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1. UVOD

Vise od dvije tre¢ine Zemljine povrsine prekriveno je vodom, od ¢ega je 97% morska voda
(Charette i Smith 2010). lako biomasa primarnih producenata u morima i oceanima ¢ini samo
1% ukupne biomase na Zemlji, morski ekosustavi odgovorni su za gotovo polovicu globalne

primarne proizvodnje (Gruber i sur. 2009; Hader i sur. 2011).

Fitoplankton su fotosintetski; autotrofni i miksotrofni prokariotski i eukariotski organizmi
dispergirani u vodenom stupcu i pasivno noSeni strujama. Fitoplankton je glavni primarni
proizvoda¢ u oceanima, doprinoseci S vise od 90% ukupnoj primarnoj proizvodnji u oceanima
(Héder 1 Gao 2015). Fitoplankton se razvija u povrSinskom dijelu oceana (do dubine od oko
150 m) gdje ima dovoljno svjetlosti za njegov razvoj, Sto €¢ini samo 5% volumena svih oceana.
Fitoplankton, uz klju¢nu ulogu u globalnoj primarnoj proizvodnji, ima i klju¢nu ulogu u
glavnim biogeokemijskim ciklusima te je temelj hranidbenog lanca u vodenom okolisu.
Dominantni predstavnici krupnijeg oceanskog fitoplanktona (20-100 um) su dijatomeje,
jednostani¢ne, fotosintetske eukariotske alge, odgovorne za oko 25% primarne proizvodnje
(Armbrust 2009). Dijatomeje nazivamo i alge kremenjasice zbog modifikacije periplasta

gradenog od silicijeva dioksida, odnosno kremena (Lalli i Parsons 1993).

Fitoplankton kao baza troficke piramide i zbog kratkog zivotnog ciklusa brzo reagira na sve
promjene u okoliSu. Na produktivnost fitoplanktona utjeu brojni okolisni ¢imbenici
koli¢ina antropogenih onecis¢enja (Suratno i sur. 2015) koja mogu imati veliki utjecaj na
primarnu proizvodnju fitoplanktona. Veliki utjecaj na morski mikrosvijet imaju teski metali,
ukljucujuéi i kadmij, koji zbog svoje toksi¢nosti, perzistencije i bioakumulacije moze imati
veliki utjecaj i na vece morske organizme, ali i na samo ¢ovjekovo zdravlje (Madasamy i Babu
2016).

Fitoplankton se zbog svoje ekoloske vaznosti, mogucnosti uzgoja u laboratoriju i osjetljivosti
na razli¢ita oneciS¢enja Koristi za procjenu rizika za okoli§ (Torres i sur. 2008), te ga
medunarodne smjernice preporucaju kao test organizam (ISO 8692 1982; OECD 1998; USEPA
2002). Budu¢i dijatomeje predstavljaju bazu hranidbenog lanca u oceanima (Chepurnov i sur.
2008) istrazivanja o uc¢inku oneci$¢enja na dijatomeje daju informacije bitne za predvidanja

utjecaja onecis¢enja na cjelokupni hranidbeni lanac u oceanima.



1.1. Dijatomeje

Dijatomeje su jednostani¢ni fotosintetski eukariotski mikroorganizmi koje nalazimo u svim
kopnenim, slatkovodnim i morskim ekosustavima (Round i sur. 1990). Taksonomski su
klasificirane u odjel Chrysophyta, odnosno razred Bacillariophyceae (sin. Diatomeae,

Diatomophyceae).

Dijatomeje su do sada vrstama najbrojnije opisana skupina alga. Dosad je opisano 12 000 vrsta
dijatomeja svrstanih u preko 260 rodova, a pretpostavlja se da bi ukupan broj vrsta mogao biti
do 100 000 (John 2012). Zbog karakteristicne dobro organizirane silicijeve ljusturice, koju
tehnologija joS uvijek nije uspjela replicirati, 1 moguénosti proizvodnje odredenih lipida u
novije vrijeme dijatomeje imaju vaznu ulogu u proizvodnji biogoriva, nanotehnologiji i

farmaciji (Huysman i sur. 2014).

Glavna karakteristika dijatomeja je dvodijelna silikatna ljusturica, frustula (frustulum), prema
kojoj su i dobile naziv. Naime, naziv dijatomeja potjeCe od grcke rijeci diatoms, koja u
prijevodu znali ,,prerezana na pola“. Stanice dijatomeja ne posjeduju stani¢nu stijenku veé
modifikaciju periplasta, kojim se mlade stanice obavija nakon diobe. U vezikulama, koje se
nalaze ispod plazmaleme periplasta, sintetizira se amorfni i netopljivi kremen [(SiO2)n(H20)]
iz ortosilicijeve kiseline (H2SiO4) i njenih polimera, topljivog oblika silicija prisutnog u moru.
Naslage kremena se u vezikulama povecavaju i izbijaju na vanjsku stranu stanice nakon ¢ega
vanjska membrana vezikula zajedno s plazmalemom nestaju, a njenu funkciju obavljaju
unutrasnje membrane vezikula. Naposljetku, kremen obavije Citavu stanicu u obliku dvije
ljusturice (frustule), gornje epiteke (epithaecae) i donje hipoteke (hypothaecae), koje se
medusobno slazu kao poklopac i kutija. Kremena ljusturica potpuno $titi citoplazmu stanice, no
na povrsini silificiranih dijelova nalazi se tanki sloj organske tvari ¢ija je funkcija zaStita

ljusturice od otapanja (Round 1 sur. 1990).

Svaka ljusturica sastoji se od dvodijelne valve, epivalve (epivalvae) i hipovalve (hypovalvae),
koje su bo¢no spojene pojasom (cingulum) (Slika 1.1.). Pojas, koji povezuje valve,
okarakteriziran je kao skup paralelnih silikatnih traka. Uzduz valve, kod nekih vrsta dijatomeja,
proteze se longitudinalni prorez, rafa (rapha), kroz koji dolazi do izmjene tvari izmedu stanice
i okolisa. Cijelom duzinom rafa je kod nekih vrsta dijatomeja omedena silicijevim mostovima,

fibulama (fibulae).
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epiteka
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fibula hipoteka
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Slika 1.1. Shematski prikaz popre¢nog presjeka grade dijatomeje Cylindrothecae sp. (preuzeto
iz: Kroger i sur. 1997).

Povijesno, dijatomeje su bile podijeljene u dva reda, red Centrales i red Pennales, koji se
razlikuju prema simetriji, spolnom nacinu razmnoZzavanja te broju i obliku plastida. U red
Centrales bile su svrstane dijatomeje radijalne simetrije s diskoidnim plastidima koje se
razmnoZavaju oogamijom, a u red Penales dijatomeje bilateralne simetrije s ploCastim
plastidima i razmnozavanjem izogamijom (Round i sur. 1990). Morfoloski, red Pennales moze
se podijeliti na rafidne dijatomeje koje na povrSini stanice imaju rafu i arafidne dijatomeje koje
nemaju rafu (Round i sur. 1990). Danas je prihvac¢ena podjela koja dijatomeje svrstava u tri
razreda: Coscinodiscophyceae (dijatomeje radijalne simetrije), Mediophyceae (dijatomeje bi-

ili polarne radijalne simetrije) i Bacillariophyceae (Medlin i Kaczmarska, 2004).

Kod radijalnih dijatomeja moze se provuci bezbroj ravnina simetrije koje prolaze kroz
pervalvalnu os i tako dijele stanicu na dvije jednake polovice. Istrazivana vrsta Cylindrotheca
closterium (Ehrenberg) Reiman & J.C. Lewin je bilateralne simetrije, §to znaci da se kroz
stanicu mogu povuci tri osi 1 tri ravnine simetrije (Slika 1.2.). Valvalna ravnina, koja dijeli
stanicu na gornju i donju polovicu i apikalna ravnina, koja dijeli stanicu na lijevu i desnu stranu,
prolaze kroz apikalnu os, te transapikalna ravnina, koja dijeli stanicu na prednju i straznju
polovicu, a prolazi kroz transapikalnu i pervalvanu os. Vrsta C. closterium, istrazivana u ovom
radu, je rafidna dijatomeja, posjeduje uzduzni prorez, rafu, kroz koju ispusta ekstracelularni

polimerni materijal, EPS (engl. extracellular polymeric substance).



Alge odjela Chrysophyta, u koji spadaju dijatomeje, u stanicama sadrze Zuckastozelene i
zuCkastosmede plastide, pa ih neki nazivaju zlatno-smedim algama. Dijatomeje u kloroplastima
sadrze klorofil a, klorofil ¢l i klorofil c2, koje koriste za fotosintezu. Od karotenoida sadrze

fukoksantin koji stanicama daje karakteristi¢nu zlatno-smedu boju.

transapikalna

os ;
valvaina \ transapikalna

ravnina ravnina

/ pervalvaina
/\/’ -

apikalna os
apikalna ravnina

Slika 1.2. Ravnine i osi simetrije u alga kremenjasica s bilateralnom simetrijom (preuzeto iz:
Vilici¢ 2002).

Stanice dijatomeja su diploidne te se najcesc¢e razmnozavaju vegetativnom diobom stanica
(Slika 1.3.). Stanice se dijele u valvalnoj ravnini, tako da epiteka i hipoteka majc¢inske stanice
postaju epiteke stanica kceri, a hipoteke se stvaraju iznova. Rezultat su dvije stanice kceri koje
su razlicitih velicina jer je jedna stanica veliCine epiteke majéinske stanice, a druga stanica je
veli¢ine hipoteke majcinske stanice. Stanice se uzastopno smanjuju do polovine ili tre¢ine
normalne veli¢ine maj¢inske stanice. Dosezanjem minimalne kriticke veli¢ine stanice aktivira
se gen koji zaustavlja daljnju diobu stanice te po€inje spolno razmnozavanje. Uz smanjenje
stanice do kriticke veli¢ine i oSteCenje stanice moze biti okida¢ za spolno razmnoZzavanje. Za
dijatomeje radijalne simetrije karakteristi¢no je razmnozavanje oogamijom, gdje se oplodnja
javlja izmedu manjeg pokretnog spermija i veée nepokretne jajne stanice, a za dijatomeje
bilateralne simetrije karakteristiéno je razmnoZavanje izogamijom, u kojoj Su sve gamete
jednake i bez biceva te se nazivaju izogamete. Nakon oplodnje nastaje diploidna zigota, koju
obavija opna. Zigota se povecava i razvije se diploidna auksospora, koja izluci novu silicijevu

stijenku. Klijanjem auksospore izrastu diploidne stanice prvobitne veli€ine.
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Slika 1.3. Zivotni ciklus dijatomeja (preuzeto iz: Weier i sur. 1982).



