stanice
po povrsini (Round i sur. 1990).

Dijatomeje su primarno fotosintetski organizmi, iako neke vrste mogu biti heterotrofne
u uvjetima bez svjetlosti. Manje od 10 vrsta su obligatorni heterotrofi i spadaju u rodove
Nitzschia i Hantzschia (Li i Volcani 1987). Posjeduju pigmente klorofil a, klorofil c1, c2 i cate

karotenoide. Karakteristi¢an pigment je ksantofil fukoksantin koji je zuto-smede boje. Oblik i
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broj plastida je bitan pri morfoloSkoj karakterizaciji vrsta. Centrice uglavnom imaju puno
diskoidnih plastida na periferiji citoplazme ili radijalno rasporedenih oko jezgre, dok penate

imaju najcesce jedan ili dva plastida (Round i sur. 1990).

1.1.2 Zivotni ciklus

U zivotnom ciklusu dijatomeja se izmjenjuju spolna i nespolna faza razmnozavanja
(Slika 3). Nespolni ciklus ili vegetativno razmnozavanje diploidnih stanica odvija se mitozom.
Prilikom stani¢ne diobe, nova stani¢na stijenka hipoteke stanice kéeri se nadograduje na
stani¢nu stijenku epiteke stanice roditelja. Istovremeno hipoteka stanice roditelja postaje
epiteka stanice kéeri na koju se nadograduje stani¢na stijenka nove hipoteke. Vegetativno
razmnozavanje uzrokuje smanjenje veli¢ine stanica dijatomeja jer se sinteza stani¢nih stijenki
uvijek provodi u okviru stani¢nih stijenki roditeljske stanice. Znac¢ajno smanjenje je vidljivo
nakon nekoliko generacija. Za penatne dijatomeje je karakteristicna promjena izduZeno-
linearnog oblika stanice u ovalno-kruzni kao posljedica brZzeg smanjenja Sirine stanice (Round
i sur. 1990).

Nespolno - A
razmnozavanje n s n ~
- /
Smanjenije veli¢ine
. P S

~
N ~Eye

-~

Auksospora
Jajne stanice

b

sp°|n° D
v - o
oplodnja razmnozavanje &

G -
55 \.‘r"ll ?
Spermatociti ~4 °

Slika 3. Zivotni ciklus dijatomeja: izmjena spolnog i nespolnog razmnozavanja. (Preuzeto i prilagodeno iz
Kale i Karthick 2015)

Spolni ciklus dijatomeja slijedi nakon S$to stanice dosegnu maksimalnu redukciju
veli¢ine te ukljuuje formiranje gameta procesom mejoze. S obzirom na vrstu gameta u
spolnom ciklusu centrica nalazimo oogamiju koja podrazumijeva spajanje nepokretne Zenske
gamete (oogonijum) i pokretne muSke gamete (spermatocit), a kod penatnih dijatomeja
izogamiju (anizogamiju). lzogamija je spajanje morfoloski i fizioloski identicne muske i

3
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zenske gamete dok je anizogamija spajanje gameta koje su morfoloski iste, ali fizioloSki
razli¢ite jer je jedna gameta pokretna, a druga ne. Spajanjem gameta nastaje auksospora koja
stvara posebni omota¢ graden od organske tvari i silikata. Dijeli se uzastopnim mitotickim
diobama ¢ime povecava veli¢inu, te formira hipoteku i epiteku ¢ime nastaje diploidna stanica
pocetne veli¢ine karakteristicne za vrstu koja je Cesto nekoliko stotina puta veca od
roditeljskih stanica. Osim navedenih karakteristicnih nacina spolnog razmnozavanja i
stvaranja auksospore, kod nekih rodova prisutne su partenogeneza i autogamija (Round i sur.
1990).

1.1.3 Rasprostranjenost i stanista dijatomeja

Dijatomeje su Siroko rasprostranjene diljem svih vodenih i kopnenih stanista na Zemlji.
U vodenom stupcu mora i slatkih voda nalaze se u eufoti¢koj zoni do 200 m dubine gdje
prodire dovoljno svjetlosnog zracenja neophodnog za proces fotosinteze (Round i sur. 1990).
Odredena terenska istrazivanja pokazala su uspjesnost rasta dijatomeja i do 4000 m dubine,

Sto ukazuje na prilagodbu fotosustava u uvjetima slabog osvjetljenja (Agusti i sur. 2015).

Rast dijatomeja ovisi 0 intenzitetu i boji svjetlosti, dostupnosti CO2 i makronutrijenata
poput nitrata, fosfata i silikata te prisutnosti metala u tragovima poput zeljeza koji moze
limitirati primarnu produkciju. Ograni¢avajuci nutrijenti su neophodni za rast stanice, ali ih
ima u najmanjoj koncentraciji unutar ekosustava. Opcenito se smatra da u morskim
ekosustavima nitrati ograni¢avaju primarnu produkciju, a u slatkovodnim ekosustavima je
fosfat limitiraju¢i nutrijent, osim Mediteranskog mora gdje je fosfat takoder limitirajuci za
rast primarnih proizvodaca (Krom i sur. 1991). U svim stani§tima rast dijatomeja je ograni¢en

koncentracijom silikata potrebnih za sintezu frustule (Round i sur. 1990).

Ovisno o tipu stanista, dijatomeje se dijele na planktonske i benticke. Planktonske
dijatomeje plutaju u vodenom stupcu dok benticke dijatomeje zive pri¢vrS¢ene na razlic¢itim
povrSinama zivih i nezivih objekata. S obzirom na vrstu podloge razlikujemo epipelicke
zajednice koje se nalaze na povrSini sedimenta, endopelicke zive U sedimentu, epipsamnicke
izmedu zrnaca pijeska, epiliticke na kamenjima, epifitske na povrsini biljaka, a epizojske na
povrsini zivotinja. Dijatomeje epipelona i endopelona migriraju iz povrsine u dubinu i obrnuto
¢ime dolaze do svjetlosti tijekom nanosa novog sedimenta i izbjegavaju predatore. Epizojske
zajednice pronadene su na mekuScima, rakovima, slatkovodnim trepetljikas§ima, nogama i
perju morskih ptica (Croll i Holmes 1982), kozi kitova (Denys 1997), a nedavno i na kozi i
oklopu slatkovodnih (Wetzel i sur. 2012) i morskih kornjac¢a (Majewska i sur. 2015).
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1.1.4 Epizojske dijatomeje morskih kornjaca

Epizojska zajednica dijatomeja koja se nedavno pocela intenzivnije istrazivati nalazi se
na morskim kornjaCama. Wetzel i suradnici (2012) opisali su novu vrstu dijatomeje
Tursiocola podocnemicola koja obitava na amazonskoj slatkovodnoj kornja¢i vrste
Podocnemis erythrocephala. Time su takoder zapoceta istrazivanja epizojske zajednice
dijatomeja na oklopu i kozi morskih kornja¢a. Robinson i suradnici (2016) dokazali su
postojanje raznolike epizojske dijatomejske zajednice na svih 7 vrsta morskih kornjaca.
Istrazivanja epibiontskog mikrobioma morskih kornjac¢a daje nove uvide o njihovom zdravlju
I ponasanju, te takoder omogucéava determinaciju strukture tih specifi¢nih bentickih populacija

dijatomeja koje su do sada bile nepoznate znanstvenoj zajednici (Robinson i sur. 2016).

1.1.5 Morfoloske znacajke vrsta dijatomeja Poulinea lepidochelicola Majewska, De
Stefano & Van de Vijver i Achnanthes elongata Majewska & Van de Vijver

U ovom radu je prouCavan utjecaj umjetne svjetlosti razli¢ite boje na rast sojeva
dijatomeja vrsta Poulinea lepidochelicola i Achnanthes elongata. Ove vrste pripadaju
bentickoj zajednici, to¢nije epizojskoj zajednici dijatomeja te su opisane s oklopa morskih
kornjaca vrste Lepidochelys olivacea (pacificka maslinasta Zelva) na pacifickoj obali
Kostarike (plaza Ostional). A. elongata je novootkrivena vrsta za znanost unutar vec
postojeceg roda, dok P. lepidochelicola pripada novootkrivenom rodu (Majewska i sur.

2015). Obje vrste su penatne dijatomeje s bilateralnom simetrijom.

Stanice Poulinea lepidochelicola u pleuralnom polozaju imaju oblik slova V, odnosno
siroki vrh koji se postepeno suzava prema suprotnom kraju (Slika 4A). U valvalnom polozaju
heteropolarne valve imaju vidljivu faciju (sredi$nji hijalini dio stanice) te monoseriatne strije
gradene od jednog reda dviju transapikalno izduzenih areola (Slika 4B). Pojas (cingulum) je
graden od 12 kopula, te se na apikalnom dijelu prve i druge kopule nalazi septum (Majewska
i sur. 2015).
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Slika 4.  Morfoloske  karakteristike  dijatomeje  Poulinea
lepidochelicola. A) Pleuralni polozaj frustule pokazuje V-oblik
stanice; mjerka 10 um; B) Stanice pri¢vrséene za podlogu; mjerka 10
um. (Preuzeto iz Majewska i sur. 2015)

Epizojska dijatomeja Achnanthes elongata posjeduje heterovalvarnu frustulu savijenu
na sredini transapikalne osi. Stanice posjeduju dvije razlicite valve, konveksnu valva bez rafe
i konkavnu valvu s rafom. Rafidna valva ima uzak sternum, monoserijatne strije s dvije
elipti¢ne areole i red manjih areola koji se nalazi izmedu strija na prijelazu s lica valve prema
pojasu (Slika 5A). Areole imaju mreZasti izgled jer su ispunjene sitnim porama (kribratne
areole; Slika 5B). Distalni krajevi rafe su kukasti, a proksimalni krajevi rafe su ravni (Slika
5A). Arafidna valva posjeduje monoserijatne strije unutar kojih se nalaze 3-4 kribratne areole
(Slika 5C) (Majewska i sur. 2017).
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Slika 5. Morfoloske karakteristike dijatomeje Achnanthes elongata: A) Stanice u
pleuralnom polozaju; mjerka: 10 um, B) Kribratne areole; mjerka 1 um, C) Arafidna
valva- pogled iznutra; mjerka 10 um. (Preuzeto iz Majewska i sur. 2017)

Znacajna karakteristika navedenih epizojskih dijatomeja je pri¢vrs¢avanje za podlogu
pomocu sluzavih polisaharidinih stapki koje izlucuju kroz frustulu. Unutar populacije
odredene stanice vrste P. lepidochelicola izlu¢uju duge stapke kroz donji uzak pol stanice
kojima se drze za podlogu. Ostale stanice se pomocu sluzi pri¢vr¢uju jedna uz drugu,
formirajuéi grumene. Medutim, ne stvaraju sve stanice nuzno stapke te je njihova toc¢na
funkcija jo$ uvijek nerazjasnjena (Majewska i sur. 2015). Stanice vrste A. elongata takoder
izluCuju vrlo kratke sluzave stapke kroz apikalni vrh valve te se pri¢vrs¢uju za podlogu. U
populaciji moguce je formiranje lanaca u kojima su stanice povezane sluzavim kratkim

stapkama preko apikalnih vrhova valvi (Majewska i sur. 2017).
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1.2 LABORATORIJSKI UZGOJ KULTURA ALGI
1.2.1 Povijesni razvoj tehnika uzgoja kultura algi
Dijatomeje i ostale mikroalge uzgajaju se u kontroliranim uvjetima u laboratoriju da bi

imali dostupne eksperimentalne organizme za znanstvena istrazivanja. Metode 1 tehnike za

izolaciju 1 uzgoj mikroalgi pocele su se razvijati krajem 19. i poc¢etkom 20. stoljeca.

Izmedu 1890. i 1896. god. osmisljene su formule za otopine morske vode obogaéene
nutrijentima, uzgojene su algalne kulture na agaru i monokulture algi bez kontaminacija
(Andersen 2005). Bostwick H. Ketchum i Alfred C. Redfield su 1938. godine razvili metodu
polukontinuiranog uzgoja algalnih kultura u mediju tako Sto su prikupili biomasu kultura u
stacionarnoj fazi rasta, dodali novi medij i odvajanjem dijela populacije omogudili ulaz
kulture u eksponencijalni rast i povecanje biomase. Ernst Georg Pringsheim je 1912. godine
objavio knjigu "Pure Cultures of Algae" u kojoj je iznio sve znacajne znanstvene radove o
metodama uzgoja algalnih kultura i time pridonio fikologiji s velikom kolekcijom od 2000
kultura koje predstavljaju vise od 400 vrsta algi (Andersen 2005). Od tada pa do danas je u
cijelom svijetu ustanovljeno ukupno 27 velikih kolekcija ~monokultura algi

(www.phycology.net/).

Tehnika centrifugiranja se prvi put uvodi 1927. godine te koristenje fototaksije
pokretnih stanica u svrhu uzgoja akseni¢nih kultura. Luigi Provasoli i njegovi suradnici
razvijaju umjetne podloge s dodacima vitamina i minerala, te su medu prvima razvili metodu
uporabe antibiotika u svrhu uzgoja akseni¢nih algalnih monokultura. M. Goldzweig-
Shelubsky 1951. godine uspijeva u uzgoju akseni¢nih kultura rodova Scenedesmus, Navicula i
Euglena pomocu tretmana penicilinom. Takoder se razvijaju temelji krioprezervacije,

odnosno dugoro¢nog oc¢uvanja algalnih kultura hladenjem (Andersen 2005).

