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je do promjena u sastavu masnih kiselina fosfolipida. Rod dijatomeja Chaetoceros pokazao 

se kao dobar modelni organizam za razumijevanje prilagodbe fitoplanktona na globalne 
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    Dr. sc. Petar Žutinić, Assistant Professor  

    Dr. sc. Jelena Godrijan, Research Associate (substitute)  

Theses accepted: 08. 01. 2021. 



  

  



1 

 

SADRŽAJ 

 

POPIS PUBLIKACIJA ............................................................................................................................................ 3 

PROŠIRENI SAŽETAK........................................................................................................................................... 5 

THESIS SUMMARY.............................................................................................................................................. 9 

1 UVOD....................................................................................................................................................... 13 

1.1 ORGANSKA TVAR U VODENOM OKOLIŠU ..................................................................................................... 13 
1.2 BIOGEOKEMIJA LIPIDA ........................................................................................................................... 14 
1.3 BIOLOGIJA FITOPLANKTONA .................................................................................................................... 17 
1.4 PODRUČJA ISTRAŽIVANJA ........................................................................................................................ 19 
1.5 OKOLIŠNI UTJECAJI NA BIOGEOKEMIJU LIPIDA .............................................................................................. 23 

2 CILJ I HIPOTEZE RADA .............................................................................................................................. 29 

3 PUBLIKACIJE NA KOJIMA SE TEMELJI DOKTORSKI RAD ........................................................................... 31 

3.1 PUBLIKACIJA I ...................................................................................................................................... 33 
3.2 PUBLIKACIJA II ..................................................................................................................................... 45 
3.3 PUBLIKACIJA III .................................................................................................................................... 61 

4 RASPRAVA ............................................................................................................................................... 83 

4.1 PROMJENA TEMPERATURE ...................................................................................................................... 84 
4.2 PROMJENA DOSTUPNOSTI HRANJIVIH SOLI .................................................................................................. 86 
4.3 PROMJENA SALINITETA .......................................................................................................................... 88 
4.4 ZAJEDNIČKI UTJECAJ VIŠE ČIMBENIKA ......................................................................................................... 89 
4.5 DIJATOMEJE KAO MODELNI ORGANIZMI ..................................................................................................... 91 
4.6 DOPRINOS ISTRAŽIVANJA ........................................................................................................................ 91 

5 ZAKLJUČCI ................................................................................................................................................ 93 

6 POPIS LITERATURE ................................................................................................................................... 95 

7 ŽIVOTOPIS ............................................................................................................................................. 109 

8 PRILOZI .................................................................................................................................................. 111 

1. POPIS ZNANSTVENIH AKTIVNOSTI .................................................................................................................... II 
2. POPIS KORIŠTENIH KRATICA ......................................................................................................................... VI 
3. DODATNI MATERIJALI OBJAVLJENIH ČLANAKA..................................................................................................VIII 

 

 



 

 

 

 



3 

 

 

 

POPIS PUBLIKACIJA  

  

Znanstvene publikacije na kojima se temelji doktorski rad:  

I. Novak, T., Godrijan, J., Pfannkuchen Marić, D., Djakovac, T., Mlakar, M., 
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PROŠIRENI SAŽETAK 

Fitoplankton doprinosi gotovo polovici globalne primarne proizvodnje te pokreće 

biogeokemijske procese u moru (Field i sur., 1998). Rast fitoplanktona uvjetovan je 

dostupnošću hranjivih soli, svjetlom, temperaturom, salinitetom te brojnim drugim 

čimbenicima čije promjene mogu predstavljati stres tim jednostaničnim organizmima 

(Falkowski i Raven, 2007; Guschina i Harwood, 2006, Falkowski 1998). Svi ti čimbenici 

mogu doprinijeti promjenama na molekularnoj razini stanica fitoplanktona, uključujući 

promjene u koncentraciji i sastavu lipida. 