1.2. Utjecaj teskih metala na dijatomeje

Metali velike atomske mase i gusto¢e veée od 5 g/cm? nazivaju se teski metali. Od ukupno 90
prirodnih elemenata, 53 ih se smatra teSkim metalima (Weast 1984). Teski se metali opéenito
dijele na esencijalne (npr. Cu, Fe, Zn), koji pri niskim koncentracijama nisu toksi¢ni te obavljaju
klju¢ne metabolicke funkcije, naime mogu biti kofaktori enzima koji su uklju¢eni u mnoge
bioloske procese (De Filippis i Pallaghy 1994), i neesencijalne (npr. Cd, Pb, As i Hg) metale,
koji nemaju nikakvu nutritivnu funkciju i smatraju se toksi¢nima za mikroorganizme, jer ve¢
pri niskim koncentracijama mogu ometati stani¢nu homeostazu inhibiraju¢u neke metaboli¢ke
procese (Morin 2003).

Ljudskom aktivno$¢u povecava se kontaminacija okoliSa teSkim metalima, ¢ija je upotreba u
industriji, domacinstvu, agrokulturi, medicini i tehnologiji u znatnom porastu (Tchounwou i
sur. 2012). Zagadenje oceana teskim metalima moze utjecati na rast morskih alga, bazu
hranidbenog lanca u oceanima, a samim time kaskadno i na cjelokupni hranidbeni lanac. Ako
alga ne tolerira prisutnu koncentraciju metala stanice ne prezivljavaju (Gledhill i sur. 1997
Payne i Price 1999). Stanice alga prezive izlozenost metala ako toleriraju njegovu prisutnu
koncentraciju, te se on akumulira unutar stanice i transportira kroz hranidbeni lanac (Davies
1978). Neki teski metali, medu kojima se isti¢e kadmij, akumuliraju se u tkivima Zivotinja zbog
Cega predstavljaju veliku opasnost za ljudsko zdravlje, gdje ve¢ u manjim koli¢inama izazivaju

zabrinjavajuce toksikoloske simptome (Tchounwou i sur. 2012).

U vodenom okolisu kadmij se nalazi u stanju Cd?*, koje je ujedno i njegovo najstabilnije stanje
(Hasan i sur. 2009). U ovom je obliku prisutan u nezagadenim vodenim okoli§ima do
maksimalne koncentracije 1 pg/L (Friberg i sur. 1986). U Jadranu su koncentracije kadmija u
rasponu od 5-15 ng/L (Cindri¢ i sur. 2015).

Glavni izvori kadmija su agrokultura, rudarske aktivnosti te automobilska industrija (Das i sur.
1998), ali upotrebljava se i u proizvodnji pigmenata za boje i kao stabilizator za industriju
plastike, a najveca upotreba kadmija je za proizvodnju Cd-Ni baterije (Madasamy i Babu
2016). Upravo zbog velike upotrebe i topljivosti u vodi, gdje onda postaje lako dostupan
organizmima, smatra se zabrinjavaju¢im onecis¢enjem. Kadmij predstavlja veliku opasnost za
fitoplankton jer ima sposobnost zamijeniti esencijalne metale, kao $to su cink ili bakar, u
enzimima ¢ime ometa njihovu biolosku aktivnost, a rezultat je inhibicija respiracije, te

inhibicija rasta stanica (Torres i sur. 2000). Kadmij se takoder moze akumulirati u hranidbeni



lanac i predstavljati veliku opasnost za ljudsko zdravlje, gdje se povezuje s kardiovaskularnim
I kroni¢nim plué¢nim bolestima te je i neurotoksi¢an i kancerogen (Tokar i sur. 2013). lako je
donedavno misljenje o bioloskoj nefunkciji kadmija bilo uobicajeno, Lane i suradnici (2005)
otkrili su kako kadmij pri niskim koncentracijama cinka u morskoj dijatomeji Thalassirosira
weissflogii zamjenjuje cink, kofaktor enzima uglji¢ne anhidraze, bez ometanja njegove

normalne aktivnosti.

Dosadasnja istrazivanja utjecaja povisenih koncentracija kadmija na fitoplankton pokazala su
veliku osjetljivost dijatomeja na kadmij (Kapkov i Belenikina 2007). Kod morske dijatomeje
C. closterium izlozene povisenoj koncentraciji kadmija dolazi do inhibicije dinamike rasta,
fotosinteze i stani¢nog disanja (Lehman i Vas Cancelos 1979). Takoder se pretpostavlja kako
teski metali imaju veliku ulogu u morfoloSkim promjenama na dijatomejama (McFarland i sur.
1997; Dickman 1998; Ruggiu i sur. 1998). Elektronskim mikroskopom proucavane su promjene
na morskim dijatomejama izlozenim kadmiju, te su uocene deformacije na valvi (Morin i sur.
2008).

Stanice dijatomeja posjeduju i odredene obrambene mehanizme kojima mogu izbjeci ili
reducirati Stetne utjecaje teSkih metala. Osim unutarstanicnih mehanizama postoji i
izvanstani¢ni mehanizam, izlu¢ivanje ekstracelularnog polimernog materijala, EPS-a (Santos i
sur. 2012). EPS je vecinskim dijelom graden od polisaharida, veze metale djelujuci na njih
mehanizmom koji im smanjuje bioraspolozivost. EPS sadrzi i proteine, koji u dijatomeji
Nitzschia palea vezu ione kadmija i povecavaju njenu toleranciju na izlozenost kadmiju (Santos

i sur. 2012).



1.3. Mikroskopija atomskih sila

Mikroskopija atomskih sila, AFM (engl. atomic force microscopy) (Binnig i sur. 1986) pripada
novoj generaciji mikroskopa s pretraznom probom (engl. scanning probe microscopy, SPM).
AFM omogucuje stvarne topografske prikaze povrSina u tri dimenzije ,,dodirujuci, a ne
,»gledajuci® povrsinu jer nije sastavljen od sustava le¢a kao konvencionalni mikroskopi ve¢ se
povrsina uzorka pretrazuje pomocu ostrog Siljka. AFM se, osim u oslikavaju¢em nacinu rada,

koristi 1 za ispitivanje mehanickih svojstava u neoslikavaju¢em nacinu rada.

Otkricem AFM-a (Binning i sur. 1986) postignut je veliki napredak u oslikavanju bioloskih
uzoraka. AFM je prvi puta primijenjen za istrazivanje dijatomeja na zraku 1992. godine kada
je dokazano da moze konkurirati pretraznom elektronskom mikroskopu (engl. scanning
electron microscope, SEM) (Linder i sur. 1992). Za razliku od elektronske mikroskopije, AFM
omogucava oslikavanje uzorka u ambijentalnim uvjetima, na zraku ili u tekucini. Osim toga,
priprava uzorka za oslikavanje AFM-om manje je drasticna od priprave za elektronsku
mikroskopiju. Uzorak nije potrebno smrzavati, prevlaciti filmovima metala ili ugljika ili bojati
za postizanje kontrasta. Takoder, za analizu povrsina stanica SEM-om ili TEM-om (engl.
transmission electron microscopy) prije je potrebno oksidirati organski materijal dijatomeje §to
moze dovesti do raspada stanice, pogotovo C. closterium koja je slabo silificirana dijatomeja
(Almaquist i sur. 2001). AFM je tehnika kojom je moguce direktno snimanje zivih stanica, zbog
¢ega je moguce istrazivati svojstva stanice na nanometarskoj razini, te analizirati pojedine

molekule na povrsini stanice (Luis i sur. 2017).

Prva karakterizacija silikatne ljuSturice dijatomeja na nanostrukturnoj razini AFM-om
napravljena je na dijatomeji Navicula pelliculosa Kiitzing (Hilse) 2001. godine osusenoj
etanolom (Almaqvist i sur. 2001), te takoder iste godine na Zivim stanicama dijatomeja
Pinnularia viridis (Nitzsch) Ehrenberg i Hantzschia amphioxys (Ehrenberg) Grunow (Crawford
i sur. 2001). Ovim istrazivanjima dokazana je moguénost oslikavanja zivih stanica dijatomeja
AFM-om u ambijentalnim uvjetima. Broj istrazivanja silikatne ljusturice dijatomeja AFM-om

u naglom je porastu, te postaje i zasebna grana istrazivanja (Luis i sur. 2017).

Uz nanostrukturnu karakterizaciju silikatne ljusturice dijatomeja, veliki interes pobuduje
ekstracelularni polimerni materijal, EPS koji one izlucuju. Istrazivana vrsta C. closterium u
stresnim uvjetima u stacionarnoj fazi ispusta velike koli¢ine EPS-a, koji moze biti vezan uz

stanicu ili kao slobodna mreza u mediju (Pletikapi¢ i sur. 2011).



Osim morfoloskih karakteristika ljusturice za bolje razumijevanje njene funkcije potrebno je
dobro poznavanje i njenih mehanickih svojstava. IstraZivanja su provedena na razli¢itim
vrstama dijatomeja, a najéeSée se analiziraju elasticnost, tvrdoa i adhezija. Osim
nanomehanickih svojstava analize samih stanica, istrazivana su i hanomehanicka svojstva

ekstracelularnog polimernog materijala (Pletikapic i sur. 2011).

Pletikapi¢ i suradnici 2012. godine okarakterizirali su nanomehanicka svojstva, elasti¢nost i
deformaciju morske dijatomeje C. closterium u morskoj vodi. Slabije silificirani dijelovi pojasa
i valva, imali su najmanji Youngov modul elasti¢nosti i imali su najvisu vrijednosti deformacije,
dok su jace silificirani dijelovi pojasa imali ve¢i Youngov modul elasti¢nosti i nizu vrijednost
deformacije. Najtvrdim i najmanje deformabilnim dijelom stanice odredene su fibule koje
omeduju rafu. Razlog ovakvim rezultatima je u gradi morfoloski razli¢itih dijelova stanica, koja
je dokazana tretmanom sumpornom kiselinom. Pojas je okarakteriziran kao skup paralelnih
[(SiO2)n(H20)] traka medusobno spojenih organskim materijalom, a struktura valve je
kompleksnija i heterogena. Dio valve iznad kloroplasta tvrde je i manje deformabilno od dijela
valve izmedu dva kloroplasta. U regiji valve na dijelovima spajanja pojasa i rafe takoder se
nalaze [(SiO2)n(H20)] nanocestice spojene organskim materijalom. Tretmanom sumpornom
kiselinom uklonjen je organski materijal nakon ¢ega [(SiO2)n(H20)] nanocCestice nisu bile
fuzionirane 1 nisu formirale fiksnu nanostrukturu, ¢ime se je povecala elasti¢nost ovog dijela
stanice. Na temelju rezultata, predlozen je model ljusturice stanice C. closterium u kojem su
[(SiO2)n(H20)] nanocestice uklopljene u organski matriks valve. Takva organizacija valve i
pojasa kucice omogucuje visoku fleksibilnost potrebnu za pokretanje stanice i njenu adaptaciju

na razli¢ite okoliSe zadrzavajudi integritet stanice (Pletikapi¢ i sur. 2012).