1.2.2 Recentne metode izolacije, uzgoja i procis¢avanja monokultura algi

Tijekom izolacije stanica mikroalgi iz prirodnog uzorka potrebno je utvrditi koje
metode su najprikladnije s obzirom na vrstu alge, kako bi se izbjegla velika oStecenja stanica 1
oneci$¢enja monokulture s nezeljenim organizmima. Takoder, potrebno je odabrati medij koji
¢e podrzati rast izoliranih stanica u ve¢u monokulturu. Dodatno, potrebno je pratiti koliko je
vremena proslo od uzimanja okoli$nih uzoraka koji se koriste u izolaciji. Neke vrste algi brzo
odumiru, dok se druge vrste mogu primijetiti tek nakon nekog odredenog vremena. Ukoliko je
ciljana vrsta za izolaciju poznata 1 istraZzena, mogu se pratiti to¢no odredene specifi¢ne

smjernice koje ¢e omoguciti uspjesnu izolaciju vrste (Andersen 2005).


http://www.phycology.net/
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Razvoj metoda uzgoja algi kroz 19. i 20. stoljeCe nastavlja se i danas, te mozemo
napraviti temeljnu podjelu na tradicionalne i automatizirane tehnike. Tradicionalne tehnike
uglavnom ukljucuju vjestinu izolatora koji ru¢no izdvaja zeljenu vrstu alge iz okoliSnog
uzorka, ili koristi utjecaj fototaksije, gravitacije ili odredene kemijske spojeve u svrhu
izolacije. Za razliku od tradicionalnih tehnika, automatiziranu izolaciju provodi uredaj, a
najéeS¢e se Kkoristi proto¢na citometrija, opticke hvataljke (eng. optical tweezers) i
mikrofluidika. Jedna od ¢esto koristenih tradicionalnih tehnika je izolacija jedne stanice (eng.
single-cell isolation) iz okolisnog uzorka. Potrebno je imati svjetlosni mikroskop, te je
invertni najprikladniji s obzirom da ima dovoljno prostora izmedu objektiva i uzorka za
provodenje izolacije (Andersen 2005). Jedna od tehnika izolacije je serijsko nasadivanje
obogacenog okolisnog uzorka na agar. Inkubacijom agara potice se rast kolonija koje se mogu
uzgojiti u unutra$njosti ili povrsini agara, §to ovisi o vrsti alge i uvjetima koji odgovaraju
njezinom rastu. Zeljene stanice se izoliraju iz kolonija i prebacuju u tekuéi medij. Sljedeéa
tehnika izolacije je metoda razrjedenja kojom se izoliranje jedne stanice postiZe razrjedenjima
uzorka. Upotrebljava se u slucaju kada je poznat broj stanica ciljane vrste u uzorku na temelju
kojeg se izracuna volumen razrjedenja za ucinkovito dobivanje jedne stanice. Takoder se
koristi u svrhu otkrivanja novih vrsta prisutnih u okoliSnom uzorku. Jedna od tehnika je i
selektivan rast u mediju, odnosno dodavanje tvari u okoli$ni uzorak koji poticu rast onih
stanica koje se Zele izolirati. Primjerice pri izolaciji dijatomeja moguce je dodavanje silikata
Sto selektivno potice njihov rast (Andersen 2005).

Metoda odvajanja algi centrifugiranjem i sedimentacijom se koristi kada je cilj odvojiti
veCe stanice algi od manjih. Centrifugiranje zahtjeva to¢no postavljanje parametara
(centrifugalna sila, brzina i vrijeme) kako bi se sprijecilo ostecenje stanica, te brzu dekantaciju
koja sprjecava pokretne stadije da migriraju izmedu taloga i supernatanta. Sedimentacija je
najprikladnija tehnika za odvajanje vecih, tezih 1 nepokretnih algalnih stanica. Uzorak se
postavlja u vertikalnu bocu na neki vremenski period tijekom kojeg stanice tonu i stvaraju
talog na dnu. Zatim se supernatant dekantira, a ukoliko je potrebno, postupak se moze
ponoviti sa stanicama na dnu (Andersen 2005).

Ostale specifi¢ne tradicionalne tehnike izolacije koriste se za ciljane vrste poznatih
morfoloskih 1 fizioloskih obiljezja. Izolacija fototaksijom se moze koristiti za izolaciju
pokretne dominantne vrste u uzorku koja ¢e se izdvojiti od ostalih stanica negativhom ili
pozitivnom fototaksijom. Metoda sonifikacije prikladna je za epifite koji se snazno prihvacaju

na povrsinu, jer ih nastale vibracije odvajaju u suspenziju iz koje ih je lako izolirati. Odredene
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vrste algi zahtijevaju protoc¢nost vode, ina¢e odumiru stoga ih je potrebno uzgajati u opremi
koja omogucuje konstantno mijesanje medija. To omogucuje uspjesan rast ciljanih stanica i
njihovu izolaciju. lzolacija se takoder moze provesti dodavanjem odredene tvari koja ubija
nezeljene alge i organizme, pa u kulturi ostaje samo ciljana vrsta. Primjerice germanijev

dioksid ubija dijatomeje, a antibiotici cijanobakterije i bakterije (Andersen 2005).

Bez obzira na metodu izolacije algi, Cesto je u monokulturi prisutno onecis¢enje
nezeljenim organizmima. U svrhu dobivanja akseni¢ne monokulture koriste se tehnike
proCis¢avanja. ProcCiS¢avanje kulture mozZe se provoditi selektivnim filtriranjem,
diferencijalnim centrifugiranjem, sonifikacijom i vorteksiranjem, dilucijskim tehnikama,
nasadivanjem na agar te tretmanima s antibioticima, drugim antimikrobnim tvarima i UV
svjetloS¢u. Moguce je fizicko odvajanje oneciS¢enja pomocu mikropipete. Provjeravanje
uspjesnosti tehnike provodi se mikroskopiranjem, inokulacijom iz kulture u medij obogacen
tvarima koje podrzavaju rast nezeljenih organizama, nasadivanjem na podloge koje

podrzavaju rast stanica, molekularnim tehnikama i proto¢nom citometrijom (Andersen 2005).

Uzgoj izoliranih monokultura se provodi u zatvorenom sustavu (eng. batch culture) ili
poluotvorenom sustavu (eng. semicontinuos batch culture). U zatvoreni sustav se medij
dodaje samo jednom, $to podrazumijeva ograni¢enu opskrbu kulture nutrijentima. Stoga ¢e
rast populacije biti limitiran na koncentraciju ograniavajueg ekoloskog c¢imbenika.
Primjerice, dijatomeje e prestati rasti kada potroSe sve silikate ili nitrate u mediju.
Poluotvoreni sustav podrazumijeva kontinuirano dodavanje novog medija i odvajanja dijela
biomase. Na taj nacin se populaciju u kulturi konstantno odrZava u eksponencijalnoj fazi rasta
(Andersen 2005).
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1.3. UVJETI ZA RAST MIKROALGI U LABORATORIJU
1.3.1 Medij za rast stanica

Mediji za uzgoj slatkovodnih i morskih algi se razlikuju zbog drugacijih okolisnih
¢imbenika u njihovom stanisStu. Stoga, pri izradi medija treba uzeti u obzir staniste iz kojeg su
uzorci uzimani, te priskrbiti algama koje uzgajamo potrebne makronutrijente, vitamine i
metale u tragovima. Kako bi se omogucila potpuna sterilnost medija u kojem su prisutni samo
zeljeni spojevi, potrebno je autoklavirati svu staklenu opremu i filtere. Ovisno o tipu medija,
potrebno je koristiti destiliranu vodu, agar ili tekuci ekstrakt tla (Andersen 2005).

Za pripremu slatkovodnog ili morskog medija, moze se uzorkovati voda sa stanista ili
pripremiti u potpunosti umjetan medij. Vodu sa stanista potrebno je prethodno filtrirati, te je
prakti¢éno uzorkovati oligotrofnu vodu dalje od obale u kojoj nema velike biomase
fitoplanktona i sedimenta pa je filtriranje brze i lakSe. Za pripremu umjetnog morskog ili
slatkovodnog medija, koristi se destilirana voda u koju se zatim dodaju sve potrebne otopine
koje sadrze komponente za obogacéivanje medija. Nutrijenti, vitamini i metali u tragovima se
dodaju u prethodno pripremljenim zalihama. Vece zalihe omogucuju kontinuiranost u
pripremi medija, bez potrebe da se svaki put mjeri potrebna koncentracija odredenog
nutrijenta ili vitamina. Precipitacija dodanih komponenti se sprjeCava dodavanjem pH pufera,
te mijeSanjem otopine dok se ne otopi prije dodavanje druge. Zalihe se autoklaviraju kako bi
se izbjegla oneciscenja s bakterijama i gljivama, a zatim se dodaju u filtriranu vodu (Andersen
2005).

Nutrijenti koji se dodaju su dusik u obliku natrijevog nitrata (NaNO3) ili amonijaka
(NHs3) i fosfor u obliku natrijevog fosfata (NaHPO4 x H20) ili glicerol-3-fosfata (C3HgaOsP).
Za laboratorijski uzgoj dijatomeja, potrebno je dodati i izvor silicija u obliku natrijevog
silikata (Na.SiOs x H0). Zeljezo se dodaje u obliku kloridnih i sulfatnih soli jer ima ulogu
enzimskog kofaktora i bitno je za proces fotosinteze jer gradi proteinske komplekse u lancu
prijenosa elektrona te sudjeluje u sintezi klorofila i asimilaciji CO2 u organsku tvar. Drugi
metali u tragovima koji se dodaju u medij su cink, kobalt, mangan, selenij i nikal. U otopine
tih soli dodaje se i kelator EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) (Andersen 2005) na koji
se veze zeljezo ¢ime se onemogucuje njegova precipitacija te ga se ¢ini dostupnim algama, a
kelacija drugih metala onemogucuje da njihova koncentracija u otopini postane otrovna za
stanice. S obzirom na omjer koncentracija dodanog kelatora i metala, mediji se oznacavaju s
/2, f/4 pa sve do K. Primjerice /2 medij ima omjer kelatora i metala 1:1, a u K mediju je taj
omjer 10:1 (Barsanti i sur. 2006). Vitamini koji se dodaju u medij su vitamin Bi»
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(cijanokobalamin), vitamin B; (tiamin) i vitamin B (biotin) (Andersen 2005). Za vecéinu vrsta
algi nisu potrebna sva tri vitamina, no pokazalo se da dodavanje vitamina koji se ne
iskoriStavaju nije Stetno za uzgoj kulture. Ipak, vitamin B12 je najbitniji i potreban vecini vrsta
iz razloga Sto sudjeluje u metilaciji otrovnih teskih metala (Barsanti i sur. 2006).

Izolirane stanice u mediju se postavljaju u komore koje su najéesc¢i oblik zatvorenog
sustava za inkubaciju laboratorijskih monokultura mikroalgi. Vrlo je bitno da je u komori
postavljena odgovarajuca stalna temperatura i svjetlosni ciklus kako bi izolirane stanice
uspjeSn0 povecavale biomasu i1 narasle u monokulturu. Najces¢e je to odvojena soba u
laboratoriju u kojoj su postavljeni svi navedeni uvijeti te ih je lako kontrolirati (Andersen
2005).

1.3.2 Uvijeti uzgoja kultura - temperatura

Postavljanje temperature u komori ovisi 0 staniStu algi koje uzgajamo. U slucaju da
vrsta uzgajane alge rasprostranjuje staniSta ekstremnih temperaturnih uvjeta, poput polarnih ili
tropskih geografskih Sirina, potrebno je postaviti vefu, odnosno nizu temperaturu od
optimuma. Vrste alge koje uglavnom nastanjuju umjereno topla i hladna podru¢ja imaju
optimalnu temperaturu za rast izmedu 20 °C i 24 °C. No vecina vrsta ¢e tolerirati i
temperaturni interval izmedu 16 °C i 27 °C. Ako uzgajana vrsta ne nastanjuje ekstremna
stani§ta, malo niZe ili viSe temperature od navedenih ¢e znaajno usporiti rast kulture, a
ekstremno niske i visoke temperature su smrtonosne. Temperatura u komori se kontrolira s

kvalitetnim klimatskim uredajem i prati na digitalnom termometru (Creswel 2010).

1.3.3 Boja, intenzitet i ciklus svjetla

Svjetlost je jedan od najznacajnijih ¢imbenika za uspjeSan rast izoliranih stanica u
monokulturu. Cimbenici svjetlosti koje treba razmatrati su boja (spektar valnih duljina koje
emitira), intenzitet i fotoperiod. U laboratorijskim komorama za rast stanica se najceSce
koriste LED (eng. light emitting diode) lampe koje emitiraju svjetlost kada dovoljno jaka
struja elektrona prode kroz njih. Stvaraju vecu koliCinu svjetlosti uz puno manji utroSak
energije pa su energetski ucinkovitije nego druge vrste zarulja poput fluorescentnih zarulja,
zarulja sa Zarnom niti ili halogenog osvjetljenja. Emitirana svjetlost LED zarulje ima uzak
spektar valnih duljina izmedu 400 nm i 700 nm. Navedeni spektar se naziva fotosintetski
aktivno zraCenje (eng. photosynthetically active radiation; PAR), ¢ije fotone apsorbiraju

pigmenti algi za provodenje fotosinteze. Druge vrste lampi emitiraju puno Siri spektar vidljive
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svjetlosti od kojeg 50% alge ne iskoriste. Stoga, LED lampe smanjuju energetski troSak i

ucinkovitije poticu rast algi (Pattanaik i sur. 2018).

Alge apsorbiraju razlicite valne duljine PAR-a s obzirom na pigmente koje sadrze kao
sto su klorofil a, klorofil b, klorofil ci, c2 1 c3 itd. Primjerice dijatomeje uz klorofil a imaju
dominantni klorofil c1, c2 i C3, stoga ¢e za njihov rast biti najucinkovitija svjetlost koja emitira
valne duljine na kojima pigmenti imaju maksimum apsorpcije fotona. Za druge skupine algi
to ¢e biti valne duljine na kojima klorofil a i b imaju maksimalnu apsorpciju fotona. Klorofil a
ima maksimalnu apsorpciju fotona svjetlosti valnih duljina 430 nm (ljubicasto-plava boja) i
660 nm (tamnocrvena boja). Klorofil b ima maksimalnu apsorpciju fotona svjetlosti valnih
duljina 460 nm (plava boja) i 630 nm (crvena boja) (Pattanaik i sur. 2018). Klorofil c¢; ima
maksimum apsorbcije fotona svjetlosti valnih duljina 444 nm, 577 nm i 626 nm. Klorofil c;
ima maksimum apsorbcije fotona svjetlosti valnih duljina 447 nm, 580 nm i 627 nm. Klorofil
c3 ima maksimum apsorbcije fotona svjetlosti valnih duljina 452 nm, 585 nm i 525 nm
(Fawley 1989).