Ovaj doktorski rad predstavlja fundamentalna istraživanja biokemijskih procesa u 

moru posebice prilagodbama fitoplanktona na promjene u okolišu. Važan doprinos ovog 

istraživanja je u razumijevanju odgovora stanica fitoplanktona, posebice kroz promjenu 

sastava lipida, na različite nepovoljne okolišne pritiske. U ovom radu istraženi su utjecaj 

promjene temperature, nedostatak hranjivih soli fosfata i nitrata te promjene saliniteta na 

sastav i strukturu lipida dijatomeja. Ovo istraživanje ima originalni znanstveni doprinos u 

spoznajama o značajkama organske tvari u moru te kruženju ugljika. Po prvi puta su sustavno 

ispitane lipidne klase kao markeri stresa u laboratorijski uzgojenim kulturama dijatomeja te 

okolišnim uzorcima vode različitih trofičkih statusa. Za analizu uzoraka lipida primijenjena je 

metoda tankoslojne kromatografije unaprijeđena u Laboratoriju za biogeokemiju mora i 

atmosfere, te metoda masene spektrometrije unaprijeđena u Laboratorij za spektrometriju 

masa i funkcionalnu proteomiku, Instituta Ruđer Bošković.  

Ova disertacija se temelji na tri objavljene publikacije čiji su rezultati raspravljeni te su 

doneseni zajednički zaključci. Uz pretpostavku da se fitoplankton prilagođava stresnim 

uvjetima kako bi opstao, cilj istraživanja, bio je odrediti promjene na molekularnoj razini, a 

prvenstveno količine, sastava i struktura lipida određenih fitoplanktonskih vrsta i 

fitoplanktonskih zajednica, te su postavljene četiri hipoteze koje su potvrđene u objavljenim 

publikacijama. U sve tri publikacije rezultati su pokazali da prilikom promjena u okolišu te u 

laboratorijskim uvjetima dolazi do promjene u sintezi staničnih lipida (hipoteza 1). U 

publikaciji III korištena je metoda tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) 

gdje su se odredile promjene na razini masnih kiselina fosfolipida te je uočeno da promjene u 

okolišu posljedično uzrokuju promjene kod ispitivanih mikroorganizama i na molekularnom 

nivou (hipoteza 2). Rezultati dobiveni u publikacijama I i II, u kojima su provedeni 

eksperimenti uzgoja dijatomeja Chaetoceros pseudocurvisetus pri različitim uvjetima, 

potvrdili su da neki okolišni čimbenici imaju veći utjecaj na rast i razmnožavanje 
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fitoplanktona (hipoteza 3) te da dijatomeje mogu biti dobri modelni organizmi za ispitivanje 

utjecaja okolišnog stresa na fitoplankton (hipoteza 4). 

U prvoj publikaciji (I) istražena je proizvodnja otopljenih lipida, lipidnih klasa i 

otopljenog organskog ugljika in situ u sjevernom Jadranu, te u in vivo istraživanjima 

dijatomeje Chaetoceros pseudocurvisetus. Dijatomeje su izolirane iz sjevernog Jadrana, te 

uzgajane u temperaturnom rasponu 10 – 30 °C te pri različitim koncentracijama fosfata. 

Dobiveni rezultati uspoređeni su s rezultatima uzorkovanja dvije trofički različite postaje 

sjevernog Jadrana, u razdoblju od veljače do kolovoza 2010. godine s temperaturnim 

rasponom 9,3 – 31,1 °C. S povišenjem temperature u kulturama je došlo do povećanog 

nakupljanja lipida posebice na temperaturama 25 i 30 °C, kada je puno značajniji dio 

proizvodnje lipida bio usmjeren u stvaranje otopljene lipidne frakcije. Utjecaj temperature na 

pojačano otpuštanje otopljenih lipida veći je u uvjetima nedostatka fosfata, što dovodi do 

zaključka da bi oligotrofna područja mogla biti osjetljivija na promjene temperature. Za 

razliku od monokultura, rezultati dobiveni na uzorcima iz sjevernog Jadrana ukazuju da uz 

temperaturu i mnogi okolišni čimbenici utječu na distribuciju, sastav i kruženje primarno 

proizvedenih lipida. U drugoj publikaciji (II) istražena je proizvodnja lipida i lipidnih klasa na 

uzorcima sjevernog Jadrana i dijatomeje Chaetoceros pseudocurvisetus. Dijatomeje su 

uzgajanje u temperaturnom rasponu 10 – 30 °C i pri koncentracijama hranjivih soli koje su 

oponašale oligotrofne i eutrofne uvjete. Dobiveni rezultati uspoređeni su s rezultatima 

uzorkovanja dvije trofički različite postaje sjevernog Jadrana, u razdoblju od ožujka 2013. do 

ožujka 2014. godine s temperaturnim rasponom 10,6 – 24,7 °C. Uočeno je pojačano 

nakupljanje lipida po stanici pri povišenim temperaturama i u oligotrofnim uvjetima. 