Za istrazivanje utjecaja povisSene koncentracije kadmija na morfoloSka nanostrukturna svojstva
dijatomeja primjenom AFM-a izabrana je slabo silificirana morska dijatomeja C. closterium.
C. closterium je sveprisutna vrsta, pojavljuje se i u oceanskim i u slatkovodnim populacijama,
ima Siroku zemljopisnu distribuciju i nalazi se tijekom cijele godine (Hulburt 1968; Hulburt i
Rodman, 1963). Nalazimo je i u onec¢is¢enim stanistima, te je dobar primjerak organizma za
istrazivanje utjecaja oneciS¢enja teSkim metalima na morski mikrosvijet zbog brzog rasta
stanica i dokazane osjetljivosti na teske metale (Moreno-Garrido 2003). Osim $to se lako uzgaja
u laboratorijskim uvjetima, takoder i dominira nad ostalim vrstama dijatomeja u istim uvjetima.
Protokol pripreme uzorka C. closterium za AFM mijerenje je jednostavan, stanica tolerira
susenje na zraku te, ne dolazi do oStecenja povrsine stanica tokom mjerenja. Uzorak stanica C.

closterium izoliran je iz sjevernog Jadrana bogatog nutrijentima koji uvelike utje¢e na rast



fitoplanktona. Sjeverni Jadran nutrijente dobiva iz velikog broja rijeka i potoka, od kojih je
najveca rijeka Po (Degobbis i sur. 2000). Maksimalna godi$nja biomasa fitoplanktona uvelike
ovisi o brzorastu¢im dijatomejama, od kojih se istice dominantna vrsta C. closterium, ¢ije

stanice brzo reagiraju na velike koli¢ine nutrijenata iz rijeka i oborina (Mozeti€ 1 sur. 1998).

1.3.1. Princip rada AFM-a

AFM uredaj sastoji se od tri osnovna dijela: piezoelektri¢no pretrazivalo, pretrazna proba i

opticki sustav za detekciju otklona poluge.

PretraZznu probu Cine vrlo ostri Siljak duljine nekoliko mikrometara pricvrSéen za slobodan kraj
savitljive poluge duzine 100 do 200 um, a opticki sustav, koji ¢ine laserska dioda i fotodetektor,

preko povratne sprege povezan je s piezoelektricnim pretrazivalom na kojem se nalazi uzorak

(Slika 1.4.).

prizma% 81

diodni lase

ogledalo laserska

zraka

v

D)
C pretraina /
proba
fotodetektor

piezoelektricno
pretrazivalo

Slika 1.4. Shematski prikaz principa rada AFM-a (preuzeto iz: Bhushan 2004).

Povrsina uzorka pretrazuje se pomocu ostrog Siljka pri¢vrs¢enog za savitljivu polugu. Izmedu
atoma Siljka 1 atoma na povrsini uzorka stvaraju se sile interakcije koje uzrokuju savijanje

poluge, ¢iji je otklon proporcionalan istoj toj sili prema Hookovom zakonu:
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F=—-KxAd (1.1)

gdje je F sila, K konstanta poluge i d udaljenost izmedu $iljka i uzorka. Na vrh poluge usmjerena
je laserska zraka koja se reflektira na fotodetektor optickog sustava i uzrokuje promjenu napona
na fotodiodi. Zbog promjene napona dolazi do promjene visine piezoelektricnog pretrazivaca
kako bi se odrzala konstantna udaljenost izmedu pretrazne probe i povrSine uzorka. Svakim
priblizavanjem pretrazne probe povrSini uzorka ukljucuje se povratna sprega izmedu optickog
sustava 1 piezoeletricnog pretrazivala koja omogucéuje pozicioniranje uzorka s preciznos¢u od
nekoliko desetaka nm, a povratni signal prevodi se u topografsku sliku povr§ine pomocu

rac¢unala.

Bitan dio AFM-a je pretrazna proba jer upravo ona odreduje silu koja se primjenjuje na uzorak
te znatno utjece na rezoluciju snimanja. Pretrazne probe tvornicki se proizvode od silicija ili
silicijeva nitrida s razli¢itim konstantama poluge i razli¢itim radijusom zakrivljenosti vrha
Siljka. Ovisno o vrsti uzorka i koristenom rezimu rada primjenjuju se razlicite pretrazne probe

(Slika 1.5.).

Slika 1.5. SEM slike AFM pretraznih proba: a) pretrazne poluge s razli¢itim konstantama; b-
c¢) AFM siljci (preuzeto iz: Bruker Probes and Accessories Catalouge 2012).

OgranicCavajuci faktor za oslikavanje vecih stanica predstavlja piezoelektricno pretrazivalo.
Ono omogucava lateralno i vertikalno pomicanje uzorka ili pretrazne probe. Mjerenje visine
uzorka ograniCeno je vertikalnim rasponom piezoelektricnog pretrazivala (engl. Z-range) ¢iji

se povratni signal prevodi u trodimenzionalnu topografsku sliku povrSine pomoc¢u racunala.

Ovisno o osjetljivosti bioloskog uzorka koriste se razliciti rezimi rada u oslikavaju¢em nacinu
rada. Prethodno opisani postupak pripada kontaktnom rezimu rada (engl. contact mode, CM) u
kojem je Siljak u stalnom dodiru s uzorkom (Slika 1.6.a). Zbog povratne sprege izmedu
optickog sustava i piezoelektri¢nog pretrazivala tijekom snimanja se odrzava konstantan otklon

savitljive poluge (primijenjena sila). U slu¢aju promjene jacine sile dolazi do promjene napona
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na piezoelektri¢nog pretraZivalu koji onda povecava udaljenost izmedu uzorka i Siljka pretrazne

probe te vraca silu na pocetnu vrijednost. Zbog lateralnih sila kojima je uzorak izloZen, za

mode, TM).

Mw/\/w\/ NWVWW\I%

uzorak

uzorak

Slika 1.6. Osnovni rezimi rada AFM-a: a) kontaktni rezim rada; b) tapkajuci rezim rada
(preuzeto iz: Nolting 20006).

U tapkajuc¢em rezimu rada Siljak povremeno dolazi u kontakt s povr§inom uzorka jer savitljiva
poluga oscilira iznad uzorka na udaljenosti od nekoliko desetaka nm (Slika 1.6.b). Poluga
efektivno oscilira dok putuje kroz uzorak i povremeno ga dodiruje, priblizavanjem $iljka
povrsini uzorka dolazi do smanjenja amplitude osciliranja poluge. Mjerenjem promjena
amplitude generira se topografska slika uzorka. Tapkajuim rezimom rada oslikavaju se
mekaniji bioloski uzorci jer su manje sile koje se primjenjuju na uzorak, smanjene su lateralne

sile koje mogu deformirati uzorak i manje je vrijeme kontakta.

AFM se moze primjenjivati i u neoslikavaju¢em nacinu rada poznatijem kao spektroskopija sila
(engl. force spectroscopy). Ovaj nacin rada zasniva se na mjerenju sile izmedu Siljka i uzorka,
a prati se otklon poluge u ovisnosti o udaljenosti od povrSine uzorka. Mjerenjem otklona poluge
u ovisnosti o pomaku piezoelektricnog pretrazivala dobivaju se krivulje sila (engl. force
distance curve) koje prikazuju ovisnost sile o udaljenosti od povrsine. Krivulje sila koriste se
za odredivanje elasti¢nih 1 visokoelasti¢nih svojstva materijala, sila adhezije, te za odredivanje

intra- i intermolekulskih interakcija.

12



1.4. Cilj istrazivanja

U okviru ovog diplomskog rada istrazivane su nanostrukturne morfoloske promjene na
stanicama morskih dijatomeja uzrokovane povisenim koncentracijama teskog metala kadmija
primjenom mikroskopije atomskih sila. lako je mikroskopija atomskih sila kao metoda
primjenjivana za proucavanje strukturnih svojstava dijatomeja (Gebeshuber i sur. 2003;
Higgins 1 sur. 2003; Hildebrand i sur. 2006; Pletikapi¢ i sur. 2011) AFM do sada nije koristen
za proucavanje utjecaja poviSene koncentracije teskih metala, ukljucuju¢i kadmij, na

morfoloSka svojstva dijatomeja.

Za istrazivanje U ovom radu odabrana je dijatomeja Cylindrotheca closterium, izolirana iz
sjevernog Jadrana. Vrste roda Cylindrotheca spp. specificne su zbog slabo silificirane
ljusturice, koja na nekim dijelovima ne sadrzi [(SiO2)n(H20)] (Volcani 1981; Kroeger i sur.
1997). Takoder je poznato da C. closterium u nepovoljnim uvjetima izlucuje velike kolicine
ekstracelularnih polimera (Alcoverro i sur. 2000; Kovac i sur. 2005; Najdek i sur. 2005) koje
se povezuje sa stvaranjem makroagregata morskog gela u sjevernom Jadranskom moru (Misi¢

Radi¢ i sur. 2011), pojava poznata kao ,,cvjetanje mora®.
Ciljevi ovog diplomskog rada su sljede¢i:

e odrediti krivulje rasta dijatomeje Cylindrothecae closterium pri razli¢itim
koncentracijama kadmija

e odrediti parametre specifi¢ne brzine rasta, u i broj dioba stanica po danu, k, te postotak
inhibicije rasta, %I pri razli¢itim koncentracijama kadmija

e karakterizirati nanostrukturne morfoloske promjene na povrSini stanica morske
dijatomeje Cylindrothecae closterium uzrokovane povisenom koncentracijom teskog

metala kadmija oslikavanjem stanica mikroskopom atomskih sila.

Analizom dobivenih rezultata omoguéit ¢e se bolje razumijevanje utjecaja teSkog metala
kadmija na dinamiku rasta te morfoloska svojstva dijatomeje C. closterium. Nadalje, rezultati
ovog diplomskog rada mogu posluziti kao osnova za daljnja istrazivanja utjecaja teskih metala

na nanostrukturna svojstva stanica drugih vrsta fitoplanktona.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Stani¢na kultura Cylindrothecae closterium

Za istrazivanja u ovom radu koristena je monokultura dijatomeje C. closterium (Slika 2.1.)
izolirana iz sjevernog Jadrana. Kulture stanica C. closterium uzgajane su u hranjivom mediju
f/2 (Guillard 1975).

Slika 2.1. Stanice C. closterium izolirane iz sjevernog Jadrana, snimljene svjetlosnim
mikroskopom Olympus BX51, uz povecanje od 400x.

Medij je pripremljen dodavanjem odredenih volumena glavnih nutrijenata (NaNO3s, NaH2PO4
x H20, NazSiO3 x 9H20), metala u tragovima i vitamina u filtriranu morsku vodu. Morska voda

je profiltrirana kroz Milipore filter veli¢ine pora 0,22 um.