LED bijela svjetlost ima odredeni omjer crvenih i plavih valnih duljina, no postoje i
jednobojne LED lampe koje emitiraju samo crvenu ili plavu svjetlost. Rezultati nekoliko
razli¢itih istrazivanja pokazuju da LED bijela svjetlost s ve¢im udjelom crvenih valnih duljina
u odnosu na plave podrzava veéi rast biomase algi (Pattanaik i sur. 2018). Primjerice,
Eltringham i Farag (2009) su usporedivali rast biomase vrste Chlorella vulgaris u uvjetima
fluorescentne svjetlosti i LED osvjetljenja te ustanovili najve¢u biomasu u uvjetima bijele
LED svjetlosti omjera crvene i plave valne duljine 3:1. Takoder, pokazalo se da LED bijela
svjetlost bolje utje¢e na rast algi u odnosu na jednobojnu crvenu ili plavu LED svjetlost
(Pattanaik i sur. 2018).

Intenzitet svjetlosti je direktno proporcionalan s rastom algi (Pattanaik i sur. 2018), te se
definira kao broj fotosintetski aktivnih fotona emitirane PAR svjetlosti. Intenzitet je gustoca
protoka fotosintetski aktivnih fotona ili PPFD (eng. photosynthetic photon flux density) te se
izrazava mjernom jedinicom pmol/m?s. Mjera je izvedena iz protoka fotosintetski aktivnih
fotona PPF (eng. photosythetic photon flux) koji je glavna mjera za PAR (Andersen 2005).
Visok intenzitet svjetlosti ili PPFD moze uzrokovati oStecenja fotosintetskog aparata, dok
nizak PFFD moze limitirati primarnu produkciju (Pattanaik i sur. 2018). Stoga se intenzitet
svjetlosti LED lampi u komori postavlja izmedu 30-60 pmol/m?s, no to se moze prilagodavati
s obzirom na vrstu algi koja se uzgaja (Andersen 2005). Fotoperiod je takoder vrlo bitan

¢imbenik koji utjee na rast algi, stoga je u komori potrebno postaviti ciklus svjetla i tame.
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Nekim vrstama algi odgovara stalno osvjetljenje, no vecina vrsta ima ucinkovitiji rast u
uvjetima periodicnog izmjenjivanja svjetlosti i tame. Optimalni fotoperiodi su 16 sati

svjetlosti i 8 sati tame, ili 12 sati svjetlosti i 12 sati tame (Andersen 2005).
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14 EKSPERIMENTALNA PRIMJENA MONOKULTURA MIKROALGI
1.4.1 Odredivanje novih vrsta morfoloskim i molekularnim analizama

Uzgoj izoliranih stanica algi u monokulturu omogucéuje eksperimentalni rad na
pojedinoj specifi¢noj klonalnoj populaciji te dobivanje dovoljno velikog broja stanica i
biomase za uspjeSne molekularne i morfoloske analize. Medutim, informacije o morfologiji
cesto nisu dovoljne jer neke vrste mogu biti kripticne, ili ih je vrlo teSko determinirati
koriste¢i se samo morfoloskim znacajkama. Mnoge dijatomeje se medusobno razlikuju na
temelju vrlo sitnih morfoloskih detalja koje nije moguce ulinkovito razlikovati

usporedivanjem mikroskopskih slika.

U taksonomskim analizama mikroalgi koristi se DNA barkodiranje vrsta koje daje uvid
u molekularne informacije (DNA sekvence) odredenih gena i povezuje te sekvence s imenom
vrste i njenom morfologijom. Provodi se ekstrakcijom DNA iz monokulture i umnazanjem
ciljanih gena u lanc¢anoj reakciji polimerazom, te sekvenciranjem i usporedbom sekvence u
bazama podataka. Kod dijatomeja se kao markeri najesée koriste sekvence gena 18S rDNA
(male podijedinice ribosoma) te gena rbcL (ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza oksigenaza).
Ukoliko se dobiven slijed nukleotida ne nalazi u bazama podataka, on se unosi u bazu te
povezuje s morfoloskim informacijama i imenom vrste (Rivera i sur. 2018).

Analize okoli$nih uzoraka provode se DNA metabarkodiranjem cijelog uzorka (Rivera
i sur. 2018). Amplificiraju se zeljeni fragmenti genoma u uzorku koji odgovaraju DNA
markerima poput gena 18S rDNA, rbcL, ili cox1 koji se Cesto koriste u istrazivanjima algi
(Evans i sur. 2007). Zatim se sekvenciraju dobiveni amplikoni te se bioinformati¢kim i
filogenetickim analizama karakteriziraju operacijske taksonomske jedinice OTU (eng.
operational taxonomic units) ¢ije sekvence se usporeduju i identificiraju u dostupnim bazama
podataka (Rivera i sur. 2018).

1.4.2 IstraZivanja utjecaja abiotickih ¢cimbenika na fiziologiju i ekologiju vrste

Osim u identifikaciji i taksonomiji vrsta, monokulture algi se koriste u eksperimentima
u kojima se ispituje utjecaj razlicitih ekoloskih ¢imbenika na fiziologiju i ekologiju algi.
Primjerice moguce je ispitati utjecaj prisustva kemijskih elemenata i nutrijenata na rast i
izgled stanica te utjecaj razlicite boje i intenziteta osvjetljenja na stopu rasta. Eksperimenti na
monokulturama algi omogucuju dodatna istraZivanja njihovih Zivotnih ciklusa i ¢imbenika
koji utjeu na stvaranje cisti i njihovu germinaciju (Andersen 2005). Uzgoj monokultura se

takoder uspjeSno primjenjuje u istrazivanjima algi koje cvjetaju i stvaraju toksi¢ne spojeve
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(Granéli i Turner 2006), te u akvakulturi gdje se mikroalge uzgajaju kao hrana za larve i

zooplankton (Creswel 2010).

1.4.3 Eksperimentalne metode odredivanja broja i biomase stanica u kulturi

Za brojanje stanica mikroalgi u kulturama se mogu koristiti razli¢iti na¢ini, osoba moze
brojati stanice pomocu svjetlosnog mikroskopa ili instrumenta koji sluzi za brojanje stanica
(npr. Coulterov brojac ili proto¢ni citometar). Kada se radi ru¢no brojanje stanica, obi¢no se
koriste komorice za brojanje stanica, koje imaju zadano mijerilo i dubinu, stoga je moguce
izraCunati prosjeénu brojnost stanica u uzorku na temelju prosjeCne brojnosti stanica u
zadanom volumenu komorice. Dubina komorice se odnosi na prostor izmedu komorice i

pokrovnice, te odreduje volumen uzorka u kojem se stanice broje (Andersen 2005).

Postoji nekoliko tipova komorica: Sedgewick-Rafter, Palmer-Maloney, Speirs-Levy,
hemocitometri dubine 0,2 mm i 0,1 mm te Petroff-Hausser komorice za brojanje. Razlikuju se
prema obliku komorice koja moze biti kruzna ili pravokutna te prema zadanom mijerilu.
Primjerice, Palmer-Maloney (Slika 6A) i Sedgewick-Rafter komorica (Slika 6B) nemaju
mjerilo, Speirs-Levy ima Fuchs-Rosenthal mjerilo (Slika 7A) za precizno brojanje stanica
veli¢ine 5-75 um, a preostala tri tipa imaju Neubauer mjerilo (Slika 7B) koje omogucéuje
precizno brojanje stanica manjih od 30 um. lzbor komorice ovisi o veli¢ini stanice i gustoci
kulture algi koja se broji (Tablica 1) (Andersen 2005).

- - -

A B i Pokrovno staklo

Slika 6. A) Palmer-Maloney kruzna komorica za brojanje B) Sedgewick-Rafter pravokutna komorica za
brojanje. (Preuzeto i prilagodeno iz Andersen 2005)
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-——————i

Slika 7. A) Fuchs-Rosenthal mjerilo prisutno na Speirs-Levy komorici za brojanje,
B) Neubauer mijerilo prisutno na hemocitometrima dubine 0,2mm i 0,Imm te
Petroff-Hausser komorici za brojanje. (Preuzeto iz Andersen 2005)

Tablica 1. Prikazani su tipovi komorica te interval veli¢ina stanice (um) i gustoce kulture (broj
stanica/mL) unutar kojeg je odreden tip najprikladniji za brojanje stanica. (Preuzeto i
prilagodeno iz Andersen 2005)

Komorica za Veli¢ina stanice (um) Gustoca kulture (broj
brojanje stanica stanica/mL)

Sedgwick-Rafter 50 - 500 30 - 10*
Palmer-Maloney 5-150 102-10°
Speirs-Levy 5-75 10%-10°
Hemocitometar (0,2 5-75 10%- 106
mm dubine)

Hemocitometar (0,1 2-30 10%- 107
mm dubine)

Petroff-Hausser <1-5 106- 108

Pokretne stanice je potrebno zaustaviti prije brojanja dodavanjem formalina,
glutaraldehida ili Lugolne otopine. MoZemo brojati cijelu komoricu ili izabrati nekoliko
nasumic¢nih podrucja koji su odredeni mjerilom ili kvadratima odredene veli¢ine pri ¢emu se
broj stanica preracunava na volumen komorice. Nakon brojanja, podaci se preratunavaju na
cijeli volumen uzorka. Takoder, broj stanica moze se utvrditi na temelju autofluorescencije
klorofila koja se promatra epifluorescentnim mikroskopom ili automatiziranom metodom
proto¢ne citometrije koja je puno preciznija za brojanje pikofitoplanktona. Broj stanica
omogucuje odredivanje stope rasta monokulture. Stopa rasta moze se odrediti pomocu drugih
parametara koji koreliraju s brojem stanica, poput koncentracije ugljikohidrata, lipida,

proteina, klorofila a, itd. Za odredivanje stope rasta koriste se vrijednosti parametara
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zabiljezene tijekom eksponencijalne faze rasta monokulture. Faze rasta algi mogu biti vidljive
na krivuljama koje izraduju na temelju dobivenih podataka o koncentraciji parametara ili

brojnosti stanica (Andersen 2005).

Rast monokulture algi ima 5 faza: faza prilagodavanja, faza eksponencijalnog rasta, faza
usporavanja rasta, faza mirovanja i faza odumiranja (Slika 8). U prvoj fazi se stanice
fizioloski prilagodavaju na medij u koji su inokulirane te nema znacajnog rasta stanica. Drugu
fazu obiljeZzava znacCajan rast stanica koji je u linearnom odnosu s vremenom. Zatim slijedi
usporavanje rasta uzrokovano smanjenjem nutrijenata ili nekog drugog limitirajuceg
¢imbenika. Stacionarnu fazu karakterizira stalna brojnost koja se ne mijenja znac¢ajno zbog
postignute ravnoteze izmedu stope rasta i ograni¢avanja diobe stanica. Zadnju fazu obiljezava
znacajno smanjenje broja stanica i odumiranje kulture uzrokovano nedostatkom nutrijenata i

COo, oneciscenjima, promjenom pH, sintezom otrovnih metabolita (Price i Farag 2013).

—~ 3

E

= 4
-

E 1 = faza prilagedavanja

< 2= faza elmponencijalnog rasta

'E 3= faza usporavanja rasta

2z 4= faza mirovanja (stacionaran 5
Z rast)

=

'E’ 5= faza odumiranja stanica

)

Vrijeme

Slika 8. Shematski prikaz krivulje rasta s 5 faza rasta monokulture algi uzgajane u zatvorenom
sustavu bez dodatnog unosa novog medija. (Preuzeto i prilagodeno iz Price i Farag 2013)
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1.5 CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada je ispitati optimalne uvjete umjetne svjetlosti za
uspjesan uzgoj dijatomejskih kultura u laboratorijskim uvjetima ¢ime se omogucuje i uspjesno
provodenje buducih laboratorijskih istrazivanja na epizojskim vrstama dijatomeja Achnanthes
elongata i Poulinea lepidochelicola. Eksperiment je proveden na pet razli¢itih sojeva dviju
vrsta laboratorijskih kultura dijatomeja pri razlic¢itim uvjetima svjetlosti: (1) LED svjetlost

bijele boje temperature 6500 K ili 2) LED svjetlost umjereno-bijele boje temperature 5000 K.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja bili su optimizirati metodu brojanja stanica, utvrditi krivulje

rasta za sve sojeve te utvrditi da li postoji statisticki znacajna razlika u brojnosti stanica

izmedu svjetlosnih uvjeta.
Postavljene su sljedece hipoteze:

1. Rast sojeva obje vrste dijatomeja, A. elongata i P. lepidochelicola, je veéi pri umjereno-
bijelom svjetlu temperature 5000 K.

2. Razlika u povecanju brojnosti izmedu razliitih sojeva dijatomejskih vrsta A. elongata i P.
lepidochelicola u uvjetima toplije bijele boje svjetlosti odredene temperaturom 5000 K je
statisticki znacajna.

3. Razlika u povecéanju brojnosti izmedu razli¢itih sojeva dijatomejskih vrsta A. elongata i P.
lepidochelicola u uvjetima hladnije bijele svjetlosti odredene temperaturom 6500 K je

statisticki znacajna.
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2.1 Uzimanje zivih uzoraka za izolaciju

Zivi uzorci dijatomejskog biofilma uzeti su pomocu &iste &etkice za zube s oklopa i
koze vrata glavate zelve (Carreta carreta) imena lracus iz Klinike za morske kornjace,
Sveucilista u Bariju, Italija (Slika 9). lIracus je pregledan pri dolasku u Kliniku te je
zakljuCeno da se radi o odrasloj jedinci zenskog spola Sirine oklopa 66,5 cm, duljine oklopa
72 cm i tezine 45,6 kg. Kornjaca je pronadena u ko¢i na dubini od 40 m i 5 km udaljeno od
obale grada Bisceglie. U Klinici je zadrzana 24 h, nakon ¢ega je vracena u prirodno staniste.
Cetkicom sastrugani uzorci s koze i oklopa Iracusa su u Klinici spremljeni u filtriranu morsku
vodu, te transportirani do Laboratorija za algologiju, Bioloski odsjek PMF-a u Zagrebu.
Uzorci su pri dolasku u laboratorij prebaceni u obogaceni Guillard f/2 medij i stavljeni u
komoru za inkubaciju stanica. Guillard /2 medij se sastoji od sterilne morske vode, osnovnih
hranjivih soli poput nitrata i fosfata, silikata, te metala u tragovima, vitamina B, B1 |
vitamina H (Guillard 1975), a detaljan opis sastava i pripreme medija naveden je u prilogu
(Tablica P1). Pripremljeni medij je prethodno tretiran u autoklavu kako bi se izbjegla
oneiS¢enja s gljivama, bakterijama ili drugim neZeljenim organizmima. U daljnjim
postupcima izolacije, uzgoja i procis¢avanja monokultura koristio se isti autoklavirani f/2

medij.