Dostupnost hranjivih soli ima jači utjecaj na remodeliranje lipida od povišenja temperature. U 

uvjetima nedostatka fosfata zamijećena je promjena omjera fosfolipida i glikolipida, dok je u 

uvjetima nedostatka nitrata prisutno nakupljanje triglicerida. U trećoj publikaciji (III) istražen 

je okolišni utjecaj promjene saliniteta, temperature i različite koncentracije hranjivih soli na 

proizvodnju i molekularni sastav fosfolipida dvaju različitih estuarija. Istraživanja su 

provedena u tropskom, eutrofnom estuariju rijeke Wenchang u Kini u rujnu 2014. godine te 

umjerenom, mezotrofnom estuariju rijeke Krke u Hrvatskoj u svibnju 2015. godine. U skladu 

s većom brojnošću fitoplanktona, koncentracije fosfolipida bile su više u estuariju rijeke 

Wenchang nego u estuariju rijeke Krke. Strukture masnih kiselina fosfatidilglicerola, 

fosfatidilkolina i fosfatidilinozitola bile su slične u svim uzorcima, iz čega se može zaključiti 

da su to molekule od vitalne važnosti te ih stanica održava srazmjerno nepromijenjenima. 

Promjene su uočene kod masnih kiselina fosfatidiletanolamina, fosfatidne kiseline i 
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fosfatidilserina, ovisno o različitim uvjetima dostupnosti hranjivih soli i temperature u 

estuarijima, ali i prema gradijentu saliniteta. Masne kiseline s dužim lancima nađene su u 

slatkoj vodi i morskim postajama najvećeg saliniteta, dok su u pravilu masne kiseline kraćih 

lanaca nađene u estuarijskoj vodi. To ukazuje na sposobnost fitoplanktona da remodelira ove 

fosfolipide ovisno o okolišnim uvjetima i strukturi fitoplanktonske zajednice.  

Ovo istraživanje otvorilo je brojna pitanja i ideje za daljnji rad i projekte u području 

istraživanja lipida fitoplanktona. Važno je naglasiti kako bitan doprinos ovoga, a i istraživanja 

kao ovo je u razumijevanju trenutnih, ali i budućih biokemijskih procesa u moru. Korištenje 

lipida kao markera stresa omogućuje nam predviđanje odgovora fitoplanktona na promjene u 

okolišu. 
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THESIS SUMMARY 

Phytoplankton contributes to almost half of the world's primary production and is driving 

biogeochemical processes in the sea (Field et al., 1998). Phytoplankton growth is influenced 

by the availability of nutrients, light, temperature, salinity, and numerous other factors whose 

changes can induce stress in these unicellular organisms (Falkowski and Raven, 2007; 

Guschina and Harwood, 2006; Falkowski 1998). All of these factors can contribute to the 

molecular changes in phytoplankton cells, including changes in lipids.  

This doctoral thesis presents fundamental research on biochemical processes in the sea, 

particulary on adaptation of phytoplanton to environmental changes. An important 

contribution of this research is in understanding the response of phytoplankton cells, 

especially in terms of lipid composition, to various unfavorable environmental pressures. The 

effects of temperature change, phosphate and nitrate deficiency, and salinity changes were 

examined on lipid composition and structure in diatoms. This research also contributes to the 

understanding of the characteristics of the organic matter in the sea and the carbon cycle. For 

the first time, lipid classes as stress markers were systematically examined in both laboratory-

grown diatom cultures and environmental water samples of different trophic statuses. For the 

analysis of lipid samples, thin layer chromatography improved in the Laboratory for Marine 

and Atmospheric Biogeochemistry, and mass spectrometry improved in the Laboratory for 

Mass Spectrometry and Functional Proteomics, Ruđer Bošković Institute, was applied. 

The doctoral thesis is based on three published publications, which were discussed, and 

joint conclusions were reached. With the assumption that phytoplankton adapts to stress 

conditions in order to survive, the aim of the study was to determine changes at the molecular 

level, and in particular the amount, composition and structure of lipids of lipids of specific 

phytoplankton as well as the whole community. Four hypotheses have been set and 

confirmed in published publications. In all three publications, results showed that changes in 

cellular lipid synthesis occur during changes in conditions, be it in the environment or in 

laboratory (hypothesis 1). In the publication III, the HPLC method was used to determine 

changes in the fatty acid composition and it was observed that environmental changes 

consequently cause changes at the molecular level of tested microorganisms (hypothesis 2). 