U Erlenmeyerove tikvice od 250 mL dodano je 100 mL profiltrirane morske vode te je dodano
po 100 uL osnovnih otopine NaNOs, otopine NaxSiOs x 9H20 i otopine metala u tragovima
(Tablica 2.1.). Nakon sterilizacije pripremljenog medija u mikrovalnoj peénici (3 minute),
medij je ohladen na sobnoj temperaturi pod UV — lampom u komori za rad sa stanicama. U
sterilnim uvjetima dodano je 100 puL osnovne otopine NaH2POs x H2O te 0,5 mL otopine

vitamina (kroz sterilni akrodisk filter veli¢ine pora 0,22 um). U tako pripremljen medij sterilno
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je dodan alikvot od 500 pL monokulture C. closterium. Tikvice su poklopljene sterilnim

vatenim ¢epom kako bi bio omogucen protok zraka. Nacijepljene kulture stanica rasle su u

komori za uzgoj stanica pri temperaturi od 18 °C, uz ciklus dan-no¢ 12 h-12 h i mijesanje od

20 rpm (engl. round per minute).

Tablica 2.1. a) Kemijski sastav medija /2 za uzgoj kulture stanica C. closterium

kemikalija y/gdm?3 V/mL
(osnovna otopina)
NaNO3 75 1
NaH2PO4 x H20 5 1
NazSiO3 x 9H,0 30 1
f/2 otopina tragova vidi Tablicu 2.2. 1
metala
/2 otopina vitamina vidi Tablicu 2.3. 0,5
b) Kemijski sastav otopine tragova metala za medij /2
kemikalija y/gdm? V/mL m/g
(osnovna otopina)
FeCls x 6H20 - - 3,15
Na2EDTA x - - 4,36
2H20
CuSO4 x 5H20 9,8 1 -
Na:MoOa4 x 2H20 6,3 1 -
ZnS0O4 x TH20 22,0 1 -
CoCl2 x 6H20 10,0 1 -
MnCl2 x 4H20 180,0 1 -
¢) Kemijski sastav otopine vitamina za medij /2
kemikalija y /gdm? V/mL m/ mg
(osnovna
otopina)
Vitamin B12 1,0 1 -
Biotin 0,1 10 -
Thiamine-HCI - - 200

¢/ mol dm™
(medij)
8,83 x 10
3,63x10°
1,06 x 10

¢/ mol dm
(medij)
1x10°
1x10°

4x108
3x10°%
8x 10
5x 108
9x 107

¢/ mol dm

(medij)
1x 1010

2 x107°
3x107
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2.2. Eksperimentalni dizajn

Za odredivanje pojedinih faza krivulje rasta C. closterium bez dodatka kadmija stanice su

uzgajane 15 dana i brojane svaki drugi dan.

Za odredivanje utjecaja kadmija na rast C. closterium stanice su uzgajane uz dodatak otopine
Cd(NO3)2 razli¢itih koncentracija. Otopine Cd(NOs)2 razli¢itih koncentracija dodane su u
ponovno nasadene kulture u eksponencijalnoj fazi rasta. Naime, alikvot od 10 mL kulture
stanica peti dan rasta dodan je u 90 mL novog medija f/2 gdje su potom dodane otopine
Cd(NO3)2 razli¢itih koncentracija. U Sest novo nasadenih kultura dodan je po 1 mL otopine
Cd(NO3)2 razli¢itih koncentracija (100 pg/L, 1000 pg/L, 10 000 pg/L, 25 000 pg/L, 50 000
pug/L i 100 000 pg/L), a sedma kultura u koju nije dodana otopina Cd(NO3): sluzila je kao
kontrola. Otopine Cd(NOs), razli¢itih koncentracija pripremljene su razrjedivanjem otopine
Cd(NOs3)2 koncentracije 1 g/L ultra¢istom (MilliQ) vodom. Kona¢ne koncentracije Cd(NOz)2 U
mediju su bile 1 pg/L, 10 ug/L, 100 pg/L, 250 pg/L, 500 pg/L i 1000 ug/L. Stanice C.

closterium u tako pripremljenim kulturama brojane su svakodnevno tijekom 5 dana.

Kulture stanica rasle su u komori za uzgoj stanica pri temperaturi od 18 °C, uz ciklus dan-no¢
12h-12h i mijesanje od 20 rpm (Slika 2.2.) te su brojane hemocitometrom svjetlosnim
mikroskopom. Uzorak za nanostrukturnu karakterizaciju stanica AFM-om uzet je deveti dan

rasta iz kontrolne kulture bez kadmija i kultura s kadmijem koncentracija 500 pg/Li 1000 pg/L.

Slika 2.2. Komora za uzgoj stanica dijatomeja u Laboratoriju za biogeokemiju mora i atmosfere,
Zavod za istrazivanje mora i okolisa, Institut Ruder Boskovi¢.
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2.3. Odredivanje dinamike rasta Cylindrothecae closterium

Za odredivanje dinamike rasta C. closterium u kulturi bez dodatka kadmija stanice su brojane
tijekom 15-0 dnevnog eksperimenta svaka dva dana, kako bi se odredili pocetak i trajanje
pojedinih faza rasta (pocetna lag, eksponencijalna (logaritamska) i stacionarna), odnosno toc¢an

pocetak 1 kraj eksponencijalne faze.

Za odredivanje krivulje rasta C. closterium bez dodatka te sa dodatkom kadmija, kadmij je
dodan u kulture koje su bile u eksponencijalnoj fazi rasta. Tako je uzet alikvot od 10 mL kulture
stanica peti dan rasta i dodan u 90 mL novog medija f/2. U te novo nasadene kulture dodane su
otopine Cd(NO3)2 razli¢itih koncentracija, a u kontrolnu kulturu nije dodana Cd(NOz)2. Rast
tako nasadenih kultura pracen je tijekom 5 dana uz svakodnevno brojanje za kulture bez
prisutnosti kadmija, te pri razli¢itim koncentracijama Cd(NO3)2 (1 pg/L, 10 pug/L, 100 pug/L,
250 pg/L, 500 pg/L 11000 pg/L).

Za brojanje stanica uzorak kulture uziman je sterilno uz plamenik. 500 pL uzorka stavljeno je

u hemocitometar u kojem su stanice brojane svjetlosnim mikroskopom Olympus BX51.

4.00 um.

g 1. 00 mm. o —J ‘L—O.ZS nu.

Slika 2.3. Fuchs-Rosenthalov hemocitometar s ozna¢enim kvadratima razli¢itih dimenzija.
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Ovisno o abundanciji stanica u ¢eliji, Stanice su brojane unutar odredenog kvadrata (kvadrat 1,
kvadrat 2 ili kvadrat 3). Ako su se unutar kvadrata oznac¢enog brojem 1 (Slika 2.3.), povrsine
0,0625 mm? i volumena 6,25 x 10~ mm?, nalazile barem po dvije stanice, one su brojane unutar
takvih deset nasumi¢no odabranih kvadrata. Ako su se unutar kvadrata oznacenog brojem 1
nalazile manje od dvije stanice, a unutar kvadrata ozna¢enog brojem 2 (Slika 2.3.) barem po
dvije stanice, one su brojane unutar takva tri nasumi¢no odabrana kvadrata. Kvadrat 2 je
povrsine 1 mm? i volumena 0,1 mm?3. A ako su se unutar kvadrata ozna¢enog brojem 2 nalazile
manje od dvije stanice, one su brojane unutar kvadrata oznacenog brojem 3 (Slika 2.3.),
povrsine 16 mm? i volumena 1,6 mm?®. Abundancija stanica u otopini je izra¢unata iz brojnosti
stanica prisutnih u odredenom kvadratu prema Fuchs-Rosenthal formuli za hemocitometar
(Tablica 2.2.).

Tablica 2.2. Fuchs-Rosenthal formule za izraGunavanje abundancije stanica u otopini

. . ukupan broj stanica
abundancija stanica = x 160 000

KVADRAT 1 broj brojenih kvadrata

bundanciia stanica = ukupan broj stanica % 10 000
KVADRAT 2 abundancya stamea = 4 brojenih kvadrata
KVADRAT 3 abundancija stanica = ukupan broj stanica X 625

Abundancije stanica u kulturi tijekom 15-0 dnevnog eksperimenta odredene su svaka dva dana
te je na temelju dobivenih abundancija nacrtana krivulja rasta i odredene su pojedine faze rasta
stanica. Abundancije stanica u kulturi s dodatkom razli¢itih koncentracija kadmija odredene su
za svaki od 5 dana rasta te su na temelju njih nacrtane krivulje rasta za kulturu bez prisutne
otopine Cd(NO3): i za kulture s prisutnim otopinama Cd(NOs). koncentracija 1 ug/L, 10 png/L,
100 ug/L, 250 ng/L, 500 png/L i 1000 pg/L. Za svaku kulturu iz izra¢unatih abundancija stanica
u kulturi izra¢unata je specifi¢na brzina rasta (engl. growth rate), x4, unutar odredenog

promatranog vremenskog perioda prema formuli:

Incj —Incj
Pij = ——o (2.1)

broj dana
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gdje je c; abundancija stanica zadnjeg prouc¢avanog dana, a C; abundancija stanica prvog
proucavanog dana. Iz specifi¢nih brzina rasta izracunat je postotak inhibicije rasta uzrokovan

povisenom koncentracijom kadmija prema formuli:

%I = % X 100 (2.2)

K

gdje je | postotak inhibicije, ux specifi¢na brzina rasta kontrolnog primjerka, a ut specifi¢na

brzina rasta u prisutnosti povisene koncentracije kadmija.

Takoder, je iz specifiéne brzine rasta stanica izraunat i parametar K koji pokazuje koliko se

dioba stanica dogodilo po danu u odredenoj kulturi. Parametar k izracunat je prema formuli:
k=L (2.3)
gdje je u specifi¢na brzina rasta za odredenu kulturu.