Slika 9. Uzimanje okolisnog uzorka s koze (A) i oklopa (B) glavate Zelve Iracus u rehabilitacijskoj klinici
za morske kornjace na odsjeku za Veterinu, SveudiliSta u Bariju, Italija. (I1zvor slika: dr. vet med. Adriana
Trotta).
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2.2 lzolacija stanica dijatomeja u monokulture

Monokulture sojeva dijatomeja sam uzgojila metodom izolacije jedne stanice koju sam
provela koristenjem invertnog svjetlosnog Olympus CKX41 mikroskopa (Slika 10A),
petrijevki (Slika 10B), viSejazi¢nih plocica (Slika 10C), te mikropipete i plasticne duge cijevi
(Slika 10D). Mikropipete za hvatanje i izolaciju dijatomeja sam izradila koristenjem staklenih
Pasteur pipeta ¢iji se vrhovi izduzuju na plameniku. Vrs$ni dio staklene Pasteur pipete sam
stavila iznad plamena i rotirala dok staklo postane mekano, zatim vrh pipete naglo izduzila u
tanku liniju. Izduzeni vrh sam pravilno slomila na mjestu gdje Zelim da bude mali otvor za
usis stanice. Za postupak izolacije stanica sam pripremila veéi broj mikropipeta. Za izolaciju i
uzgoj monokultura koristila sam petrijeve zdjelice raznih veli€ina, viSejazicne ploce s 6, 24,

2 75 cm? Uspjesno rastuce Ciste

46 ili 96 jazZica i1 bocCice za uzgoj kultura povrsine 25 cm
monokulture sam prebacila u Falcon bocice od 15 mL i 50 mL u uvjete smanjene svjetlosti u
svrhu dugoro¢nog ocuvanja za buduée analize. Zamotane su u foliju i postavljene u klima

komoru.

Slika 10. Oprema za izolaciju jedne stanice dijatomeja za monokulturu: A) invertni svjetlosni mikroskop, B)
petrijeve zdjelice, C) visejazi¢ne ploce, D) Pasteur pipete i plasti¢na cijev — pribor za usisavanje stanica.

U svaku stranu duge plasti¢ne cijevi stavila sam po jedan plasti¢an nastavak. Jednu
stranu cijevi s nastavkom sam povezala s mikropipetom, a druga strana mi je sluzila za
kontroliranje usisa ustima kojim uvlac¢im stanicu u mikropipetu. Tijekom izolacije potrebno je

usisati kapljicu medija u vrh mikropipete kako bi usisna sila bila slabija §to omogucuje
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preciznije izvlaCenje Zeljene stanice. Iz okoliSnog uzorka sam uzela manji dio i razrijedila u

/2 mediju, te tako pripremljen uzorak koristila u daljnoj izolaciji stanica.

Koristila sam se dvjema tehnikama izolacije kako bih povecala vjerojatnost izolacije
jedne stanice iz okolisSnog uzorka. Prvom tehnikom sam odvajala jednu stanicu u kapljicu
medija, a drugom tehnikom sam do jedne Zeljene stanice dolazila serijskim dilucijama kroz
vise jazica. Prva tehnika temelji se na tome da se izolirane stanice mikropipetom isisaju u
petrijevu zdjelicu ili visejazi¢ne plocice. U petrijevoj zdjelici sam pripremila nekoliko
kapljica ¢istog medija u koji se ubacuje izolirana stanica. Zatim sam kapljicu u kojoj je
uspjesno izolirana samo jedna stanica prebacila u novu petrijevku ili jazicu i dodala medij.
Postupak sam ponovila nekoliko puta kako bi povecala broj izolata i vjerojatnost izolacije

zeljene stanice iz okoliSnih uzoraka Koji sadrze vise razli¢itih vrsta dijatomeja.

Druga tehnika izolacije temelji se na uzimanju nekoliko Zeljenih stanica iz okolisnih
uzoraka koje se prebacuju u jednu jaZicu na visejazi¢noj plocici od 46 jazica. Stanice sam
prebacivala iz prve jazice u drugu, trecu itd. kako bi napravila nekoliko serijskih razrjedenja.
Time se poveéava vjerojatnost pronalaska samo jedne stanice bez oneciS¢enja s drugim
eukariotskim organizmima. Izolirane stanice sam ostavila dva do tri dana u komori za uzgoj
stanica s 12 h dugim fotoperiodom i stalne temperature od 19 °C. UspjeSnost izolacije sam
provjeravala promatranjem pod svjetlosnim mikroskopom. Ukoliko su se u izolatima
monokultura pojavile neZeljene stanice, postupak izolacije jedne stanice iz petrijevki i

visejazi¢nih plocice sam ponavljala do uspjesne izolacije monokulture.

2.3 Tehnike ¢iS¢enja monokultura od neZeljenih organizama

Utvrdene monokulture koje uz Zeljene stanice imaju i druge eukariotske organizme
poput bicaSa, ameba itd se prociS¢avaju tehnikom serijskih razrjedenja. NajceS¢e prisutni
organizmi u kulturi su bili bi¢asi koji su se nalazili vrlo blizu stanica dijatomeja, te ih nije
lako odvojiti iz monokulture. Stoga sam koristila dvije tehnike prociS¢avanja s kojima sam
povecavala vjerojatnost odvajanja bicasa i drugih eukariotskih organizama iz monokulture.

Prva tehnika se temelji na izolaciji nekoliko stanica iz monokulture mikropipetom koje
se prebacuju u visejazi¢nu plocicu s 6, 24, 46 ili 96 jazica. Uzorak iz prve jazice sam
razrjedila u volumenu druge jazice koji sam zatim razrjedila u volumenu tre¢e jazice i tako
uzastopno do kraja plocCice. Veci broj serijskih razrjedenja povecava vjerojatnost pojave
Zeljene stanice u jazici bez prisutnosti drugih organizama. Druga tehnika ¢iS¢enja dobivenih
monokultura je formiranje kapljica medija u petrijevoj zdjelici. Stanice iz monokultura s

eukariotima sam prebacila u kapljice, istovremeno gledaju¢i pod mikroskopom kretanje
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stanica iz vrhova mikropipete. Na taj nacin sam uspje$no uocila trenutak prijelaza zeljene

stanice u medij, bez prisutnosti drugih organizama.
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2.4 Definiranje sojeva i postavljanje komore za eksperiment

Prethodnim molekularnim i morfoloSkim analizama definirano je ukupno 17
monokultura vrste Achnathes elongata i 4 monokultura vrste Poulinea lepidochelicola, sve
izolirane iz dva uzorka strugotina koze i oklopa (TB89 i TB90) s kornjace Iracus. Prvi korak u
provodenju eksperimenta je bio testiranje i odabir pogodnih monokultura koje ¢u koristiti u
daljnjim postupcima, te sam 21 monokulturu iz uvjeta mraka prebacila u bocice za uzgoj
povriine 25 cm? Na temelju pracenja morfoloskih promjena i stanja stanica u bodicama,
odabrala sam 5 sojeva za laboratorijsko istrazivanje koji pokazuju svojstva ¢iste monokulture
bez drugih organizama i zdrave nedeformirane stanice. Tri soja vrste Achnanthes elongata su
oznacena oznakama PMFTBO0052, PMFTB0053 i PMFTB0054, a dva soja vrste Poulinea
lepidochelicola oznacene su oznakama PMFTBO0073 i PMFTBO0077. Potom sam slikala Zive
stanice odabranih sojeva svjetlosnim mikroskopom Zeiss AxioVision V2 na povecanjima

200x, 400x%, 1 1000x. Odabrane slike sam obradila u programu Zeiss Zen 2.5 Pro.

Prije pocetka eksperimenta sam postavila sustav za inkubaciju sojeva. U komoru za
uzgoj stanica sam postavila zatvoreni sustav u kojem su bocice u kojima su se nalazile
monokulture ogradene od rasprsene svjetlosti, te je izvor svjetlosti ograni¢en na LED lampe
postavljene direktno iznad kultura. Sustav sam izradila ru¢no iz kartonske kutije koja je imala
ravnu horizontalnu plohu i dvije bo¢ne vertikalne plohe (Slika 11A). Na horizontalnoj plo¢i
ogradila sam podruc¢je za kulture s dva plasti¢éna drzaca za Falcon bocice. Na drzace sam
zalijepila tanak papir koji je uvijek na istoj visini s obzirom na sojeve. Na tankom papiru je
izmjeren intenzitet svjetlosti koji dopire do monokultura, te iznosi 15 umol/m?. Za svaku
policu dizajnirala sam po jedan zatvoreni sustav u kojem je raslo odabranih 5 sojeva
monokultura. Sustave sam postavila na police komore i ogradila pomocu kartonske plohe koja
izolira prednju stranu sustava od rasprSene svjetlosti. Eksperiment se provodio na dvjema
policama komore od kojih je jedna osvjetljena s LED lampom bijele svjetlosti temperature
6500 K, a druga sa LED lampom umjerene bijele svjetlosti temperature 5000 K (Slika 11B).
Model LED lampi je T8, te ima 10 W snage i 800 LM svjetlosnog toka.
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Slika 11. Zatvoreni sustav komore za uzgoj laboratorijskih kultura dijatomeja: A) Ogradena ploha sa
plasti¢énim drzacima i papirom ispod kojeg se postavljaju sojevi, B) Umjetno osvjetljenje u komori: gornja
polica je osvjetljena s LED lampom bijele boje temperature 6500K, a donja polica s LED lampom umjereno-
bijele boje temperature 5000K
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2.5 Postavljanje i provodenje eksperimenta

Postavljanje eksperimenta temelji se na optimizaciji uzoraka i odredivanju volumena
inokulata za eksperimentalne sojeve. Optimizaciju uzoraka sam provela prije pocetka
eksperimenta. Temelji se na odredivanju to¢nog broja stanica koji ¢e se inokulirati u sojeve
koji ¢e biti brojani. Na taj nacin je poznat pocetni broj stanica u svim eksperimentalnim
sojevima i u¢inkovito se prati njihov rast na krivuljama kroz sve faze.

Proizvoljno sam odabrala tri broja stanica: 10, 100 i 200 st/cm? Za svaki od 5
eksperimentalnih sojeva inokulirala sam po 3 testna uzorka. lzracunala sam Kkoliki mora biti
volumen inokulata da bih u testne uzorke prenijela toéno 10, 100 i 200 st/cm?. Za izradun sam
koristila jednadZbe:

V1xC1=V2oxC2 (2.1)
V1=C2/C1 (2.2)

Dobila sam volumen inokulata V1 s obzirom na c1 koji je prosje¢ni broj stanica u 1 mL
monokulture iz koje uzimam inokulat, c; koji iznosi 10, 100 ili 200 st/cm? i V, koji je
konstantan i iznosi 1 mL. Inokulat sam uzela iz monokultura sojeva i unijela u 100 mL medija
bogice povriine 75 cm?.

Uzoreci su rasli 6 dana u komori nakon ¢ega sam ih brojala i odredila prosje¢nu brojnost
stanica po cm? kako bih mogla uo¢iti koliku gustoéu postignu s obzirom na inokulirani broj
stanica od 10, 100 i 200 st/cm?. Na temelju subjektivne procjene, u eksperimentalne sojeve
PMFTB0073, PMFTB0077, PMFTB0053 i PMFTB0052 sam inokulirala 50 st/cm? a u
eksperimentalni soj PMFTB0054 sam inokulirala 10 st/cm?,

Prije odredivanja volumena inokulata za eksperimentalne sojeva, postavila sam
monokulture sojeva u uvjete smanjenog osvjetljenja 24 h. Volumen inokulata (V1) sam
odredila prema jednadzbama 2.1 1 2.2 u kojima je ci1 prosje¢na brojnost stanica u 1 mL
monokulture soja nakon 24 h uvjeta smanjenog osvijetljenja, ¢z iznosi 50 st/cm?, odnosno 10
st/cm? i konstantan V7 iznosi 1 mL. Stanice sam inokulirala iz monokulture u 100 mL medija
bocice povrsine 75 cm? Inokulirana 4 bioloska replikata za svaki eksperimentalni soj, od
kojih sam dva replikata postavila pod LED lampu bijele svjetlosti temperature 6500 K, a
druga dva pod LED lampu umjereno-bijele svjetlosti temperature 5000 K.

Sveukupno, laboratorijsko istrazivanje obuhvaca pracenje brojnosti stanica u 20
uzoraka, odnosno u 5 razliitih sojeva monokultura s 2 bioloSka replikata pod 2 razlicita
svjetlosna uvjeta. S obzirom na broj uzoraka, eksperiment sam provela u dva dijela. U prvom
dijelu sam brojala sojeve PMFTB0073 i PMFTBO0054. Brojala sam ih svakog dana, a pred
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ulazak u stacionarnu fazu sam ih brojala svaka dva dana. U stacionarnoj fazi sam ih brojala
svaka 4 dana do 39. dana, ujedno i zadnjeg dana brojanja. Ulaskom navedenih sojeva u
stacionarnu fazu, zapocela sam drugi dio eksperimenta u kojem sam inokulirala PMFTB0077,
PMFTBO0052 i PMFTBO0053 u bioloske replikate. Uzorke sam brojala svaki drugi dan do 30.

dana, i zatim opet zadnji 40. dan vremenskog perioda brojanja.

2.6 Metoda brojanja stanica i praé¢enje podataka

Istu tehnika brojanja sam Koristila za odredivanje podetnog broja stanica po cm?,
volumena inokulata i pracenje brojnosti stanica eksperimentalnih sojeva kroz faze rasta.
Brojanje stanica provela sam pomocu invertnog svjetlosnog mikroskopa Olympus CKX41 i
Sedgewick-Rafter komorice za brojanje stanica. Ostala koriStena oprema su strugaci za
odvajanje biomase s povrsine, Falcon bo¢ice volumena 15 mL i plastiéne Pasteur pipete za
razrjedivanje, laboratorijske staklene Case, destilirana voda i etanol za ispiranje komorice
izmedu svakog brojanja (Slika 12A). Sedgewick-Rafter komorica ima resetku s 1000 kvadrata

veli¢ine 1 mm?, a dubina izmedu pokrovnice i dna komorice je 1 mm. Povr§ina komorice je

1000 mm? (50x20 mm), a volumen komorice je 1 mL (Slika 12B).