The results obtained in publications I and II, where experiments were conducted on the 

cultivated diatom Chaetoceros pseudocurvisetus, confirmed that some environmental 

parameters have a greater impact on the growth and reproduction of phytoplankton 

(hypothesis 3) and that diatoms represent a good model organism for giving insight into the 

effects of environmental stress on phytoplankton (hypothesis 4). 
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The first publication (I) investigated the production of dissolved lipids, lipid classes and 

dissolved organic carbon in the in situ samples of the northern Adriatic and in vivo 

experiments of diatom Chaetoceros pseudocurvisetus. Diatoms were isolated from northern 

Adriatic and grown at a temperature range of 10 – 30 °C and with contrasting phosphate 

concentration. The obtained results were compared with the results obtained at two stations of 

the northern Adriatic characterized with different P availability, occupied the period from 

February to August 2010 with a temperature range of 9.3  ̶  31.1°C. In cultures, an increased 

accumulation of lipids was observed with increasing temperature, especially at temperatures 

of 25°C and 30°C, at which a significant part of lipid production was directed toward the 

dissolved phase. The effect of temperature on the enhanced release of dissolved lipids is 

greater under phosphorus-limiting conditions indicating that oligotrophic regions might be 

more vulnerable to temperature rise. If compared to monocultures, results from the northern 

Adriatic revealed that in addition to temperature, there are many other environmental factors 

that affect the distribution, composition and circulation of primarily produced lipids. The 

second publication (II) investigated the production of lipids and lipid classes on samples of 

the northern Adriatic and diatom Chaetoceros pseudocurvisetus. Diatoms were grown at a 

temperature range of 10  ̶  30 °C and at nutrient concentrations that mimicked oligotrophic 

and eutrophic conditions. The obtained results were compared with the samplings of two 

trophically different stations in the northern Adriatic, in the period from March 2013 to 

March 2014 with a temperature range of 10.6  ̶  24.7°C. Increased lipid accumulation per cell 

was observed at elevated temperatures and under oligotrophic conditions. Lipid remodeling 

was more affected by nutrient availability than by temperature increase. Remodeling of lipids 

occured as a change in the ratio of phospholipids and glycolipids in response to phosphate 

deficiency and the accumulation of triglycerides in response to nitrogen deficiency. The third 

publication (III) investigated the environmental impact on the production and molecular 

composition of phospholipids in two different estuaries. The research was conducted in the 

subtropical, eutrophic Whengchang River estuary in China in September 2014., and the 

moderate pristine, mesotrophic Krka River estuary in Croatia in May 2015. Consistent with 

the higher abundance of phytoplankton, phospholipid concentrations were higher in the 

Wengchang River estuary than in the Krka River estuary. In all samples, the fatty acid 

structures of phosphatidylglycerol, phosphatidylcholine and phosphatidylinositol were 

similar, indicating that these are molecules of vital importance, therefore cells kept them 

relatively unchanged. Changes were observed in the fatty acids phosphatidylethanolamine, 

phosphatidic acid and phosphatidylserine, depending on different conditions, but also on the 
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salinity gradient. Long-chain fatty acids were found in freshwater and marine stations of the 

highest salinity, while short-chain fatty acids were found in estuarine waters. This indicated 

the ability of phytoplankton to remodel these phospholipids depending on environmental 

conditions and the structure of the phytoplankton community. 

This research opened a number of questions and ideas for further work and projects in 

the field of phytoplankton lipid research. It is necessary to emphasize an important 

contribution of this, and research like this, in understanding current and future biochemical 

processes in the sea. Using lipids as a stress marker allows us to predict phytoplankton 

responses to environmental changes.  
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1 UVOD 

1.1 Organska tvar u vodenom okolišu  

Organska tvar u vodenom okolišu smjesa je različitih spojeva koji se međusobno razlikuju po 

podrijetlu, sastavu te fizičko-kemijskim svojstvima. Organske molekule su sve molekule koje 

sadrže ugljik, isključivši okside (CO, CO2, HCO3
-
, H2CO3, CO3

2-
), elementarne oblike ugljika 

te minerale. Prema podrijetlu organsku tvar u vodenim sustavima dijelimo na autohtonu, 

nastala unutar samog sustava, te alohtonu, u sustav unesenu vanjskim izvorima. Najveći dio 

organske tvari u moru (40 – 50 Pg C) godišnje nastao je autohtono i to primarnom i 

sekundarnom proizvodnjom dok je manji dio bakterijskom razgradnjom, autolizom mrtvih 