Vrijednosti x4, %I k su izraGunate za kulture stanica bez dodatka otopine Cd(NOs), i s dodatkom
otopine Cd(NO3)2 razli¢itih koncentracija (1 ng/L, 10 pg/L, 100 pg/L, 250 pg/L, 500 pg/L i
1000 pg/L).
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2.4. AFM oslikavanje stanica Cylindrothecae closterium

2.4.1. Priprema uzoraka

Uzorci C. closterium za oslikavanje AFM-om pripremljeni su tehnikom depozicije kapi (engl.
drop deposition). Kao podloga koristen je tinjac zbog svoje atomski ravne povrsine. Tinjac se
dvostrano ljepljivom trakom pri¢vrstio na metalni disk, izraden od nehrdajuceg celika, promjera
1,5 cm. Na svjeze kalani tinjac nanosilo se 5 uL uzorka kulture C. closterium uzete sterilno
direktno iz tikvice s kontrolnom kulturom, kulturom s koncentracijom Cd(NOz)2 500 pg/L i
kulturom s koncentracijom Cd(NO3), 1000 pg/L. Uzorak se nakon sat vremena suSenja, u
zatvorenoj Petrijevoj zdjelici, tri puta isprao sa po 20 uL ultraciste (MilliQ) vode, kako bi se
uklonili kristali soli nastali suSenjem uzorka. Uzorak se ostavio na suSenju U pokrivenoj
Petrijevoj zdjelici, kako bi se sprijec¢ilo zagadenje uzorka Cesticama iz zraka. Svaki od uzoraka
kultura stanica C. closterium pripremljen je na tri zasebne plocice. Ovim postupkom stanice
morske dijatomeje C. closterium ostaju ¢vrsto prilijepljene za povrsinu tinjca $to omogucuje

stabilno oslikavanje uzorka AFM-om.

2.4.2. AFM mjerenja

AFM mijerenja su izvedena na uredaju Multimode Scanning Probe Microscope (MM-SPM) s
Nanoscope llla kontrolnom jedinicom (Veeco Instruments, Santa Barbara, CA). Uredaj je
postavljen na pneumatski stol za izolaciju vibracija te je dodatno opremljen optickom kamerom
visoke rezolucije (CCD, Sony Japan) (Slika 2.4.). Optickom kamerom precizno se odredivalo

pozicioniranje AFM siljka na stanice C. closterium.
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UREDAJA

PRETRAZNE
PROBE

PIEZOEL?KTRICNO%
PRETRAZIVALO

BAZA
UREDAJA

Slika 2.4. A) Uredaj AFM u Laboratoriju za biogeokemiju mora i atmosfere, Zavod za
istrazivanje mora i okoli$a, Institut Ruder Boskovi¢; B) glavni dijelovi uredaja Multimode
Scanning Probe Microscope s Nanoscope Illa kontrolnom jedinicom.
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Koristeno je piezoelektri¢no pretrazivalo s vertikalnom spregom AS—130V (,,J* pretrazivalo,
lateralnog raspona 125 um x 125 pum i vertikalnog raspona 5 um). Mjerenja su radena u
kontaktnom rezimu rada, a koriStene su pretrazne probe od silicijevog nitrida, SisNa (NP-S,
Bruker) s konstantnom opruge 0,06 N m™ i radijusom zakrivljenosti vrha §iljka 10 nm (Slika
2.5.). Kako bi se izbjegla eventualna oStecenja uzorka tijekom mjerenja primijenjena sila je
odrzavana na najnizoj vrijednost. Brzina skeniranja optimizirana je izmedu 1,0 do 2,0 Hz po
liniji.

AFM-om je snimljeno 7 stanica iz uzorka kontrolnog primjerka kulture C. closterium, 7 stanica
iz kulture s koncentracijom Cd(NOz)2 500 pg/L i 7 stanica iz kulture s koncentracijom
Cd(NOz3)21000 pg/L. Velic¢ina skeniranog podrucja bila je od 50 um x 50 pm do 500 nm x 500

nm, a slike su snimane s najve¢om rezolucijom 512 x 512 tocaka po slici.

Za procesiranje i analizu slika koristen je programski paket NanoScope™ (Digital Instruments,
verzija VV6.14r1). Sve slike oslikane su u kontaktnom rezimu rada i sve predstavljaju originalne
podatke (engl. ,,row data“), osim $to je koristena opcija dvodimenzijskog poravnavanja prvog
reda (engl. first order two-dimensional flattening), kako bi se uklonio prividni nagib povrsine.

Mjerenja su izvedena na zraku, na sobnoj temperaturi i vlaznosti zraka 50 - 60%.

Analiza slika radena je nakon AFM oslikavanja (,,0ff-line). Za oslikane povrsine napravljeni
su topografski prikazi povrsina i prikazi odstupanja otklona poluge. Topografske slike koristile
su za odredivanje visina stanica, na njenom srediSnjem dijelu i na njenim krajevima, te za
odredivanje hrapavosti, Ra povrSine valve i pojasa. Hrapavost, Ra, je aritmeticka sredina
apsolutnih vrijednosti devijacija visine povrSine (Z;) mjerene u odnosu na srediSnji polozaj

ravnine.

R, = —— (2.4.)

nZ|zj|

Na topografskoj slici funkcijom ,,Section analysis“ u programu Nanoscope V6.14rl
napravljene su analize vertikalnih presjeka na slici. U istom programu radeni su i

trodimenzionalni prikazi pomoc¢u funkcije ,,3D view*.
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Pretrazna proba (dvije poluge s o3trim $iljkom)

Karakteristike poluge

VRH

Materijal
Debljina (t) (nominalna)
Debljina (t) (raspon)

Konstante poluga
(nominalne)

Frekvencija (hominalna)
Sloj na poledini

Doniji sloj

Gornji sloj

Sirina (w) (nominalna)

Duljina (L) (hominalna)

silicijev nitrid
0,6 pum
0,4-0,7 um

0,06 —0,58 N m*!

12 — 40 kHz
Au/Cr

15 nm Cr
60 nm Au
17 -41 pm

115 196 pm

Siljak

Karakteristike Siljka

Geometrija lijevano
Visina Siljka (h) 2,5-3,5um
Prednji kut (FA) 35+2°
Straznji kut (BA) 35+2°
Bocni kut (SA) 35+2°
Radijus $iljka (nominalni) 10 nm

Radijus $iljka (maksimalni) 60 nm

Udaljenost od vrha poluge 4 um
do vrha siljka (TSB)
(nominalna)

Udaljenost od vrha poluge 3-5,5um
do vrha $iljka (TSB) (raspon)

Slika 2.5. SEM slika Vecco NP-S pretrazne probe za kontaktni rezim rada koristene u ovom
radu sa specifikacijama proizvodaca (preuzeto iz: Vecco Probes — Catalogue 2006).
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3. REZULTATI

3.1. Dinamika rasta Cylindrothecae closterium

3.1.1. Krivulja rasta Cylindrothecae closterium bez dodatka kadmija

Dijatomeja C. closterium je uzgajana bez dodatka kadmija da bi se odredila krivulja rasta
tijekom 15 dana. Iz podataka o broju stanica izracunate su abundancije stanica u otopini prema
Fuchs-Rosenthal formuli za hemocitometar te je dobivena krivulja rasta C. closterium. Na
temelju krivulje rasta odredene su pocetak i trajanje triju faza: 1. pocetna lag faza; 2.
eksponencijalna (logaritamska) faza; 3. stacionarna faza (Slika 3.1.).

1,0E+07
lag faza ; cksponencijalna faza | stacionarna faza

1,0E+06

1,0E+05

Abundancija (log stanica/mL)

1,0E+04
0 2 4 6 8 10 12 14
vrijeme/dan

Slika 3.1. Krivulja rasta C. closterium u mediju f/2 kroz 15 dana eksperimenta.

Pocetna lag faza trajala je do Cetvrtog dana, a abundancija stanica se neznatno povecala od 5,25
x 10* stanica/mL (drugi dan) do 5,33 x 10*stanica/mL (&etvrti dan). Eksponencijalna faza rasta
nastupila je Getvrti dan i trajala je do osmog dana (1,12 x 10° stanica/mL). Stacionarna faza
rasta nastupila je nakon osmog dana i trajala je do Cetrnaestog dana kada je abundancija stanica
iznosila 1,90 x 108 stanica/mL.

20
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3.1.2. Krivulje rasta Cylindrothecae closterium uz dodatak kadmija

Usporedno je pracen rast stanica C. closterium u uvjetima bez dodatka kadmija, s
koncentracijom kadmija 500 pg/L 1 s koncentracijom kadmija 1000 pg/L kroz 5 dana.
Usporedena je prisutnost stanica C. closterium unutar ¢etiri kvadrata (kvadrata ozna¢en brojem
2 na Slici 2.3.) hemocitometra s razli¢itim kulturama (kontrolna kultura bez kadmija, kultura s
koncentracijom kadmija 500 pg/L i kultura s koncentracijom kadmija 1000 pg/L) te je vidljiv

smanjen rast C. closterium uzrokovan povisenim koncentracijama kadmija (Slika 3.2.)

Slika 3.2. Stanice C. closterium snimljene svjetlosnim mikroskopom u hemocitometru tre¢i dan
rasta pod poveéanjem 200x: a) u kontrolnoj kulturi bez dodatka kadmija; b) u kulturi s
koncentracijom kadmija 500 pg/L; ¢) u kulturi s koncentracijom kadmija 1000 pg/L.

Abundancija stanica u kontrolnoj kulturi narasla je od pocetne 4,33 x 10*stanica/mL (prvi dan)
do 7,04 x 10° stanica/mL (peti dan) (Slika 3.3.). Abundancija stanica u kulturi s koncentracijom
kadmija 1 pg/L narasla je od 4,33 x 10* stanica/mL (prvi dan) do 4,16 x 10° stanica/mL (peti
dan), a u kulturi s koncentracijom kadmija 10 pg/L od 4,33 x 10*stanica/mL (prvi dan) do 3,36
x 10° stanica/mL (peti dan) (Slika 3.3.). Abundancija stanica u kulturi s koncentracijom kadmija
100 pg/L narasla je od podetne 3,67 x 10*stanica/mL (prvi dan) do 3,52 x 10° stanica/mL (peti
dan), a abundancija stanica u kulturi s koncentracijom kadmija 250 pg/L od 4,00 x 10*
stanica/mL (prvi dan) do 3,36 x 10° stanica/mL (peti dan) (Slika 3.3.). Abundancija stanica u
kulturi s koncentracijom kadmija 500 pg/L narasla je od podetne 4,00 x 10* stanica/mL (prvi
dan) do 3,20 x 10° stanica/mL (peti dan) (Slika 3.3.). Najmanji porast abundancije imala je
kultura stanica s koncentracijom kadmija 1000 ug/L gdje je abundancija stanica od pocetne
5,33 x 10% stanica/mL (prvi dan) narasla do 2,72 x 10° stanica/mL (peti dan) (Slika 3.3.).
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Slika 3.3. Krivulje rasta C. closterium u kontroli i uz dodatak otopine Cd(NOs3), razli¢itih
koncentracija (1 pg/L, 10 ug/L, 100 pg/L, 250 pg/L, 500 pg/L 1 1000 pg/L).

Vrijednost specifi¢ne brzine rasta, u, C. closterium u kontrolnoj kulturi bez dodatka kadmija
unutar petodnevnog eksperimenta iznosila je 0,70. Vrijednost specifi¢ne brzine rasta smanjila
se u kulturi s koncentracijom kadmija 1 ug/L, za koju je iznosila 0,57. Vrijednost specifi¢ne
brzine rasta za kulturu s koncentracijom kadmija 10 pg/L iznosila je 0,51.Vrijednosti
specifi¢nih brzina rasta za kulture s koncentracijama kadmija od 100 pg/L do 500 ug/L bile su
u rasponu od 0,57 do 0,52. Vrijednost specificne brzine rasta najvise se smanjila u kulturi s

koncentracijom kadmija 1000 ug/L i iznosila je 0,41 (Tablica 3.1.).