Sedgewick-Rafter komorica za brojanje stanica

Pokrovnicu se postavlja dijagonalno nad komoricu tako da su nasuprotni Kkutovi
komorice slobodni. Plasticnom Pasteur pipetom se uzima 1 mL uzorka za brojanje te se
ispusti u komoricu kroz jedan od slobodnih kutova. Prije uzimanja uzorka, provodi se
struganje biofilma u bocici za uzgoj pomocu strugaca. BocCica se nakon toga jako protrese,
¢ime se omogucuje ravnomjerna raspodjela stanica u stupcu medija. U uzorku ne smije biti
mjehuri¢a zraka kako bi se osigurao precizan volumen od 1 mL, $to je bitno za to¢nost
daljnjih preracuna brojnosti. Stanice se broje pomocu ru¢nog brojaca metodom nasumic¢nih

kvadrata. U vidnom polju vidljivi su kvadrati (eng. Whipple field) unutar kojih se broje
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stanice (slika 13A), te se odabire 10 nasumi¢nih kvadrata iz kojih se prerauna prosjecna

brojnost stanica u 1 mL uzorka.
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Slika 13. Prikaz kvadratica Sedgwick-Rafter komorice pod svjetlosnim mikroskopom: A)
Povecanje 40x B) Povecanje 200x

Stanice iz svakog uzorka sam brojala tri puta, stoga svaki bioloski replikat ukljucuje 3
tehnicka replikata. Prije brojanja potrebno je pogledati cijelu komoricu nad manjim
povecanjem i razmotriti distribuciju stanica. Stanice sam brojala na povecanju 200x (Slika
13B). Nasumi¢no odabran kvadrat sam postavila u gornji lijevi kut vidnog polja te sam
postepenim pomicanjem vidnog polja po horizontalnoj i zatim vertikalnoj ravnini pobrojala
sve stanice unutar kvadrata. Brojala sam sve stanice unutar kvadrata, te na gornjoj i desnoj

rubnoj liniji kvadrata.

Na temelju brojnosti stanica iz 10 kvadrata izra¢unala sam prosjecan broj stanica po
formuli: ni+...+n10/10 gdje je n broj stanica u odgovaraju¢em kvadratu. Zatim sam izracunala
prosjeénu brojnost stanica u 1 mL uzorka prema formuli: Nx1000 mm? gdje je N prosjec¢na
brojnost stanica u kvadratu, a 1000 mm?® je volumen komorice. Tu vrijednost sam zatim
dijelila s 75 cm? i dobila broj stanica po cm? uzorka. Iz srednje vrijednosti tri tehnicka
replikata pomnozenom s trenutnim volumenom cijelog uzorka, izracunala sam prosje¢nu
brojnost stanica u cijelom volumenu. Dijeljenjem te vrijednosti s 75 cm?, dobiva se prosjecna
brojnost stanica po cm? za cijeli uzorak. U slu¢aju kada je gustoéa stanica u kulturi bila
prevelika, razrijedila sam 1 mL uzorka u odabranom volumenu medija, te srodno tome
definirala faktor razrjedenja prema formuli: konac¢ni volumen/inicijalni volumen. U slucaju
razrjedivanja, sve vrijednosti prosje¢ne brojnosti stanica sam mnozila s faktorom razrjedenja.
Izmedu svakog brojanja sam isprala komoricu i pokrovnicu u etanolu i destiliranoj vodi.
Nakon zavrSetka brojanja, komoricu sam ocistila u Kemex deterdzentu, isprala u etanolu i

destiliranoj vodi i temeljno osusila.
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2.7 lzrada krivulja rasta i statisticka analiza

Na temelju prosje¢ne brojnosti stanica po cm? cijelog uzorka, u programu Microsoft
Excel 2016 napravila sam krivulje rasta za sve sojeve. Pomocu krivulja pratila sam faze rasta
za svaki eksperimentalni soj. Stanice sam brojala sve dok kultura ne dosegne stacionarnu fazu
rasta u kojoj nema znacajnog porasta brojnosti. Krivulje rasta sam izradila za svaki bioloski
replikat za obje vrste LED svijetlosti. U tablici za pracenje podataka o brojnosti upisivala sam
podatke o brojnosti u nasumi¢no odabranih 10 kvadrata komorice, prosje¢nu brojnost po
kvadratu i prosje¢nu brojnost u 1 mL za svaki tehnicki replikat.

Istovremeno sam u novu tablicu unijela preradunate prosjene brojnosti po cm? iz
brojnosti po mL za svaki tehnicki replikat. Za svaki bioloski replikat sam izracunala srednju
vrijednost (avg.), standardnu devijaciju (st.dev.) i standardnu pogresku srednje vrijednosti
(SE) brojnosti iz tri tehnicka replikata. Kako bih lakse pratila podatke, unijela sam kratice za
sojeve u tablice. Kratice sadrzavaju informaciju o svjetlosnom uvjetu (umjereno-bijela LED
"U" ili bijela LED "B"), vrsti (Achnanthes elongata "A" ili Poulinea lepidochelicola "P"), soju
("73, 77,54, 53 ili 52") i broju bioloskog replikata (1 ili 2). Primjerice za prvi bioloski replikat
soja PMFTBO0073 pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti oznaka je UP731, a za drugi bioloski
replikat soja PMFTBO0054 pri bijeloj LED svjetlosti oznaka je UA542. Izradila sam grafi¢ki
prikaz srednje vrijednosti i standardne pogreske tehnickih replikata, i time uocila nekoliko
ekstremnih vrijednosti koje sam uklonila iz tablice i daljnjih analiza radi reprezentativnijeg
grafickog prikaza podataka.

Iz skupa podataka s eliminiranim ekstremnim vrijednostima brojnosti stanica, ponovno
sam izracunala avg, st.dev. i SE iz tehnickih replikata za svaki bioloski replikat i avg., st.dev.
i SE za svaki soj iz njegovih pripadajucih bioloskih replikata. Na temelju podataka sam
izradila krivulje rasta sojeva unutar zadanog vremenskog perioda koje prikazuju srednje
vrijednosti stanica sa standardnom pogreskom brojnosti za svaki dan brojanja. 1z dobivenih
krivulja rasta izradila sam graficki prikaz linearnih trend linija za svaki eksperimentalni soj iz
kojih se jasno mogu usporediti eksponencijalne faze rasta istih sojeva koji su rasli pod
razli¢itim svjetlosnim uvjetima.

Na temelju brojnosti stanica po cm?u eksponencijalnoj fazi rasta sojeva, izra¢unala sam
stope rasta (u1 ("mi")) i vrijeme udvostrucenja populacije za sve sojeve (T1). lzradila sam
dodatne dvije krivulje rasta koje prikazuju brojnost stanica po cm? svih bioloskih replikata s

uklonjenim ekstremnim vrijednostima. Na temelju podataka iz eksponencijalne faze rasta
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dobila sam stope rasta (u2) i vrijeme udvostrucenja populacije za sve bioloske replikate sojeva
(T2). Navedeni izracuni provedeni su prema jednadzbama:

p=In(N2)-In(N1)/ At (2.3)

T=In(2)/ pn (2.4)

Vrijednosti T 1i T2 sam odabrala kao parametre za opis stope rasta populacije izrazen u
danima, te sam navedene vrijednosti unosila u statisti¢ku analizu koja je provedena pomocu t-
testa u Excel programu. T-testom sam analizira znacajnost razlike za: (1) T1 sojeva vrste A.
elongata i P. lepidochelicola izmedu umjereno-bijele i bijele LED svijetlosti, (2) T2 izmedu
bioloskih replikata sojeva vrste A. elongata i P. lepidochelicola pri umjereno-bijeloj LED
svjetlosti i (3) T2 izmedu bioloskih replikata sojeva vrste A. elongata i P.lepidochelicola pri
bijeloj LED svijetlosti. Izradila sam kutijaste dijagrame u svrhu usporedbe postignute gustoce
stanica za sve bioloske replikate sojeva vrste A. elongata i vrste P. lepidochelicola pri

umjereno-bijeloj LED svjetlosti i bijeloj LED svjetlosti, te neovisno o uvjetu osvjetljenja.

31



3. REZULTATI

3. REZULTATI

3.1 Slike zivih stanica eksperimentalnih sojeva vrsta Achnanthes elongata i
Poulinea lepidochelicola

Morfoloska analiza eksperimentalnih sojeva vrste Achanthes elongata (PMFTBO0052
(Slika 14), PMFTBO0053 (Slika 15) i PMFTBO0054 (Slika 16)) i vrste Poulinea lepidochelicola
(PMFTBO0073 (Slika 17) i PMFTB0077 (Slika 18)) pokazala je da se sojevi iste vrste
medusobno morfoloski vidljivo ne razlikuju. Na slikama su dobro vidljivi Kloroplasti i
sluzavi ovoji oko stanica, te slabije vidljivi odredeni dijelovi frustule. Vidljivim sluzavim
ovojem stanice se pri¢vrs¢uju za podlogu, te se medusobno povezuju u lance i grumene.

Na Slikama 14., 15. i 16. vidljivo je da se glavna morfoloska razlika oc€ituje u duljini
stanica, odnosno stanice soja PMFTB0052 su krace od stanica sojeva PMFTB0053 i
PMFTBO0054. Stanice soja PMFTB0052 formiraju grumene, dok stanice sojeva PMFTB0053 i
PMFTB0054 formiraju lance. Takoder, stanice soja PMFTB0054 su blago dulje od stanica
soja PMFTB0053. Bez obzira na manje morfoloSke razlike, navedeni sojevi pokazuju
morfoloske karakteristike vrste A. elongata. Nisu vidljive razlike u morfologiji stanica i
polozaju kloroplasta izmedu sojeva PMFTB0073 i PMFTB0077 (Slike 17 i 18). Stanice
pokazuju V-oblik stanice i rubni polozaj kloroplasta, te morfoloske karakteristike vrste P.

lepidochelicola.
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20 um
1

Slika 14. Zive stanice vrste Achnanthes elongata soja PMFTB0052: A) Grupa stanica. B) Jedna stanica
prikazana s pleuralne strane. Vidljivi su kloroplasti (tamno) te dio strija na rubovima (svijetle crte).

Slika 15. Zive stanice vrste Achnanthes elongata soja PMFTB0053: A) Lanac stanica, povezan
sluzavim kratkim stapkama. B) Jedna stanica prikazana s valvalne strane. Vidljivi su kloroplasti
(tamno), te strije i rafa frustule (svijetle crte)
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Slika 16. Zive stanice vrste Achnanthes elongata soja PMFTB0054: A) Lanac stanica, povezan sluzavim
kratkim stapkama; B) Stanice prikazane s valvalne strane. Vidljivi su kloroplasti (tamno)

34



3. REZULTATI

Slika 17. Zive stanice vrste Poulinea lepidochelicola soja PMFTB0073: A) Dvije stanice prikazane s
pleuralne strane. Vidljiv V oblik stanice i pri¢vr§¢ivanje na substrat preko uzeg donjeg dijela stanice, B)
Dvije stanice prikazane s pleuralne strane. Vidljivi su kloroplasti (tamno).

Slika 18. Zive stanice vrste Poulinea lepidochelicola soja PMFTB0077: A) Dvije stanice prikazane s valvalne
strane. Vidljivi kloroplasti (tamno) i rubovi frustule. B) Stanica prikazana s pleuralne strane. Vidljivi su V
oblik stanice i kloroplasti (tamno).
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3.2. Krivulje rasta eksperimentalnih sojeva za oba svjetlosna uvjeta

Krivulje rasta vrste Achnanthes elongata (sojevi PMFTB0052, PMFTB0053,
PMFTBO0054) prikazane su na Slici 19., a za vrstu Poulinea lepidochelicola (sojevi
PMFTBO0073, PMFTBO0077) na Slici 20. Svi sojevi u rezultatima (tablice i graficki prikazi)
oznaceni su s kraticama za sojeve koje su objasnjene u poglavlju 2.7. Krivulje predstavljaju
srednje vrijednosti brojnosti stanica po cm? sa standardnom pogreskom iz biologkih replikata
svakog eksperimentalnog soja u uvjetima umjereno-bijele LED svjetlosti temperature 5000 K
i bijele LED svjetlosti temperature 6500 K. Vremenski period brojanja za sojeve PMFTB0073
I PMFTBO0054 je 39 dana, a za sojeve PMFTB0077, PMFTB0052 i PMFTBO0053 je 40 dana.