organizama, alohtonim unosom rijekama (godišnje oko 0,4 Pg C), otpadnim vodama ili iz 

atmosfere (Lee i sur., 1988; Libes, 2009). Organska tvar u moru predstavlja kontinuum u 

veličinskoj raspodjeli od malih molekula do 30 m velikih kitova. Kako bi ih metodološki 

lakše odredili organsku tvar u moru dijelimo na otopljenu (DOM, engl. dissolved organic 

matter) i čestičnu (POM, engl. particulate organic matter) organsku tvar. Sve što zaostaje na 

filtrima 0,22 – 1 µm definira se kao čestična organska tvar, a najčešće korišteni su filtri sa 

staklenim vlaknima (GF/F) veličine pora 0,7 µm (Hansell i Carlson, 2002). Funkcionalno je 

ova podjela bitna s obzirom da su čestice manje od 1 µm uglavnom lebdeće. Treba uzeti u 

obzir da najveći dio organske tvari u moru pripada otopljenoj frakciji (~ 89 %), dok ostatak 

dijelimo na detritus kao neživu (~ 9 %) te organizme kao živu (~ 2 %) partikularnu frakciju 

(Duursma i Dawson, 1981).  

Otopljena organska tvar (DOM) sadrži najveće zalihe reaktivnog ugljika na Zemlji, 

kao i velike količine dušika i fosfora. Ona utječe na koncentraciju atmosferskog CO2, hrana je 

heterotrofnim bakterijama, potiče fotokemijske reakcije, doprinosi uklanjanju hranjivih soli iz 

površine prianjanjem na veće čestice i kompleksira s metalima. Koncentracije otopljenog 

organskog ugljika (DOC, engl. dissolved organic carbon) u moru su reda 10 µmol, nekoliko 

µmol za otopljeni organski dušik (DON, engl. dissolved organic nitrogen) i reda desetine 

µmol za otopljeni organski fosfat (DOP, engl. dissolved organic phosphate). S obzirom da je 

najveći udio otopljenog ugljika, često se DOC koristi kao mjera za DOM. Najveće 

koncentracije DOM-a su u površinskom sloju mora s obzirom da se tamo odvija najveća 

sinteza organskih molekula. Niz termoklinu koncentracije DOM-a eksponencijalno opadaju. 

U pravilu, koncentracije DOC-a su puno veće od POC-a, posebice u dubokom moru. Manje 

od 10 % DOM-a je strukturno definirano, i to su uglavnom ugljikohidrati, a neki od sastojaka 

su izrazito hlapljivi kao npr. dimetil-sulfid i imaju važnu ulogu u kontroli klime (Libes, 2009). 
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Udio lipida u DOC-u u morskim i estuarijskim uzorcima uglavnom su male (0,8 – 4,5 %) 

(Mannino i Harvey, 1999; Marić i sur., 2013; Myklestad, 2000). Otopljeni lipidi predstavljaju 

svježi materijal nastao primarnom proizvodnjom i/ili odmah nakon stanične smrti (Hansell i 

Carlson, 2002).  

Od tri kategorije molekula koje čine glavninu organske tvari: lipidi, proteini i 

ugljikohidrati, lipidi su najmanje istraženi, iako imaju važnu ulogu u brojnim biološkim 

procesima (Arts i sur., 2009). Dosta dugo se smatralo da imaju ulogu samo kao energetske 

rezerve i u strukturi stanica, no njihova uloga je višestruka. Kao prvo, bitni su za funkciju 

membrana i komunikaciju stanice s okolinom. Uz direktnu biološku važnost u samim 

stanicama imaju važnu ulogu u kruženju elemenata. Tako u ukupnom kruženju ugljika u moru 

sudjeluju s 15 – 25 %, a kao konzumenti PO4 s 18 – 28 % (Hunter, 2015). Uočeno je da mogu 

imati i direktan utjecaj na Redfieldov omjer jer u uvjetima nedostatka fosfata u okolišu stanice 

fitoplanktona zamjenjuju fosfolipide sa sulfolipidima (Van Mooy i sur., 2009).  