Iz specifi¢nih brzina rasta izraCunat je parametar k koji pokazuje koliko se dnevno dogodilo
dioba stanica. Parametar k za stanice u kontrolnoj kulturi bez dodatka kadmija iznosio je 1,01,
a u kulturi s koncentracijom kadmija 1 pg/L parametar k se smanjio na 0,82. Parametar k za
stanice u kulturi s koncentracijom kadmija 10 pg/L iznosio je 0,74. Parametar k za stanice u
kulturama s koncentracijama kadmija od 100 ug/L do 500 ug/L bio je u rasponu od 0,82 do
0,75. Vrijednost parametra k najvise se smanjila u kulturi s koncentracijom kadmija 1000 ug/L
i iznosila je 0,59 (Tablica 3.1.).

22



Tablica 3.1. Specifi¢ne brzine rasta (u), broj dioba stanica po danu (k) i inhibicija rasta (%l) C.
closterium pri razli¢itim koncentracijama Cd(NO3)>.

¢ (Cd(NOs), u k % I
0 0,70 1,01 :

1 pg/L 0,57 0,82 18,9
10 pg/L 0,51 0,74 26,5
100 pg/L 0,57 0,82 18,9
250 pg/L 0,53 0,77 23,7
500 pg/L 0,52 0,75 25,4
1000 pg/L 0,41 0,59 41,6

U kulturi C. closterium s koncentracijom kadmija 1 pg/L rast je inhibiran 18,9%. Postotak
inhibicije rasta u kulturi s koncentracijom kadmija 10 pg/L iznosio je 26,5%, a postoci
inhibicije u kulturama s koncentracijama kadmija od 100 pg/L do 500 ug/L bili su u rasponu
od 18,9% do 25,4%. Najveca inhibicija bila je u kulturi s koncentracijom kadmija 1000 pg/L i
iznosila je 41,6% (Slika 3.4.).
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Slika 3.4. Ovisnost postotka inhibicije rasta C. closterium o koncentraciji Cd(NOz)2 u kulturama
stanica.
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3.2. Nanostrukturna karakterizacija stanica Cylindrothecae closterium

Stanice C. closterium koje su rasle u kulturama bez dodatka kadmija te s koncentracijama
kadmija 500 ug/L i 1000 pg/L oslikane su pomoc¢u mikroskopa atomskih sila, AFM-a, kako bi
se mogle usporediti morfoloske karakteristike stanica 1 odrediti do kojih je promjena doslo

uslijed rasta stanica pri poviSenim koncentracijama teskog metala kadmija u kulturi.

Na stanicama C. closterium oslikanim svjetlosnim mikroskopom mogle su se raspoznati
fleksibilne rostre od sredi$njeg dijela stanice (Slika 3.5.). Stanice imaju dva uzduzna kloroplasta
na srediSnjem dijelu stanice koji su jasno uoéljivi svjetlosnim mikroskopom. Duzina stanica

bila je u rasponu od 38-42 um, a §irina u rasponu od 3,5-5,5 um.

50.0 pm

Slika 3.5. Stanice C. closterium izolirane iz sjevernog Jadrana, snimljene svjetlosnim
mikroskopom Olympus BX51, uz povecanje od: a) 400x; b) 1000x.
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3.2.1. Vizualizacija stanica Cylindrothecae closterium bez dodatka kadmija

Stanice C. closterium oslikane AFM-om nisu imale povrSinskih oSte¢enja stoga su se jasno
mogli vidjeti detalji silikatne ljusturice. Na stanicama C. closterium jasno se mogu raspoznati
fleksibilne rostre od srediSnjeg dijela stanice (Slika 3.6.a). Na vecoj rezoluciji na stanicama se
mogu raspoznati dva morfoloski razlicita dijela ljuSturice, pojas 1 valva (Slika 3.6.b-j). PovrSina
valve je ravna u usporedbi s povr$inom pojasa koji se sastoji od skupa paralelnih silikatnih traka
(Slika 3.6.f-g). Uzduz valve proteze se longitudinalni prorez, rafa (Slika 3.6.d; e; j), kojeg
omeduju fibule (Slika 3.6.c; i-j).

Slika 3.6. AFM prikaz cijele stanice C. closterium i njenih morfoloskih detalja: a) cijela stanica
C. closterium; b-d) uveéana gornja rostra stanice sa rafom i fibulama oko nje; e) uvecani
sredisnji dio stanice, gdje se detaljnije vide pojas, valva i rafa; f) valva na sredisSnjem dijelu
stanice; g) pojas na srediSnjem dijelu; h-j) uve¢ana donja rostra stanice. AFM prikaz odstupanja
otklona poluge, veli¢ine podru¢ja: a) 40 um x 15 um; b) 4 um x 3 um; ¢) 3 um x 2,5 um; d) 2
pumx15um;e)3umx 2 um; £) 1,5 um x 1 pm; g) 1,5 um x 1 pm; h) 4 pm x 3 pm; 1) 3 pm x
25um;j) 2 umx 1,5 um.
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Nacdinjen je topografski prikaz stanice C. closterium (Slika 3.7.), te su odredene visine
srediSnjeg dijela stanice i visine rostra. Visine sredi$njih dijelova stanica bile su u rasponu od

700 nm do 1000 nm (Slika 3.7.b), a visine rostra u rasponu od 100 nm do 300 nm (Slika 3.7.a).

Slika 3.7. Topografski AFM prikaz stanice C. closterium (veli¢ina podru¢ja 30 um x 25 pum,
vertikalna skala 1,0 pm) s analizom vertikalnih presjeka duZz naznacenih linija: a) vertikalni
presjek rostre duz linije a; b) vertikalni presjek sredisnjeg dijela stanice duz linije b.

Rafa je s donje strane omedena fibulama (Slika 3.8.), zbog kojih je okolno podruéje rafe
uzdignuto oko 20 nm iznad valve. Rafa je Siroka 40 nm i duboka oko 10 nm (Slika 3.8.). Zbog
oblika i sirine $iljka, moguce je da $iljak ne prodire do kraja rafe te se moze reci da je prorez

dubok > 10 nm.

. RAFA
75
65

50 100 150 200 250 300 nm

Slika 3.8. Trodimenzionalni prikaz sredisnjeg dijela stanice C. closterium na kojem je vidljiva
rafa (veli¢ina podrucja 2,5 pm x 2,5 um, vertikalna skala 15 nm), s analizom vertikalnog
presjeka duz naznacene linije.
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Sredisnji dio stanice C. closterium, gdje su vidljivi valva i pojas, oslikan je na vecoj rezoluciji
(Slika 3.9.A). Na topografskom prikazu sredi$njeg dijela stanice na¢injeni su vertikalni presjeci.
Valva je ravne povrSine stoga su manje varijacije u visini njene strukture (oko 5 nm), dok su
varijacije visine u strukturi pojasa vece i iznose oko 20 nm. Odredena je hrapavost povrsine Ra

valve i pojasa. Ra za podrucje valve iznosio je 3 nm, a za podrucje pojasa 14 nm.
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Slika 3.9. AFM prikaz sredisnjeg dijela stanice C. closterium: A) prikaz odstupanja otklona
poluge (veli¢ina podruc¢ja 4,5 um x 5 um); B) topografski prikaz (veli¢ina podruéja 2,5 pm x
3,5 um, vertikalna skala 300 nm) s analizom vertikalnih presjeka duz naznacenih linija: a)
vertikalni presjek pojasa duz naznacene linije a; b) vertikalni presjek valve duz linije b.
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3.2.2. Vizualizacija stanica Cylindrothecae closterium uz dodatak kadmija

3.2.2.1. Vizualizacija stanica Cylindrothecae closterium uz dodatak kadmija
koncentracije 500 pg/L

Oblik i veli¢ina stanice C. closterium uzgajane u kulturi s koncentracijom kadmija 500 pg/L
ostali su nepromijenjeni. Jasno se razlikuju fleksibilne rostre od sredisnjeg dijela stanice (Slika
3.10.a). Uzduz stanice izrazeno je podrucje oko rafe, koje je zbog fibula uzdignuto iznad
povrsine valve (Slika 3.10.c-d;f; i-j). Duzine stanica bile su u rasponu 38-42 um, a S$irine u

rasponu od 3,5-5,5 um.

500 nm

Slika 3.10. AFM prikaz cijele stanice C. closterium uzgajane u kulturi s koncentracijom kadmija
500 ug/L, i njenih morfoloskih detalja: a) cijela stanica C. closterium; b-d) uveéana gornja
rostra stanice; €) uvecani sredi$nji dio stanice, gdje se detaljnije vide pojas i valva; f) valva na
sredi$njem dijelu stanice sa izrazenom rafom; g) pojas na sredis$njem dijelu; h-j) uvecana donja
rostra stanice sa izrazenom rafom i fibulama oko nje. AFM prikaz odstupanja otklona poluge,
veli¢ine podru¢ja: a) 40 pm x 20 pm; b) 6 pm x 5,5 pm; ¢) 3,5 um x 3 pm; d) 2 pm x 1,5 pm;
e)3,5umx3 pum; )2 pm x 1,5 pm; g) 1 pm x 0,5 pm; h) 6 pm x 5,5 um; 1) 3,5 pm x 3 pm j)
2pumx 1,5 pm.
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Na povrSini srediSnjeg dijela stanice primije¢cene su manje promjene na njenim jace
silificiranim dijelovima, pojasu i oko rafe. Oko rafe uo¢ene su nakupine manjih sferi¢nih Cestica
(3.10.e-f) kojih nije bilo na stanici C. closterium uzgajanoj u kulturi bez dodatka kadmija. Dok
Su se na pojasu nazirale manje sfericne Cestice (Slika 3.10.g) koje nisu bile vidljive na stanici
C. closterium uzgajanoj u kulturi bez dodatka kadmija (Slika 3.6.g). Valva je na sredi$njem
dijelu stanice i1 na rostrama zadrzala ravnu povrsinu (Slika 3.10.c; e-f; 1). PovrSina pojasa na
rostrama (Slika 3.10. b-h; i-j) jednaka je kao i na rostrama stanice C. closterium uzgajanoj u
kulturi bez dodatka kadmija (Slika 3.6.b-h; i-).

Nacinjen je topografski prikaz stanice C. closterium uzgajane u kulturi s koncentracijom
kadmija 500 pg/L (Slika 3.11.), te su odredene visine srediSnjeg dijela stanice 1 visine rostra.