Grafovi ne ukljucuju ekstremne vrijednosti koje su prethodno eliminirane, medutim
prikazane su na grafickim prikazima krivulja rasta bioloskih replikata sojeva u prilogu (Slike
P1-P4). Takoder su prikazane i dodatno izradene krivulje rasta svih bioloskih replikata sojeva
vrste A. elongata i P. lepidochelicola s uklonjenim ekstremnim vrijednostima (Slike P5 i P6),
na temelju kojih je izraCunato vrijeme udvostruc¢enja populacije (T2) bioloskih replikata u

svrhu statisticke usporedbe sojeva.
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Slika 19. Krivulje rasta sojeva vrste Achnanthes elongata: PMFTB0053 (UA53, BA53), PMFTB0052 (UA52, BA52) i PMFTB0054 (UA54, BA54) u oba svjetlosna
uvjeta. Pune linije predstavljaju rast brojnosti stanica sojeva u uvjetima umjereno-bijele LED svjetlosti temperature 5000 K (oznaka "U"), a isprekidane linije predstavljaju

rast brojnosti stanica sojeva u uvjetima bijele LED svjetlosti temperature 6500 K (oznaka "B"). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti dva bioloska replikata s
iskazanom standardnom pogre$kom (SE). Os y prikazana je logaritamskom skalom.
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Slika 20. Krivulje rasta sojeva vrste Poulinea lepidochelicola: PMFTB0073 (UP73, BP73) i PMFTB0077 (UP77, BP77) u oba svjetlosna uvjeta. Pune linije predstavljaju
rast brojnosti stanica sojeva u uvjetima umjereno-bijele LED svjetlosti temperature 5000 K (oznaka "U"), a isprekidane linije predstavljaju rast brojnosti stanica sojeva u

uvjetima bijele LED svjetlosti temperature 6500 K (oznaka "B"). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti dva bioloska replikata s iskazanom standardnom pogreskom
(SE). Os y prikazana je logaritamskom skalom.
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3.3  Eksponencijalni rast eksperimentalnih sojeva

Iz krivulja rasta eksperimentalnih sojeva izvedene su trend linije u Excel programu na
temelju srednjih vrijednosti brojnosti stanica po cm?. Trend linije su prikazane na Slikama 21
I 22, te predstavljaju to¢ke vremenskog perioda tijekom kojih je brojnost sojeva rasla
eksponencijalno, $to je na krivuljama rasta vidljivo kao linearan odnos izmedu brojnosti

stanica (y os) i vremena (x 0s) (Slike 19 i 20). Uz svaku liniju nalazi se pripadajuca jednadzba
linearne funkcije.
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E
<
% 400 ®
S y = 24,05x - 151,29
& _--" RF=0,884
2 200 y=14,2x - 59,178 - ® o
=] 2 - - -
S y =12,061x - 50,348 =0,9322 _-
= R? = 0,9606 /\/r 1 ° _‘___‘__9
0 o—T "9 o -6 - —— — ®"
-7 y =5,7452x - 70,605
R?=0,8008
-200
0 5 10 15 20 25
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® UAS53 ® BA53 UA52 BA52
® UA54 ® BA54 Linearna (UA53) = = = Linearna (BA53)
Linearna (UA52) Linearna (BA52) Linearna (UA54) = = = Linearna (BA54)

Slika 21. Eksponencijalni rast sojeva PMFTB0052 (UA52, BA52), PMFTB0053 (UA53, BA53) i
PMFTB0054 (UA54, BA54) vrste Achnanthes elongata. Pune crte predstavljaju trend linije sojeva u
uvjetima umjereno-bijele LED svjetlosti temperature 5000 K, a isprekidane crte predstavljaju trend linije
sojeva u uvjetima bijele LED svjetlosti temperature 6500 K. Uz svaku liniju navedena je jednadzba
linearne funkcije trend linije.
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Slika 22. Eksponencijalni rast sojeva PMFTB0073 (UP73, BP73) i PMFTB0077 (UP77, BP77) vrste
Poulinea lepidochelicola. Pune crte predstavljaju trend linije sojeva u uvjetima umjereno-bijele LED
svjetlosti temperature 5000 K, a isprekidane crte predstavljaju trend linije sojeva u uvjetima bijele LED
svjetlosti temperature 6500 K. Uz svaku liniju navedena je jednadzba linearne funkcije trend linije.

40



3. REZULTATI

3.4  Stope rasta eksperimentalnih sojeva i statisticka analiza

Stope rasta (u2) i vremena udvostrucenja populacija (T2) za sve bioloske replikate svih
eksperimentalnih sojeva prikazani su u Tablici 2. Za vrstu Poulinea lepidochelicola postoji
razlika u p2 i T2 izmedu svih bioloskih replikata koji su rasli pri umjereno-bijeloj LED
svjetlosti. Bioloski replikati soja PMFTB0077 pokazuju puno vecu stopu rasta i brze vrijeme
udvostru¢enja populacije u odnosu na bioloske replikate soja PMFTB0073. Izmedu prvog i
drugog bioloSkog replikata svakog soja postoji manja razlika. Isti rezultati su dobiveni za
bioloske replikate sojeva vrste P. lepidochelicola koji su rasli pri bijeloj LED svjetlosti.
Bioloski replikati sojeva vrste Achnanthes elongata se takoder medusobno razlikuju u p2 i T»
pri oba svjetlosna uvjeta, te su vidljive manje razlike izmedu prvog i drugog replikata za svaki
s0j. Najvecu stopu rasta i najbrze vrijeme udvostruéenja populacije pokazuju prvi bioloski
replikat soja PMFTBO0053 i drugi bioloski replikat soja PMFTB0052 pri umjereno-bijeloj
LED svjetlosti (Tablica 2).

Tablica 2. Stope rasta (p2) i vrijeme udvostru¢enja populacije (T2) za sve bioloske replikate eksperimentalnih
sojeva laboratorijskih kultura dijatomeja. N1- prosje¢na brojnost po cm? prvi dan vremenskog perioda (t1), Na-
prosje¢na brojnost po cm? zadnji dan vremenskog perioda (t2), At- vremenski period eksponencijalne faze rasta
brojnosti soja

25;‘:\‘/‘:‘ N1 N2  tidan) tdan) At(dani) ”2(3;%?3 bo ( d;;i)
UP731 56,89 151467 6 19 13 0,25 2,75
UP732 40,00 178133 6 19 13 0,29 2,37
UP771 2,00 862,22 4 18 14 0,43 1,60
UP772 2,67 74133 4 18 14 0,40 1,72
UA541 3,56 264,89 8 19 11 0,39 1,77
UA542 1,78 160,00 7 19 12 0,37 1,85
UAS31 2,22 7333 4 10 6 0,58 1,19
UA532 9,78 109,78 4 10 6 0,40 1,72
UA521 4,67 80,89 4 10 6 0,48 1,46
UA522 133 61,78 4 10 6 0,64 1,08
BP731 7,56 529,78 8 21 13 0,33 2,12
BP732 3,11 43733 8 21 13 0,38 1,82
BP771 1,78 632,00 6 20 14 0,42 1,65
BP772 2,22 86400 6 20 14 0,43 1,63
BA541 133 39,11 10 19 9 0,38 1,85
BA542 133 97,78 11 23 12 0,36 1,94
BA531 2,22 24889 4 18 14 0,34 2,06
BA532 4,00 21867 6 18 12 0,33 2,08
BA521 333 2667 4 10 6 0,35 2,00
BA522 1,33 330,67 4 18 14 0,39 1,76
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Stope rasta (u1) i vremena udvostrucenja populacija (T1) za svaki eksperimentalni soj
ovisno o svjetlosnom uvjetu su prikazani u Tablici 3. Vidljivo je da svi sojevi vrste
Achnanthes elongata pokazuju vecu stopu rasta i brze vrijeme udvostrucenja populacije pri
umjereno-bijeloj LED svjetlosti u odnosu na sojeve koji su rasli pri bijeloj LED svjetlosti. Za
vrstu Poulinea lepidochelicola takoder postoji razlika u pi i T1 sojeva izmedu svjetlosnih
uvjeta. Vidljiva je veca stopa rasta soja PMFTBO0073 i brze vrijeme udvostrucenja populacije

soja PMFTBO0077 pri bijeloj LED svjetlosti.

Tablica 3. Stope rasta (ni1) i vrijeme udvostruéenja populacije (T1) za sve eksperimentalne sojeve
laboratorijskih kultura dijatomeja. Ni- prosje¢na brojnost po cm? prvi dan vremenskog perioda (t1), Na-
prosjeéna brojnost po cm? zadnji dan vremenskog perioda (t2), At- vremenski period eksponencijalne faze
rasta brojnosti soja

23;‘;/‘;3 N: Nz ti(dani) t(dani) At(dani) ”1(3;?3 PO, (dani)
UA53 600 9156 4 10 6 0.45 153
BA53 311 40200 4 20 16 0.30 228
UA52 300 7133 4 10 6 053 131
BA52 233 85511 4 22 18 0.33 211
UAS4 311 21244 8 19 11 0.38 181
BA54 178 8533 11 23 12 0.32 215
UP73 1487 164800 4 19 15 0.31 221
BP73 533 48356 8 21 13 0.35 2,00
UP77 233 80178 4 18 14 0.42 166
BP77 200 74800 6 20 14 0,42 1,64

Znacajnost svih uoCenih razlika testirana je statistickom analizom koja je provedena t-
testom iz vrijednosti T1 i T2. Rezultati analize su p-vrijednosti koje odgovaraju trima testnim
skupinama: (1) razlika T: sojeva Achnanthes elongata i Poulinea lepidochelicola izmedu
svjetlosnih uvjeta (Tablica 4), (2) razlika T» izmedu bioloskih replikata sojeva A. elongata i P.
lepidochelicola pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti (Tablica 5) i (3) razlika T, izmedu
bioloskih replikata sojeva A. elongata i P. lepidochelicola pri bijeloj LED svjetlosti (Tablica
6). Statisticki znacajne p-vrijednosti su manje od o ("alpha") vrijednosti koja iznosi 0,05.
Sojevi PMFTB0054, PMFTB0053 i PMFTBO0052 vrste A. elongata se znacajno razlikuju u
vremenu udvostruc¢enja populacije (T1) izmedu razli¢itih svjetlosnih uvjeta, dok za vrstu P.
lepidochelicola nema znaCajne razlike u vremenu udvostrucenja populacije sojeva
PMFTBO0077 i PMFTBO0073 izmedu razli¢itih svjetlosnih uvjeta (Tablica 4). Takoder, nema
znacajne razlike u T2 izmedu bioloskih replikata sojeva vrsta A. elongata i P. lepidochelicola
pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti (Tablica 5), niti izmedu sojeva obje vrste pri bijeloj LED
svjetlosti (Tablica 6).
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Tablica 4. Statisticka analiza razlika u stopama rasta izmedu umjereno-bijele i bijele LED svjetlosti za vrste
Achnanthes elongata (sojevi PMFTB0054, PMFTB0053 i PMFTB0052) i Poulinea lepidochelicola (sojevi
PMFTBO0077 i PMFTBO0073). T-test pokazuje znadajnu razliku pri p vrijednosti <0,05, oznaceno
podebljanim fontom.

Vrste dijatomeja Eksperimentalni sojevi p-vrijednost
Achnanthes elongata PMFTB0054, PMFTB0053 i PMFTB0052 0,01
Poulinea lepidochelicola PMFTBO0077 i PMFTB0073 0,38

Tablica 5. Statisticka analiza razlika u stopama rasta pri bijeloj LED svjetlosti izmedu bioloskih replikata
vrsta Achnanthes elongata (sojevi PMFTB0054, PMFTB0053 i PMFTB0052) i Poulinea lepidochelicola

Vrste dijatomeja Bioloski replikati sojeva p-vrijednost
Achnanthes elongata PMFTB0054 i PMFTB0053 0,08
A. elongata PMFTBO0054 i PMFTB0052 0,47
A. elongata PMFTBO0053 i PMFTB0052 0,18
Poulinea lepidochelicola PMFTB0073 i PMFTB0077 0,07

(sojevi PMFTB0077 i PMFTBO0073). T-test ne pokazuje znacajne razlike.

Tablica 6. Statisti¢ka analiza razlika u stopama rasta pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti izmedu bioloskih
replikata vrsta Achnanthes elongata (sojevi PMFTB0054, PMFTB0053 i PMFTBO0052) i Poulinea
lepidochelicola (sojevi PMFTB0077 i PMFTBO0073). T-test ne pokazuje znacajne razlike.

Vrste dijatomeja Bioloski repliakti sojeva p-vrijednost
Achnanthes elongata PMFTB0054 i PMFTB0053 0,21
A.elongata PMFTB0054 i PMFTB0052 0,11
A. elongata PMFTB0053 i PMFTB0052 0,31
Poulinea lepidochelicola PMFTB0073 i PMFTBO077 0,14
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3.5  Gustoce stanica eksperimentalnih sojeva zadnji dan brojanja

Sojevi PMFTBO0054 (vrsta Achnanthes elongata) i PMFTBO0073 (vrsta Poulinea
lepidochelicola) brojani su 39 dana, a sojevi PMFTB0052 i PMFTB0053 (vrsta A. elongata)
te PMFTBO0077 (vrsta P. lepidochelicola) brojani su 40 dana. Zadnji 39. dan i 40. dan
odredene su gustoce stanica za Sve Sojeve i vrijednosti su usporedene izmedu svjetlosnih
uvjeta za sve bioloske replikate sojeva vrste A. elongata (Slika 23A) i sojeva vrste P.
lepidochelicola (Slika 23B). Na Slici 23A vidljivo je da bioloski replikati sojeva vrste A.
elongata pokazuju $iri raspon podataka oko medijana pri svjetlosti topline 5000 K u odnosu
na svjetlost topline 6500 K. Siri raspon podataka ukazuje na to da su bioloski replikati
varijabilniji u dosegu gustoce u fazi mirovanja, dok bioloski replikati vrste A. elongata pri
svjetlosti topline 6500 K dosezu medusobno sli¢nu gustocu §to se ocituje u uzem rasponu
podataka oko medijana. Isto je vidljivo na Slici 23B, gdje bioloski replikati sojeva vrste P.
lepidochelicola pri svjetlosti topline 5000 K pokazuju $iri raspon podataka oko medijana.
Takoder vidljivo je na oba grafa da bioloski replikati vrste A. elongata i vrste P.
lepidochelicola dosezu vecu gustocu zadnji dan faze mirovanja pri svjetlosti topline 5000 K.
Medijan sojeva vrste A. elongata pri svjetlosti topline 5000 K iznosi 600 st/cm?, u odnosu na
sojeve pri svjetlosti topline 6500 K koji iznosi 542 st/cm? Medijan sojeva vrste
P.lepidochelicola pri svjetlosti topline 5000 K iznosi 1278 st/cm?, dok za uvjet svjetlosti
topline 6500 K iznosi 973 st/cm?.

Achnanthes elongata Poulinea lepidochelicola
[ Umjereno-bijela LED svjetlost (SO00K) B Umjereno-bijela LED svietlost (SO00K)
[ Bijela LED svjetlost {6500K) B Eijela LED svjetlost {5500K)
1200 2500
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A Zadnji dan brojanja B Zadnji dan brojanja

Slika 23. Gustoc¢a stanica zadnji dan brojanja (39-40 dan) svih bioloskih replikata sojeva pri razli¢itim
svjetlosnim uvjetima za vrstu A) Achnanthes elongata, B) Poulinea lepidochelicola.
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Usporedene su gustoe stanica sojeva zadnji dan brojanja izmedu svih bioloskih
replikata sojeva vrste A. elongata (Slika 24A) te izmedu svih bioloskih replikata sojeva vrste
P. lepidochelicola (Slika 24B). Dakle, neovisno o svjetlosnom uvjetu postoje razlike u
postignutoj gustoci stanica izmedu sojeva. Graf na Slici 24A pokazuje da bioloski replikati
soja PMFTB0054 vrste A. elongata ima najSiri raspon podataka oko medijana, te dosezu

najvecu brojnost stanica po cm? zadnji dan faze mirovanja. Bioloski replikati sojeva

tim da je medijan soja PMFTBO0053 iznosi 533 st/cm?, a medijan soja PMFTB0052 iznosi 606
st/cm? (Slika 24A). Razlika u gusto¢i populacije izmedu sojeva vidljiva je i na Slici 24B, gdje
bioloski replikati soja PMFTB0073 vrste P. lepidochelicola vise variraju oko medijana i
postizu veéu brojnost po cm? od biologkih replikata soja PMFTB0077 koji ima uZi raspon
podataka oko medijana. Medijan soja PMFTB0073 iznosi 1663 st/cm? a medijan soja
PMFTBO0077 iznosi 644 st/cm?.