 

1.2 Biogeokemija lipida  

Lipidi su biološki vrlo važne molekule bogate ugljikom koje sudjeluju u izgradnji i 

funkcioniranju stanica, a unutar molekule mogu sadržavati bitne elemente uključujući fosfor, 

sumpor i dušik. Različite molekule lipida nemaju jednaka strukturna i kemijska svojstva, ali 

se svrstavaju u istu skupinu na temelju jednake metode izolacije. Karakterizira ih fizičko 

svojstvo veće topljivosti u nepolarnim i slabo polarnim otapalima kao što su heksan, 

diklormetan te dietileter (Carey, 2003; Libes, 2009). Njihova karakteristika je da nisu direktno 

kodirani u genomu. Karakteristike kao lateralna organizacija, zakrivljenost, struktura 

membrana posljedica su prirode samoformirajuće membrane i ovise o zakonima fizike, 

termodinamike i termomehanike. Lipidi ne stvaraju polimere s kovalentnim vezama nego 

makroagregate kao npr. dvostruku membranu te se kao takvi mogu opisati kao savršeni balans 

reda i nereda (Hunter, 2015).  

S obzirom na polarnost dijelimo ih u dvije skupine: (i) nepolarni lipidi - ugljikovodici, 

digliceridi, trigliceridi, steroli, slobodne masne kiseline, voskovi i masni alkoholi te (ii) 

polarni lipidi- fosfolipidi, pigmenti, monoacilgliceridi, glikolipidi i betain lipidi (Arts i sur., 

2009) (Slika 1). Nepolarni lipidi uglavnom imaju ulogu u skladištenju energije (trigliceridi i 

voskovi), ali su i prekursori drugim molekulama (esteri) ili jednostavno raspadni produkti 

ostalih lipida (slobodne masne kiseline, masni alkoholi). Polarni lipidi imaju važnu ulogu u 

izgradnji staničnih membrana, posebice fosfolipidi koji grade fosfolipidni dvosloj koji čini 
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staničnu membranu. Neki polarni lipidi uz to imaju senzorsku ulogu (npr. inozitol lipidi i 

sfingolipidi) te su glavni intermedijeri u staničnom signalizacijskom putu, a time imaju važnu 

ulogu u reakciji stanica na okolišni stres (Arts i sur., 2009).
  
 

Biogeni ugljikovodici pojavljuju se u svim morskim organizmima i zauzimaju udio od 

oko 1 % ukupnih lipida organizama. Uglavnom se spominju kao indikatori zagađenja 

(Parrish, 1988). Masne kiseline glavni su konstituent većine morskih lipida i važan izvor 

energije za morske organizme. U sastavu morskih lipida dominiraju palmitinska kiselina (n-

C16:0) te višestruko nezasićene masne kiseline, poglavito -3 masne kiseline n-C20:5 i n-

C22:6 (Parrish, 1988). Trigliceridi, poznatiji kao masti i ulja su triesteri glicerola i masnih 

kiselina (Pine, 1994). Masne kiseline od kojih se sastoje trigliceridi fitoplanktona gotovo 

uvijek imaju paran broj ugljikovih atoma (n-C6:22), što je povezano s njihovom sintezom 

(Pine, 1994). U mnogim algama nepolarni trigliceridi čine značajan udio lipida te su veoma 

važan izvor energije za stanice (Parrish i Wangersky, 1991). Neki detektirani lipidi se 

pojavljuju u moru kao razgradni produkti drugih lipida. Tako digliceridi nastaju razgradnjom 

glicerida. Do stvaranja alkohola dolazi biološkom razgradnjom, hidrolizom voskova te 

klorofila a i b.   

Glikolipidi zajedno s fosfolipidima glavni su konstituenti bioloških membrana. 

Glikolipidi najčešće sadrže jednu ili dvije molekule galaktoze povezane na sn-3 poziciju 

glicerola (Guschinia i Harwood, 2009). Glavni glikolipidi algi su monogalaktozildiglicerol 

(MGDG) i digalaktozildiglicerol (DGDG) te zauzimaju postotak od 40 ̶ 55% i 15 ̶ 35% 

ukupnih tilakoidnih lipida (Guschinia i Harwood, 2009). Također u značajnim količinama u 

tilakoidnim membranama eukariotskih algi zabilježen je lipid sulfokvinovosildiacilglicerol 

(SQDG). (Harwood, 1998).   

Fosfolipidi su lipidi koji sadrže fosfatnu estersku skupinu. Građu fosfolipida čine 

alkohol glicerol ili sfingozin na koje se vežu masne kiseline i fosforilirani alkohol. 