Visine sredisnjih dijelova stanica C. closterium uzgajanih u kulturi s koncentracijom kadmija

500 pg/L bile su u rasponu od 700-1200 nm (Slika 3.11.b), a visine rostra u rasponu od 100-
350 nm (Slika 3.11.a).
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Slika 3.11. Topografski AFM prikaz stanice C. closterium uzgajane u kulturi s koncentracijom
kadmija 500 pg/L (veli¢ina podru¢ja 30 um x 30 um, vertikalna skala 1,5 pm) s analizom
vertikalnih presjeka duz naznacenih linija: a) vertikalni presjek rostre duz linije a; b) vertikalni
presjek sredisnjeg dijela stanice duz linije b.
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Na vecoj rezoluciji oslikan je sredis$nji dio stanice C. closterium uzgajane u kulturi s
koncentracijom kadmija 500 pg/L (Slika 3.12.) kako bi se mogle usporediti povrSine pojasa i
valve. Valva je bila ravnije povrsine u usporedbi s pojasom i na njoj nisu bile vidljive promjene.
Pojas je bo nepravilnije (hrapavije) strukture, zbog sferi¢nih ¢estica, u 0dnosu na pojas stanice
C. closterium uzgajane u kontrolnoj kulturi bez dodatka kadmija. Varijacije u visini pojasa

iznosile su oko 10 nm (Slika 3.12.a), a varijacije u visini valve oko 5 nm (Slika 3.12.b).

80 a = b
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Slika 3.12. Trodimenzionalni prikaz sredi$njeg dijela stanice C. closterium uzgajane u kulturi
s koncentracijom kadmija 500 pg/L (veli¢ina podruc¢ja 2 um x 2 pm, vertikalna skala 3 nm) S
analizom vertikalnih presjeka duz naznacenih linija: a) vertikalni presjek pojasa duz linije a; b)
vertikalni presjek valve duz linije b.
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3.2.2.2. Vizualizacija stanica Cylindrothecae closterium uz dodatak kadmija
koncentracije 1000 pg/L

Oblik i veli¢ina stanice C. closterium uzgajane u kulturi s koncentracijom kadmija 1000 pug/L
ostali su nepromijenjeni. Jasno su se razlikovale fleksibilne rostre od sredi$njeg dijela stanice
(Slika 3.13.a). Duzine stanica bile su u rasponu 38-42 um, a $irine u rasponu od 3,5-5,5 um. Na

cijeloj povrsini stanice bile su vidljive promjene u obliku pojedinacnih sferi¢nih ¢estica i njenih

nakupina.

Slika 3.13. AFM prikaz cijele stanice C. closterium uzgajane u kulturi s koncentracijom kadmija
1000 pg/L i njenih morfoloskih detalja: a) cijela stanica C. closterium; b-d) uveéana gornja
rostra stanice; e) uvecani sredi$nji dio stanice, gdje se detaljnije vide pojas i valva; f) valva na
sredisnjem dijelu stanice sa izrazenom rafom; g) pojas na srediSnjem dijelu; h-j) uvecana donja
rostra stanice sa izrazenom rafom i fibulama oko nje. AFM prikaz odstupanja otklona poluge,
veli¢ine podrucja: a) 45 pm x 20 um; b) 5 pm x 4,5 um; ¢) 3,5 um x 2,5 um; d) 2 pm x 1,5
pm;e)3 umx 2,5 um; f) 2 pm x 1,5 pm; g) 1 pm x 0,5 um; h) 5 pm x 4,5 pm; 1) 3,5 pum x 2,5
pm;j) 2 um x 1,5 pm.
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Sfericne Cestice na srediSnjem dijelu stanice uglavnom su se nalazile na jace silificiranim
dijelovima, pojasu (Slika 3.13.g) i oko rafe (Slika 3.13.f), dok je manji dio njih uocen i na valvi
(Slika 3.13.e-f). Valva je zadrzala relativno ravnu povrsinu, ali je pojas zbog sferi¢nih Cestica
nepravilnije strukture. Sferi¢ne Cestice su uocene na pojasu i oko rafe na rostrama (Slika 3.13.b-
d i h-j). Na pojasu se mjestimi¢no ne mogu jasno raspoznati karakteristi¢ne silikatne trake (Slika
3.13.b; g-h). Dijametar sferi¢nih Cestica bio je u rasponu od 50-390 nm, a visina u rasponu od
20-50 nm.

Nacinjen je topografski prikaz stanice C. closterium uzgajane u kulturi s koncentracijom

kadmija 1000 pg/L (Slika 3.14.), te su odredene visine srediSnjeg dijela stanice i visine rostra.

Visine sredis$njih dijelova stanica C. closterium uzgajanih u kulturi s koncentracijom kadmija
1000 pg/L bile su u rasponu od 700-1300 nm (Slika 3.14.b), a visine rostra u rasponu od 100-
350 nm (Slika 3.14.a).
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Slika 3.14. Topografski AFM prikaz stanice C. closterium uzgajane u kulturi s koncentracijom
kadmija 1000 pg/L (veli¢ina podrucja 35 pm x 25 um, vertikalna skala 1,5 pm) s analizom
vertikalnih presjeka duz naznacenih linija: a) vertikalni presjek rostre duz linije a; b) vertikalni
presjek srediSnjeg dijela stanice duz linije b.

Na vecoj rezoluciji oslikan je srediSnji dio stanice C. closterium uzgajane u kulturi s

koncentracijom kadmija 1000 ug/L (Slika 3.15.A-B). Na topografskom prikazu sredis$njeg
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dijela stanice nacinjeni su vertikalni presjeci (Slika 3.15.C). Sfericne Cestice razlog su
nepravilnije, odnosno hrapavije povrSine pojasa. U visini strukture valve bile su manje
varijacije (oko 5 nm), dok su varijacije visine u strukturi pojasa znatno veée (oko 30 nm).
Odredena je hrapavost povr§ine, Ra, valve i na pojasu. Ra za podrugje valve iznosio je 4 nm, a

za podrudje pojasa 25 nm.

20pm
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Slika 3.15. AFM prikaz sredisnjeg dijela stanice C. closterium uzgajane u Kkulturi s
koncentracijom kadmija 1000 pg/L: A) trodimenzionalni prikaz pojasa (veli¢ina podru¢ja 2 pm
x 2 um, vertikalna skala 10 nm); B) prikaz odstupanja otklona poluge (veli¢ina podrucja 2 um
X 2 um); C) topografski prikaz (veli¢ina podrucja 2 pum x 2 um, vertikalna skala 300 nm) s
analizom vertikalnih presjeka duz naznacenih linija: a) vertikalni presjek pojasa duz linije a; b)
vertikalni presjek valve duz linije b.
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Sredi$nji dijelovi stanica C. closterium uzgajanih u kontrolnoj kulturi bez dodatka kadmija, s
koncentracijom kadmija 500 pg/L i s koncentracijom kadmija 1000 pg/L oslikani su na vecoj
rezoluciji kako bi se mogle usporediti povrSine pojasa i valva na svim stanicama i detaljnije
razaznati promjene izazvane dodatkom kadmija u kulture. Sferi¢ne Cestice su na stanicama
uzgajanim u kulturi s koncentracijom kadmija 1000 pg/L uocene po Citavoj povrsini stanice, a
najvise na jace silificiranim dijelovima, pojasu i oko rafe (Slika 3.16.C), na stanicama
uzgajanim s koncentracijom kadmija 500 ug/L sferi¢ne Cestice su se nazirale samo u strukturi
pojasa (Slika 3.16.B), a na stanicama u kontroli bez dodatka kadmija sferi¢ne Cestice nisu
uocene (Slika 3.16.A).

Slika 3.16. AFM prikaz sredi$njih dijelova stanica C. closterium uzgajanih u: A) kontrolnoj
kulturi bez dodatka kadmija; B) kulturi s koncentracijom kadmija 500 ug/L; C) kulturi s
koncentracijom kadmija 1000 pug/L. AFM prikaz odstupanja otklona poluge (veli¢ina podrucja
2 um x 5 pm).
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4. RASPRAVA

Teski metali, ukljuujuc¢i kadmij, predstavljaju vazno antropogeno oneciS¢enje U vodenim
ekosustavima stoga je vazno ispitati njihov utjecaj na morski ekosustav. Buduc¢i je fitoplankton
baza troficke piramide i glavni primarni proizvoda¢ u morskom ekosustavu, istrazivanja 0
utjecaju teskih metala na fitoplankton daju uvid o utjecaju istih na cijeli hranidbeni lanac u
morskom ekosustavu. U ovom radu istrazivan je utjecaj povisene koncentracije kadmija na
dinamiku rasta i morfoloske karakteristike povrsine stanice morske dijatomeje C. closterium,

izolirane iz sjevernog Jadrana.

Dobiveni rezultati pokazuju negativan utjecaj povisene koncentracije kadmija na dinamiku
rasta C. closterium. Naime, pri koncentraciji kadmija 1 pg/L u kulturi dolazi do smanjenja
brzine rasta C. closterium. Specifi¢na brzina rasta C. closterium te broj dioba stanica po danu
su smanjeni dok je rast inhibiran sa 18,9%. Povec¢anjem koncentracije kadmija (100-1000 pg/L)
u kulturi stanica C. closterium specifi¢na brzina rasta i broj dioba stanica po danu se smanjuju,
a inhibicija rasta se povecava. Iznimka je kultura s koncentracijom kadmija 10 pg/L. Naime,
inhibicija rasta u kulturi C. closterium s koncentracijom 10 pg/L veca je od inhibicija rasta u
kulturama C. closterium s koncentracijama kadmija 100 pg/L, 250 ug/L i 500 pg/L.
Pretpostavljeno je da u kulturama C. closterium uzgajanih s koncentracijama kadmija ve¢im od
10 ng/L dolazi do aktivacije obrambenog mehanizma zbog kojeg je rast stanica u kulturama s
koncentracijama 100 pg/L, 250 pg/L i 500 pg/L slabije inhibiran nego u kulturama s
koncentracijom kadmija 10 pg/L. Tek porastom koncentracije kadmija iznad 500 pg/L u
kulturama stanica C. closterium inhibicija rasta se pove¢ava. Najmanja specifi¢na brzina rasta
C. closterium odredena je za kulturu s koncentracijom kadmija 1000 ug/L. Za istu kulturu
odreden je najmanji broj dioba stanica po danu, a postotak inhibicije rasta bio je najveci i
iznosio je 41,6%. Unato¢ negativnom utjecaju kadmija na dinamiku rasta C. closterium, one su
i dalje zadrzale pozitivan rast u eksponencijalnoj fazi. Dobiveni rezultati su u skladu s
prijasnjim istrazivanja, gdje je pri povisenoj koncentraciji kadmija (1 pg/L) inhibiran rast
dijatomeje C. closterium (Satoh i sur. 2005; Lehman i Vas Cancelos 1979), te smanjenja
fotosinteza i stani¢no disanje (Lehman i Vas Cancelos 1979). Uzroci sporijeg rasta alga
1zloZzenih kadmiju mogu biti razli¢iti, odnosno ucinci teSkog metala mogu biti razli¢iti, mogu
inhibirati fotosintezu (Overnell 1976) ili unos nutrijenata (Harrison i sur. 1977), promijeniti
permeabilnost membrane koje moze dovesti do gubitka stani¢nih sastojaka (Overnell 1975) ili

poremetiti enzimsku aktivnost (Fisher i Jones 1981). U prijasnjim Su istraZivanjima dijatomeje

35



pokazale vecu toleranciju na toksi¢ne teske metale u odnosu na dinoflagelate izolirane iz
Jadrana (Sunda i Guillard 1976; Anderson i Morel 1978; Pistocchi i sur. 2000). Takoder je
Cylindrotheca fusiformis, srodna vrsta dijatomeji Cylindrotheca closterium, uz prisutnost
kadmija koncentracije 500 pg/L pokazala pozitivan rast, odnosno rast nije u potpunosti bio
inhibiran (Pistocchi i sur. 2000).