Achnanthes elongata Poulinea lepidochelicola
Biolodki replikati soja AS4 [ Bioloiki replikati soja P73
[1 Biolodki replikati soja AS3 & Bioloski replikati soja P77
B Biolodki replikati soja AS2 2500
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A Zadnji dan brojanja B Zadnji dan brojanja

Slika 24. Gustoc¢a stanica zadnji dan brojanja (39.-40. dan) svih biolo$kih replikata sojeva neovisno o
svjetlosnom uvjetu za vrstu A) Achnanthes elongata, B) Poulinea lepidochelicola.
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4.1. Morfoloske razlike i slicnosti sojeva vrsta Achnanthes elongata i Poulinea

lepidochelicola

Pregled zivih stanica eksperimentalnih sojeva pokazao je da sojevi PMFTBO0052,
PMFTBO0053 i PMFTB0054 (Slike 14, 15 i 16) morfoloski odgovaraju opisu vrste Achnanthes
elongata (Majewska i sur. 2017). Na stanicama je vidljiva savijenost u centralnom podrucju
frustule (Slika 14), sojevi pokazuju izduZenost stanica te je vidljiv karakteristi¢an sluzavi ovoj
kojim se stanice spajaju u lance (Majewska i sur 2017). Sojevi se medusobno razlikuju u
duljini stanica, te soj PMFTBO0052 pokazuje tendencije za stvaranje grumena, umjesto lanaca

izmedu stanica.

Prema Slikama 17. i 18., sojevi PMFTB0073 i PMFTB0077 morfoloski odgovaraju
vrsti Poulinea lepidochelicola. Sukladno opisu vrste koju su izlozili Majewska i suradnici
(2015) u svome radu, vidljiv je karakteristican V-oblik stanice, odnosno §iri gornji kraj stanice
koji se postupno suzava prema donjem kraju (Slika 17B). U odnosu na slike izradene
elektronskom mikroskopijom (Majewska i sur. 2015) na sojevima u ovom radu (Slike 17 i 18)
nisu vidljive karakteristi¢cna fascija na heteropolarnoj valvi i pregrada na cingulumu iz razloga
Sto su uzorci promatrani svjetlosnim mikroskopom. Ipak, vidljiv je sluzavi ovoj s kojim se
pri¢vr$éuju na podlogu preko uzeg dijela stanice koji su Majewska i suradnici (2015) naglasili

kao glavnu znacajku roda Poulinea i vrste P. lepidochelicola.
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4.2  Usporedba faza krivulja rasta izmedu eksperimentalnih sojeva

Eksperimentalni sojevi navedenih dviju vrsta brojani su u vremenskom periodu od 39,
odnosno 40 dana, a dobivene krivulje rasta (Slike 19 i 20) jasno pokazuju fazu
prilagodavanja, fazu eksponencijalnog rasta i fazu mirovanja. Stanice nisu usle u fazu
odumiranja. Sukladno istrazivanjima autora Price i Farag (2013), u fazi prilagodavanja
brojnost stanica je jako varijabilna, te u eksponencijalnoj fazi krec¢e u ubrzani rast linearan s
vremenom. Svi sojevi ulaze u stacionarnu fazu gdje brojnost stanica postaje stabilna te se
znacajno ne povecava niti smanjuje.

Eksponencijalni rast je detaljnije prikazan pomoc¢u trend linija. Vidljivo je da linije
razli¢itih eksperimentalnih sojeva vrste Achnanthes elongata (Slika 21) i vrste Poulinea
lepidochelicola (Slika 22) imaju razli¢ite nagibe. Jasno je da se sojevi jedne vrste unutar
svjetlosnog uvjeta i izmedu uvjeta blago razlikuju u trajanju eksponencijalne faze. Trajanje
vremenskog perioda eksponencijalne faze (At) svih eksperimentalnih sojeva varira od 6. do
18. dana. (Tablica 3). Slike 19 i 20 pokazuju da sojevi vrste A. elongata i vrste P.
lepidochelicola imaju relativno uskladen ulazak i izlazak iz eksponencijalne faze, iako je
vidljiv raniji ulazak u eksponencijalnu fazu za sojeve koji su rasli pri LED svjetlosti

temperature 5000 K.

4.3  Utjecaji abiotickih i bioti¢kih parametara na stope rasta dijatomeja

Usporedbe nagiba trend linija i vrijednosti iz Tablica 2 i 3 potvrduju razlike u stopama
rasta 1 vremenu udvostruc¢enja populacija eksperimentalnih sojeva izmedu svjetlosnih uvjeta,
te izmedu bioloskih replikata sojeva unutar istog svjetlosnog uvjeta. Uocene razlike ipak nisu
potvrdene statistickom analizom, 0sim za sojeve vrste Achnanthes elongata izmedu dva
svjetlosna uvjeta (Tablica 4). Iz Tablice 3 vidljivo je da se stope rasta svih eksperimentalnih
sojeva nalaze unutar intervala od 0,30 - 0,58 dioba po danu, a vremena udvostruc¢enja
populacija imaju raspon od 1,31-2,28 dana.

Navedeni rezultati pokazuju sli¢nost s vrijednostima dobivenim u istrazivanju bentickih
dijatomeja u slatkovodnim ekosustavima (Morin i Coste 2008). Usporedene su stope rasta i
vremena udvostrucenja populacija za 13 vrsta bentickih slatkovodnih dijatomeja izmedu
eksperimentalnog mikrokozmosa i terenskih podataka. Rezultati u eksperimentalnim uvjetima
pokazuju interval stopa rasta od 0,06 do 0,17 dioba po danu, s jednim ekstremom od 0,27
dioba po danu koji je zabiljezen kod vrste Navicula seminulum. S druge strane, rezultati
istrazivanja u prirodnim uvjetima za iste vrste pokazuju interval od 0,26 do 0,41 dioba po
danu s ekstremima od 0,10 i 0,17 dioba po danu. Sojevi PMFTB0053 i PMFTBO0052 pri
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umjereno-bijeloj LED svjetlosti imaju vece stope rasta u odnosu na najveée stope rasta
zabiljezene u terenskom istrazivanju od 0,41 dioba po danu za vrste Nitzschia acicularis i
Gomphonema parvulum, $to ukazuje na to da se eksperimentalni sojevi vrsta A. elongata i P.
lepidochelicola dijele brze od navedenih vrsta u prirodnom staniS$tu. Najbrze vrijeme
udvostru¢enja populacije je takoder zabiljeZeno u prirodnim uvjetima, te iznosi 1,74 dana za
vrstu N. acicularis i 1,71 dana za vrstu G. parvulum, $to je usporedivo s brzim rastom
eksperimentalnih sojeva u ovom istrazivanju (Tablica 3). Prema Morin i Coste (2008), vecina
bentickih dijatomeja ulazi u eksponencijalnu fazu rasta unutar 3 tjedna, Sto je pokazano i za

sojeve istrazivane u sklopu ovog diplomskog rada.

Benticke dijatomeje pokazuju sli¢ne stope rasta, no postoje razlike u odgovoru na
svjetlost izmedu benti¢kih i planktonskih vrsta dijatomeja. Dodatno, promjena intenziteta
svjetlosti takoder ima utjecaj na povecanje ili smanjenje stopa rasta dijatomeja. Autori Gilstad
i Sakshaug (1990) su istrazivali stope rasta 10 odabranih vrsta planktonskih dijatomeja koje su
rasle pod halogenim i fluorescentnim zaruljama pri razli¢itim intenzitetima svjetlosti i
duljinama dana. Rezultati su pokazali povecanje stope rasta dijatomeja sukladno poveéanju
duljine dana i intenziteta svjetlosti od 3 pmol/m?s do 500 umol/m?s. U uvjetima fotoperioda
od 10 h svjetla i 14 h tame, te intenziteta svjetlosti od 18 pmol/m?s, najvec¢a izmjerena stopa
rasta je 0,17 dioba po danu za kulturu vrste Nitzschia grunowii, a najmanja stopa rasta je 0,07
dioba po danu za vrstu Thalassiosira bioculata. Obje izmjerene vrijednosti su znatno manje
od najniZe izmjerene stope rasta od 0,30 dioba po danu za soj PMFTB0053 pri bijeloj LED
svjetlosti u uvjetima 12 h dugog fotoperioda i intenziteta svjetlosti od 15 umol/m?s. Navedeni
rezultati pokazuju da eksperimentalni sojevi bentickih vrsta A. elongata i P. lepidochelicola
rastu brze od drugih istrazivanih planktonskih vrsta dijatomeja.

Autori Lewis i Johnson (2002) su istrazivali utjecaj gustoCe stanica, temperature i
intenziteta svjetlosti na rast i stvaranja stalaka u kulturi vrste Achnanthes longipes. Kulture su
rasle u uvjetima bijele fluorescentne svjetlosti u fotoperiodu od 12 h. lIzlozene su intervalu
temperature 18-20 °C i intenziteta svjetlosti 60-100 umol/m?s. Sukladno istrazivanju autora
Gilstad 1 Sakshaug (1990), zabiljezeno je povecanje stope rasta pri povecanju intenziteta
svjetlosti. Takoder, temperatura je jedan od abioti¢kih parametara koji utjeCu na stopu rasta
dijatomeja. Rezultati istrazivanja pokazuju vece stope rasta vrste A. longipes pri viSim
temperaturama, s optimalnom temperaturom od 26 °C nakon koje slijedi pad stope rasta.
Maksimalna stopa rasta izrazena kao vrijeme udvostrucenja populacije je 1,2 dana za uvjet

intenziteta 1 1,3 dana za uvjet temperature (Lewis 1 Johnson 2002), §to je sukladno najbrzem
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vremenu udvostrucenja populacije soja PMFT0052 pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti
(Tablica 3). Generalno, eksperimentalni sojevi vrsta A. elongata i P. lepidochelicola pri oba
svjetlosna uvjeta pokazuju sporiji rast u odnosu na kulture vrste A. longipes pri bijeloj
fluorescentnoj svjetlosti. U istrazivanju bentickih dijatomeja iz estuarija takoder je pokazano
da se stope rasta povecavaju sukladno povecanju temperature i intenziteta svjetlosti (Admiraal
1977). Stope rasta su izrazene kao vremena udvostru¢enja populacija koje su kod sve 4
istrazivane vrste iznosile manje od 2,5 dana, §to je generalno brzi rast u odnosu na rast
eksperimentalnih sojeva (Tablica 3). Kultura vrste Nitzschia sigma je rasla najbrze sa
vremenom udvostruenja populacije od 0,18 dana izmjerenom pri temperaturi 12 °C, te
fotoperiodu od 4 h svjetla i 20 h tame. Najsporiji rast zabiljezen je kod vrste Nitzschia cf.
dissipata i iznosi 2,22 dana (Admiraal 1977).

Rast dijatomeja ovisi i o bioti¢kim parametrima. Windler i Leinweber (2005) su proveli
istrazivanje utjecaja prisutnosti bakterija na rast benticke dijatomeje vrste Achnanthidium
minutissimum i stvaranje biofilma unutar monokulture. Usporedivane su stope rasta izmedu
kseni¢nih (bakterije prisutne) i aksenickih (nema bakterija) monokultura koje su bile izloZene
12 h dugom fotoperiodu pri svjetlosnom intenzitetu 20-50 pmol/m?s. Akseni¢ne monokulture
su izlazile iz eksponencijalne faze ranije od kseni¢nih monokultura, $to je pokazatelj utjecaja
bioti¢kih parametara na rast monokultura. Kseni¢ne kulture vrste A. minutissimum ulaze u
eksponencijalnu fazu nakon 5. dana, te u fazu mirovanja ulaze nakon 15. dana §to je
usporedivo sa sojevima vrste A. elongata koje su rasle pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti

temperature 5000 K.

4.4  Optimalni svjetlosni uvjet za laboratorijski uzgoj dijatomeja

Eksperimentalni sojevi PMFTB0054, PMFTBO0053 i PMFTBO0052 dijatomeje vrste
Achnanthes elongata pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti temperature 5000 K imaju znacajno
brze vrijeme udvostru¢enja populacije i vecu stopu rasta u odnosu na iste sojeve koji su rasli
osvijetljeni pomoc¢u bijele LED svjetlosti temperature 6500 K. U Tablici 3 je vidljivo da
navedeni sojevi pri svjetlosti temperature 5000 K imaju puno kra¢i vremenski period
eksponencijalnog rasta od istih sojeva pri svjetlosti temperature 6500 K, $to je posljedica
brzeg rasta i ulaska u fazu mirovanja.

Razlika u stopama rasta za sojeve vrste Poulinea lepidochelicola nije potvrdena
statistickom analizom, no usporedbom krivulja rasta istraZzivanih dijatomeja u dva svjetlosna
uvjeta vidljivo je da obje vrste dijatomeja u eksponencijalnoj fazi rasta bolje reagiraju na

umjereno-bijeloj LED svijetlosti, posebice vrsta A. elongata. S obzirom da se laboratorijski
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pokusi i analize provode za vrijeme eksponencijalnog rasta kada su vrste najosjetljivije na
podrazaje i okoliSne uvjete, ovaj rad pokazuje da bi drzanje kultura pri umjereno-bijeloj LED

svjetlosti temperature 5000 K bio optimalni svjetlosni uvjet za ove vrste.