Najjednostavniji fosfolipid naziva se fosfatidatom (diacilglicerol 3-fosfat) i nastaje 

esterifikacijom hidroksilnih skupina C1 i C2 masnim kiselinama, te atoma C3 fosfornom 

kiselinom. Do stvaranja fosfolipida dolazi stvaranjem esterske veze između hidroksilne 

skupine alkohola i fosfatne skupine fosfatidata (Pine, 1994). Glavni fosfolipidi u većini 

eukariotskih algi su fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin (PE) te fosfatidilglicerol (PG). 

PC i PE su najzastupljeniji membranski lipidi i čine ~ 68  ̶  80% ukupnih fosfolipida (van 

Meer i sur., 2008). Osim njih u dostatnim količinama nalaze se i fosfatidilserin (PS), 

fosfatidilinozitol (PI) te difosfatidilglicerol (DPG) (Guschina i Harwood, 2006). Međusobno 
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se razlikuju po alkoholu vezanom za fosfatidat. Fosfolipide nalazimo u vanjskoj membrani 

kloroplasta, osim PG koji se u značajnim količinama nalazi u tilakoidnim membranama 

(Guschina i Harwood, 2006), gdje sudjeluju u fotosintetskom transportu elektrona (Wada i 

Murata, 2007).  

 

 

Slika 1. Polarne i nepolarne klase lipida detektirane tankoslojnom kromatografijom. 
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U vrlo niskim koncentracijama lipidi su rasprostranjeni u svim morima i oceanima 

(Arts i sur., 2009), gdje se pojavljuju u otopljenoj i partikularnoj fazi (Parrish, 1988). Dobri su 

pokazatelji promjena organske tvari u vodenom okolišu, izvora, proizvodnje, karakterizacije, 

kruženja i raznolikosti. Karakterizacija lipida na molekularnoj razini koristi se kao pokazatelj 

izvora i prilagodbe fitoplanktona na okolišni stres (Arts i sur., 2009), podrijetla i procesa 

organske tvari (Mansour i sur., 1999), virusne infekcije fitoplanktona (Fulton i sur., 2014) i 

dr.  

  

1.3 Biologija fitoplanktona 

Fitoplankton je heterogena skupina jednostaničnih autotrofnih (miksotrofnih) organizama 

koji lebde u vodenom stupcu. S obzirom da govorimo o planktonu radi se o organizmima koji 

se kreću vodenim strujanjima pasivno i tonjenjem. Neki predstavnici imaju bičeve koji im 

omogućuju pasivno pokretanje unutar vodenog stupca. Dostupnost svjetla ograničavajući je 

faktor za život fitoplanktona te je njihov rast isključivo vezan za fotičku zonu. Većina 

fitplanktonskih stanica je gušća od vode te time imaju tendenciju tonjenja. Neke stanice imaju 

prilagodbe za usporavanje tonjenja kako bi povećale količinu vremena u fotičkoj zoni i 

omogućile daljnji rast i razmnožavanje. 

 Determinacijska svojstva pojedinih vrsta temeljena su na veličini, pigmentima i 

morfologiji. Najčešća podjela je u tri frakcije temeljene na veličini stanica: 1) mikroplankton 

(20 – 200 µm), 2) nanoplankton (2 – 20 µm) i 3) pikoplankton (0,2 – 2 µm) (Sieburth i sur., 

1978). Novija podjela bazirana na analizi tibosomske DNA (rDNA) dijeli ih u četiri frakcije: 

pikonanoplankton (0,8  ̶ 5 µm), nanoplankton (5  ̶  20 µm), mikroplankton (20  ̶  180 µm) i 

mezoplankton (180 ̶ 2000 µm) (de Vargas i sur., 2015). Ti sitni mikroorganizmi imaju veoma 

važnu ulogu u biosferi s obzirom da su glavni oceanski primarni proizvođači koji procesom 

fotosinteze uklanjaju CO2 iz okoliša i proizvode kisik. Ukupna globalna neto primarna 

proizvodnja procijenjena je na 104,9 Pg ugljika godišnje, sa sličnim udjelom kopnene od 56,4 

Pg ugljika (53,8 %) i oceanske od 48,5 Pg ugljika (46,2 %) komponente (Field i sur., 1998). 

Iako su odgovorni za gotovo pola svjetske primarne proizvodnje, oni čine tek 0,2 % biomase 

svih primarnih proizvođača (Field i sur., 1998). Taj nerazmjer između neto primarne 

proizvodnje i biomase posljedica je višestruko brže pretvorbe organske tvari u oceanima (u 

prosjeku 2 – 6 dana) nego na kopnu (prosjek 19 godina) (Falkowski i Raven, 2007; Field i 

sur., 1998). Sve više istraživanja se provodi koristeći fitoplankton kao modelni organizam, a 

uz to sve je više istraživanja novih vrsta fitoplanktona i njihovih zanimljivih značajki.  
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Zbog primarne proizvodnje fitoplankton ima značajnu ulogu u biološkoj pumpi. 