Povrsina stanica C. closterium karakterizirana je na nanoskali primjenom mikroskopije
atomskih sila. Utjecaj kadmija na nanostrukturna morfoloska svojstva dijatomeje C. closterium
istrazivan je na stanicama uzgajanim u kulturama s koncentracijama kadmija 500 pg/L 1 1000
ug/L. Dodatak kadmija u kulturu stanica C. closterium ne utje¢e na oblik i veliinu stanica.
Visine stanica uzgajanih u kontrolnoj kulturi, te u kulturama s koncentracijama kadmija 500
pg/L 1 1000 pg/L nisu se medusobno znatno razlikovale. Visine rostra stanica uzgajanih u
kontrolnoj kulturi 1 kulturama s koncentracijama kadmija 500 pg/L 1 1000 pg/L slicne su
visinama dobivenim u istrazivanju od Pletikapi¢ i sur. (2012), gdje su visine rostra bile u
rasponu od 100-250 nm. Visine sredi$njeg dijela stanice su u istom istrazivanju bile u rasponu
od 500-700 nm, odnosno nize od visina sredi$njih dijelova stanica izmjerenih na stanicama
uzgajanim u kontrolnoj kulturi bez kadmija i u kulturama s koncentracijama kadmija 500 pg/L
1 1000 pg/L. Razlog uocene razlike u visini je Sto presjeci nisu radeni na istim dijelovima
stanica. Naime, stanice su najvise na dijelovima gdje se nalaze kloroplasti. Upravo na tim
dijelovima su radeni presjeci srediSnjeg dijela stanica u ovom radu, dok je u istrazivanju
Pletikapi¢ 1 sur. (2012) presjek raden izmedu kloroplasta gdje je stanica niza. Na povrsini
stanica C. closterium uzgajanih u kulturi s koncentracijom kadmija 1000 ug/L nalazile su se
sferi¢ne Cestice dijametra 50-390 nm i visine 20-50 nm . Uvecanjem sredi$njeg dijela stanica
C. closterium uoceno je da je vecina sferi¢nih Cestica locirana na jace silificiranim dijelovima
stanice, na pojasu i fibulama oko rafe. Na valvi su se takoder mogle uoditi sferi¢ne Cestice, ali
u manjoj mjeri. Stoga je povrsina valve ve¢inom relativno ravna kao $to je na stanicama
uzgajanim u kontrolnoj kulturi. Na rostrama stanica uzgajanih u kulturi s koncentracijom
kadmija 1000 pg/L sfericne Cestice se, takoder, nalaze na jace silificiranim dijelovima, na
pojasu i fibulama oko rafe. Na sredisnjem dijelu stanica C. closterium uzgajanih u kulturi s
koncentracijom kadmija 500 pg/L sferi¢ne Cestice su se samo nazirale na jace silificiranim
dijelovima, na pojasu i fibulama oko rafe, dok je povrSina valve bez promjena. Rostre stanica
uzgajanih u kulturi s koncentracijom kadmija 500 pg/L relativno su Ciste, sferi¢nih Cestica nema
ni na jace silificiranim dijelovima. Usporedene su hrapavosti pojasa i valva na stanicama

uzgajanih u kontrolnoj kulturi i u kulturi s koncentracijom kadmija 1000 pg/L. Uo¢eno je da su
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hrapavosti valva sli¢ne, ali hrapavost pojasa stanica uzgajanih u kulturi s koncentracijom
kadmija 1000 pg/L veca je za otprilike 10 nm od hrapavosti pojasa stanica uzgajanih u
kontrolnoj kulturi. Veca hrapavost pojasa na stanicama uzgajanim u kulturi s koncentracijom
kadmija 1000 pg/L uzrokovana je sferi¢nim ¢esticama lociranih na njima. Pretpostavlja se kako
su sferiéne Cestice zapravo [(SiO2)n(H20)] nanocestice. Naime, prema podacima iz prijasnjih
istrazivanja (Sumper 1 Kroger 2004; Hildebrand i sur. 2009) silikatne strukture dijatomeja
sastavljene su od sferi¢nih [(SiO2)n(H20)] nanocestica dijametra 2-200 nm. U istrazivanju
Pletikapic¢ i sur. (2012) pokazano je da su nanocestice u dijatomeji C. closterium uklopljene u
organski materijal valve Sto je dokazano uklanjanjem organskog materijala sumpornom
kiselinom nakon ¢ega nanocestice nisu bile fuzionirane 1 nisu formirale fiksnu nanostrukturu
(Pletikapi¢ i sur. 2012). Morfoloske promjene uocene u ovom radu na povrSini Stanica C.
closterium vjerojatno su posljedica utjecaja kadmija na mehanizam depozicije silicijevog
dioksida S§to za rezultat ima pojavnost nepravilnih struktura na pojedinim, jace silificiranim,
dijelovima ljusturice. Osteéenja na povrsini stanica dijatomeja kao posljedica izlaganja visokim
koncentracijama kadmija uocCena su i elektronskim mikroskopom kod manjih penatnih
dijatomeja (Amphora pediculus, Encyonema minutum, Mayamaea agrestris, Gomphonema
parvulum, Eolimna minima) (Morin i sur. 2008). Deformacije su pronadene na valvama stanica
te uzduz rafe. Ovakvi rezultati posljedice su prisutnosti velike koncentracije kadmija koja
remeti normalan rad mehanizama za diobu stanicu, te za formiranje silikatne ljusturice, ali
moguce je i da predstavljaju obrambeni mehanizam na toksi¢nost metala (Torres i sur. 2000).
Naime, valva ljusturice formira se procesom koji je pod velikom genetickom kontrolom.
Takoder je i formiranje silificiranih dijelova ljusturice pod kontrolom okolisnih efekata, kao $to

su dostupnost silicija u morskoj vodi ili prisutnost toksi¢nih elementa (Morin i sur. 2008).

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju potencijal AFM-a kao metode primjenjive za pracenje
nanostrukturnih promjena na povrSini stanica dijatomeja nastalih pod utjecajem teskih metala

ili drugih antropogenih onecisc¢enja.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu pokazano je da poviSena koncentracija kadmija usporava rast
dijatomeje C. closterium i uzrokuje morfoloske promjene na ljusturici dijatomeje C. closterium.
Inhibicija rasta C. closterium, odnosno smanjenje specifi¢ne brzine rasta C. closterium i broja
dioba stanica po danu zapazene su ve¢ u kulturi s koncentracijom kadmija 1 pg/L, a najveca
inhibicija rasta C. closterium, te najniza specifi¢na brzina rasta C. closterium i najmanji broj
dioba stanica po danu bile su u kulturi s koncentracijom kadmija 1000 pg/L. Mikroskopija
atomskih sila kao metoda po prvi puta je primijenjena za proucavanje utjecaja povisene
koncentracije teskih metala, ukljucuju¢i kadmij, na morfoloska svojstva dijatomeja.
Morfoloske promjene u obliku pojedinacnih sferiénih Cestica i njihovih nakupina uoc¢ene su oko
rafe te su se nazirale na pojasu na stanicama C. closterium uzgajanim u kulturi s koncentracijom
kadmija 500 ug/L. Na stanicama C. closterium uzgajanim u kulturi s koncentracijom kadmija
1000 pg/L pojedinacne sferi¢ne Cestice i njihove nakupine bile su jako izrazene na jace
silificiranim dijelovima ljusturice, pojasu i oko rafe uz fibule, dok se manji dio njih nalazio i na
valvi. Posljedica ovakvih morfoloskih promjena je veca hrapavost povrSine pojasa stanica
uzgajanih u kulturi s koncentracijom 1000 pg/L u odnosu na hrapavost pojasa stanica uzgajanih
u kontrolnoj kulturi bez kadmija, dok je hrapavost povrSine valve nepromijenjena.
Pretpostavljeno je da su navedene morfoloske promjene posljedica utjecaja kadmija na
mehanizam depozicije silicijevog dioksida §to za rezultat ima pojavnost nepravilnih struktura

na pojedinim, jace silificiranim, dijelovima ljusturice.

Dobiveni rezultati predstavljaju novi doprinos razumijevanju utjecaja teSkog metala kadmija na
dijatomeju Cylindrothecae closterium. Provedena istrazivanja takoder pruzaju osnovu za
daljnju primjenu AFM-a kao metode za proucavanje utjecaja teSkih metala i drugih
antropogenih onecis¢enja na morfoloska svojstva dijatomeja na nanoskali. lako se dobiveni
rezultati odnose na morsku dijatomeju Cylindrotheca closterium, oni takoder tvore temelj za
daljnja istrazivanja utjecaja teSkih metala na nanostrukturna svojstva stanica drugih vrsta

fitoplanktona.
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7. DODATAK

Prilog 1. Popis oznaka, kratica i simbola

AFM

EPS

/2
MM-SPM
rpm

SEM
SPM
TEM

uv

Ci

XX'HQ_

% |
Ra

mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy)

ekstracelularni polimerni materijal (engl. extracellular polymeric substance)
medij koristen za uzgoj stanica Cylindrothecae closterium

Multimode Scanning Probe Microscope

(engl. round per minute)

pretrazni elektronski mikroskop (engl. scanning electron microscope)
mikroskopija s pretraznom probom (engl. scanning probe microscopy)
transmisijski elektronski mikroskop (engl. transmission electron microscopy)

ultraljubicasto zracenje

mnozinska koncentracija

abundancija stanica prvog prouc¢avanog dana
abundancija stanica zadnjeg prou¢avanog dana
udaljenost izmedu Siljka i povrSine uzorka

sila

konstanta poluge

broj dioba stanica po danu

specifi¢na brzina rasta
postotak inhibicije

hrapavost povrsine
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