45  Cimbenici rasta eksperimentalnih sojeva

Jedna od mogucéih uzroka sporijeg rasta sojeva vrste Achnanthes elongata pri bijelom
LED osvjetljenju temperature 6500 K je dulja prilagodba fotosustava stanica u fazi
prilagodavanja tijekom rasta. Bijela LED svjetlost ima manji udio crvenih valnih duljina u
odnosu na plave, za razliku od umjereno-bijele LED svjetlosti koja ima veci udio crvene valne

duljine (https://www.waveformlighting.com/art-painting/difference-between-5000k-and-

6500k-bulbs). S obzirom da stanice sojeva vrste A. elongata pri bijeloj LED svjetlosti
pokazuju statisti¢ki znacajno sporiji rast, moguée je da manjak crvenih valnih duljina u
odnosu na plave valne duljine ima znacajni utjecaj na fotosustav ove vrste i njezin rast.

Slican efekt su zabiljezili Pattanaik i suradnici (2018) koju su u svom radu naveli
nekoliko istrazivanja koja ukazuju da veéi udio crvene valne duljine u LED osvjetljenju potice
rast biomase algi. Primjerice, istrazivanje koje su proveli Tran i suradnici (2015) na algi roda
Heamococccus lacustris pokazuje da je rast stanica najveci U uvjetima LED osvjetljenja s
crvenim i plavim valnim duljinama omjera 3:1, u odnosu na druge tipove osvjetljenja poput
jednobojne LED svjetlosti (crvene ili plave) ili fluorescentnog osvjetljenja. Takoder, Koc i
suradnici (2012) uzgajali su stanice roda Chlorella kessleri u uvjetima crvenog i plavog LED
osvjetljenja. Najveca biomasa stanica je izmjerena u uvjetima crvenog LED osvjetljenja, dok
su najvece stanice izmjerene u uvjetima plavog LED osvjetljenja.

S druge strane, stanice sojeva vrste Poulinea lepidochelicola pri bijeloj LED svjetlosti
prate stopu rasta istih sojeva pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti §to se moze objasniti boljom
prilagodbom fotosustava na manjak crvenih valnih duljina tijekom pocetne faze
prilagodavanja. Ipak, sojevi koji su rasli pri bijeloj LED svjetlosti ulaze kasnije u
eksponencijalnu fazu $to je pokazatelj duze faze prilagodavanja u odnosu na iste sojeve pri
umjereno-bijeloj LED svijetlosti. Generalno, sojevi vrsta A. elongata i P. lepidochelicola
pokazali su drugacije reakcije na izloZenost razli¢itim svjetlosnim uvjetima. Vrste su izolirane
s iste morske kornjace, stoga je mogucée da izloZenost specificnom staniStu uzrokuje razli¢iti
razvoj fizioloske sposobnosti prilagodbe na osvjetljenje. Prilagodbe fotosustava na razliciti
udio valnih duljina i moguc¢i uzroci razli€ite fizioloSke prilagodbe vrsta epizojskih dijatomeja

koje dijele isto staniSte, ostaju otvorena pitanja za daljnja istraZivanja.
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4. RASPRAVA

4.6  Utjecaj svjetlosnih uvjeta na gustoéu stanica eksperimentalnih sojeva

Izmedu svjetlosnih uvjeta postoje znacajne razlike izmedu stopa rasta za sojeve vrste
Achnanthes elongata i neznaajne razlike izmedu stopa rasta za sojeve vrste Poulinea
lepidochelicola. Ipak, za obje vrste je jasno vidljivo da se pri umjereno-bijeloj svjetlosti
temperature 5000 K postize veca gusto¢a zadnji dan faze mirovanja, §to je usporedivo s
rezultatima istrazivanja koja su Pattanaik i suradnici (2018) opisali u svome radu. Takoder,
neovisno o svjetlosnom uvjetu postoje razlike u gustoci stanica izmedu sojeva iste vrste §to

ukazuje na moguce fizioloske razlike medu sojevima (Slike 24A i 24B)

Usporedbe izmedu svjetlosnih uvjeta pokazuju da, bez obzira na moguce fizioloske
razlike, sojevi iste vrste drugacije reagiraju na razlicitu svjetlost (Slike 23A i 23B). Zadnji dan
faze mirovanja sojevi obje vrste pri umjereno-bijelom LED osvijetljenju temperature 5000 K
postizu vecu brojnost stanica u odnosu na bijelu LED svjetlost temperature 6500 K . Navedeni
rezultati ukazuju na to da je LED umjereno-bijela svjetlost temperature 5000 K optimalna za

laboratorijski uzgoj dijatomeja.
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5. ZAKLJUCAK

5. ZAKLJUCAK

Ovim diplomskim radom ostvareni su postavljeni ciljevi istrazivanja, odnosno
optimizirana je metoda brojanja stanica, izradene su krivulje rasta za sojeve epizojskih
dijatomeja vrste Achnanthes elongata i Poulinea lepidochelicola i provedene su statisticke
analize stopa rasta istih eksperimentalnih sojeva izmedu razli¢itih svjetlosnih uvjeta i

razli¢itih eksperimentalnih sojeva unutar istog svjetlosnog uvjeta.
Specifi¢ni zakljucci vezani za postavljene hipoteze su:

1. Rast sojeva obje vrste dijatomeja, A. elongata i P. lepidochelicola je veci pri umjereno-
bijelom svjetlu temperature 5000 K
2. Razlika u poveéanju brojnosti izmedu razli¢itih sojeva dijatomejskih vrsta A. elongata i P.
lepidochelicola u uvjetima toplije bijele boje svjetlosti odredene temperaturom 5000 K nije
statisticki znacajna
3. Razlika u povecéanju brojnosti izmedu razli¢itih sojeva dijatomejskih vrsta A. elongata i P.
lepidochelicola u uvjetima hladnije bijele svjetlosti odredene temperaturom 6500 K nije
statisti¢ki znacajna
S obzirom na postavljene hipoteze, mozemo zakljuciti da unutar istog svjetlosnog uvjeta
nema razlike u stopama rasta izmedu razli¢itih sojeva, no izmedu svjetlosnih uvjeta postoji
razlika u rastu i gustoci istih sojeva. Na temelju usporedbe istih sojeva obje vrste izmedu
svjetlosnih uvjeta moze se zakljuciti da je umjereno-bijela LED svjetlost temperature 5000 K
optimalnija za laboratorijski uzgoj dijatomeja od bijele LED svjetlosti temperature 6500 K.
Bez obzira §to ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u stopama rasta eksponencijalne faze
sojeva vrste P. lepidochelicola izmedu svjetlosnih uvjeta, iz krivulja rasta i usporedbi
postignutih gustoca stanica vidljivo je da sojevi postizu vecu gustocu 1 ulaze ranije u
eksponencijalnu fazu rasta pri LED svjetlosti temperature 5000 K. Isto je vidljivo i za sojeve
vrste A. elongata, za koje dodatno postoji i znacajno veca stopa rasta pri umjereno-bijeloj
LED svjetlosti temperature 5000 K
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7.PRILOZI

7. PRILOZI

Lista priloga

Tablica P1. Sastav Guillard f/2 medija za izolaciju i uzgoj kultura dijatomeja.

Slika P1. Krivulje rasta sojeva vrste Poulinea lepidochelicola pri umjereno-bijeloj LED
svjetlosti: A) Soj PMFTB0073, bioloski replikat 1 B) Soj PMFTB0073, bioloski replikat 2, C)
Soj PMFTB0077, bioloski replikat 1, D) Soj PMFTBO0077, bioloski replikat 2. Prikazane su

srednje vrijednosti iz 3 tehnicka replikata sa standardnom pogreskom (SE).

Slika P2. Krivulje rasta sojeva vrste Poulinea lepidochelicola pri bijeloj LED svjetlosti: A)
Soj PMFTB0073, bioloski replikat 1 B) Soj PMFTB0073, bioloski replikat 2, C) Soj
PMFTBO0077, bioloski replikat 1, D) Soj PMFTB0077, bioloski replikat 2. Prikazane su

srednje vrijednosti iz 3 tehnicka replikata sa standardnom pogreskom (SE).

Slika P3. Krivulje rasta sojeva vrste Achnanthes elongata pri umjereno-bijeloj LED
svjetlosti: A) Soj PMFTBO0054, bioloski replikat 1 B) Soj PMFTB0054, bioloski replikat 2,
C) Soj PMFTB0052, bioloski replikat 1, D) Soj PMFTB0052, bioloski replikat 2, E) Soj
PMFTBO0053, bioloski replikat 1, F) Soj PMFTB0053, bioloski replikat 2. Prikazane su

srednje vrijednosti iz 3 tehnicka replikata sa standardnom pogreskom (SE).

Slika P4. Krivulje rasta sojeva vrste Achnanthes elongata pri bijeloj LED svjetlosti: A) Soj
PMFTBO0054, bioloski replikat 1 B) Soj PMFTB0054, bioloski replikat 2, C) Soj
PMFTBO0052, bioloski replikat 1, D) Soj PMFTBO0052, bioloski replikat 2, E) Soj
PMFTBO0053, bioloski replikat 1, F) Soj PMFTBO0053, bioloski replikat 2. Prikazane su

srednje vrijednosti iz 3 tehnicka replikata sa standardnom pogreskom (SE).

Slika P5. Krivulje rasta svih bioloskih replikata sojeva vrste Achnanthes elongata pri
umjereno-bijeloj ("U"; pune crte) i bijeloj ("B"; isprekidane crte) LED svjetlosti.
Prikazane su srednje vrijednosti iz 3 tehnicka replikata sa standardnom pogreskom (SE)

nakon uklanjanja ekstremnih vrijednosti. Os y je prikazana logaritamskom skalom.

Slika P6. Krivulje rasta svih bioloskih replikata sojeva vrste Poulinea lepdiochelicola pri
umjereno-bijeloj ("U"; pune crte) i bijeloj ("B"; isprekidane crte) LED svjetlosti. Prikazane
su srednje vrijednosti iz 3 tehnicka replikata sa standardnom pogreSkom (SE) nakon

uklanjanja ekstremnih vrijednosti. Os y je prikazana logaritamskom skalom.
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Tablica P1. Sastav Guillard f/2 medija za izolaciju i uzgoj kultura dijatomeja.

GUILLARD F/2 MEDIJ
1. Mikronutrijenti - 10mL dH20.

1,8 g MnCl, x 4 H,0O
0,22 g ZnSO4 x TH20
0,098 g CuSO4 x 5H.0
0,1 g CoCl; x 6 H,0O

2. Makronutrijenti - 50 mL H20

3,75 g NaNO3
1,5 g Na2SiO3 x 9 H20
0,8 g NaH2PO4 x 9 H.0

3. Metali u tragovima i EDTA - 50 mL H20

0,1575 g FeCl3 x 6 H20
0,218 g NaEDTA x 2 H20

4. Vitamini B12i H - 50 mL H20

10 mg B2
10mg H

PRIPREMA MEDIJA

U 1L filtrirane i autoklavirane morske vode dodaje se po 1 mL svake otopine

mikronutrijenata, 1 mL svake otopine makronutrijenata, 1mL svake otopine metala u

tragovima te 0,5 mL svake otopine vitamina.

*Komponente medija pripremaju se u odvojenim otopinama, te su navedene mase u gramima za
mikronutrijente, makronutrijente, metale u tragovima, EDTA te vitamine B1, i H koje treba dodati u
navedene volumene destilirane vode za pripremu otopina. Navedeni su volumeni otopina komponenti
koji se dodaju u 1 L filtrirane i autoklavirane morske vode u svrhu pripreme /2 medija.
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Slika P1. Krivulje rasta sojeva vrste Poulinea lepidochelicola pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti: A) Soj
PMFTBO0073, bioloski replikat 1 B) Soj PMFTB0073, bioloski replikat 2, C) Soj PMFTB0077, bioloski
replikat 1, D) Soj PMFTBO0077, bioloski replikat 2. Prikazane su srednje vrijednosti iz 3 tehnicka
replikata sa standardnom pogreskom (SE).
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Slika P2. Krivulje rasta sojeva vrste Poulinea lepidochelicola pri bijeloj LED svjetlosti: A) Soj
PMFTBO0073, bioloski replikat 1 B) Soj PMFTBO0073, bioloski replikat 2, C) Soj PMFTB0077, bioloski
replikat 1, D) Soj PMFTBO0077, bioloski replikat 2. Prikazane su srednje vrijednosti iz 3 tehnicka
replikata sa standardnom pogreskom (SE).
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Slika P3. Krivulje rasta sojeva vrste Achnanthes elongata pri umjereno-bijeloj LED svjetlosti: A) Soj
PMFTBO0054, bioloski replikat 1 B) Soj PMFTB0054, bioloski replikat 2, C) Soj PMFTB0052, bioloski
replikat 1, D) Soj PMFTBO0052, bioloski replikat 2, E) Soj PMFTBO0053, bioloski replikat 1, F) Soj

PMFTBO0053, bioloski replikat 2. Prikazane su srednje vrijednosti iz 3 tehnicka replikata sa standardnom
pogreskom (SE).
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Slika P4. Krivulje rasta sojeva vrste Achnanthes elongata pri bijeloj LED svjetlosti: A) Soj PMFTB0054,
bioloski replikat 1 B) Soj PMFTB0054, bioloski replikat 2, C) Soj PMFTB0052, bioloski replikat 1, D)
Soj PMFTBO0052, bioloski replikat 2, E) Soj PMFTB0053, bioloski replikat 1, F) Soj PMFTBO0053,

bioloski replikat 2. Prikazane su srednje vrijednosti iz 3 tehnic¢ka replikata sa standardnom pogreskom
(SE).
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Slika P5. Krivulje rasta svih bioloskih replikata sojeva vrste Achnanthes elongata pri umjereno-bijeloj ("U"; pune crte) i bijeloj ("B"; isprekidane crte) LED

svjetlosti. Prikazane su srednje vrijednosti iz 3 tehnicka replikata sa standardnom pogreskom (SE) nakon uklanjanja ekstremnih vrijednosti. Os y je prikazana
logaritamskom skalom.
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Slika P6. Krivulje rasta svih bioloskih replikata sojeva vrste Poulinea lepdiochelicola pri umjereno-bijeloj ("U"; pune crte) i bijeloj ("B"; isprekidane crte) LED

svjetlosti. Prikazane su srednje vrijednosti iz 3 tehnic¢ka replikata sa standardnom pogreskom (SE) nakon uklanjanja ekstremnih vrijednosti. Os y je prikazana
logaritamskom skalom.
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