Biološka pumpa je kolektivni naziv za proces kruženja ugljika, iz atmosfere preko površine 

mora do konačnog tonjenja organske tvari. Proces započinje pretvaranjem anorganskog 

ugljika u organsku tvar fotosintezom, zatim djelomičnu razgradnju mikroorganizmima gdje 

ponovno postaje dostupan otopljeni ugljik. Organske čestice tonu, kada potonu ispod 

termokline u oceanima, ugljik iz te organske tvari nedostupan je za interakciju s atmosferom 

na nekoliko tisuća godina. Organske čestice koje potonu u sediment uklonjene su od 

interakcije s atmosferom na puno dulji period. U biološkoj pumpi vrlo su uspješne dijatomeje 

i kokolitoforidi s obzirom da stvaraju krutu čestičnu organsku tvar koja lakše tone te se 

uspješnije uklanja iz površine mora (Libes, 2009).  

Dijatomeje su najzastupljenija i ekološki najuspješnija mikrofitoplanktonska skupina 

(Malviya i sur., 2016). Ti organizmi imaju veoma važnu ulogu u proizvodnji organske tvari i 

kruženju ugljika i silicija u morskim ekosustavima (Obata i sur., 2013), procjenjuje se da su 

odgovorne za 27 % globalne primarne proizvodnje (Malviya i sur., 2016). Do sada je 

zabilježeno preko 8000 vrsta u slatkim i morskim vodama, a procjena je da ima još 20 – 200 

tisuća neistraženih vrsta (Appeltans i sur., 2012; Guiry, 2012).   

Dijatomeje se pojavljuju u kolonijama ili kao zasebne stanice. Glavno obilježje im je 

kućica sagrađena od silicija u obliku petrijeve posudice, gdje gornja valva (epiteka) prelazi 

preko donje valve (hipoteke). Stanice se razmnožavaju spolno i nespolno. Pri nespolnom 

razmnožavanju dolazi do mitoze prilikom koje od epiteke i hipoteke nastaju stanice kćeri. 

Stanica kćer nastala iz epiteke jednake je veličine kao stanica majka, no stanica nastala iz 

hipoteke ima manji volumen. Time se progresivno smanjuje veličina stanica populacije te u 

trenutku kad populacija dosegne kritičnu veličinu, stanice prelaze u sporu iz koje se 

obnavljaja početna veličina stanica. 

Konzumacijom dostupnih hranjivih soli u vodenom okolišu te fiksacijom CO2 

dijatomeje sintetiziraju ugljikohidrate, proteine i lipide (Zulu i sur., 2018). Lipidi su glavni 

konstituenti stanica dijatomeja, a prosječni udio lipida u stanici može doseći i 25% suhe tvari 

(Levitan i sur., 2014), a njihova proizvodnja varira ovisno o uvjetima rasta. Glavne 

komponente rezervnih lipida su trigliceridi (TG) i slobodne masne kiseline (FFA, engl. free 

fatty acids), koji uobičajeno čine 15 – 25% biomase stanica (Mangas-Sánchez i Adlercreutz, 

2015). Rezultati ukazuju da dijatomeje imaju najveću sposobnost nakupljanja lipida u 

usporedbi s drugim klasama fitoplanktona (Hildebrand i sur., 2012). Za potrebe 

eksperimenata ovog doktorskog rada, izolirana je i uzgajana morska dijatomeja Chaetoceros 

pseudocurvisetus Mangin 1910. Genetski materijal kulture pohranjen je u GenBank pod 
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brojem MG385841 (18S DNA) i MG385842 (28S DNA). U morima i oceanima jedna od 

najbrojnijih porodica dijatomeja je Chaetoceros (Malviya i sur., 2016), a u sjevernom Jadranu 

česti predstavnik porodice je vrsta Chaetoceros pseudocurvisetus (slika 2) te je kao takva 

izabrana kao dobra predstavnica sustava. 

 

Slika 2 Prikaz različitih veličina stanica dijatomeje Chaetoceros pseudocurvisetus. 

 

1.4 Područja istraživanja 

Sjeverni Jadran najplići je dio Jadranskog mora s prosjekom dubine oko 30 m. Na temelju 

batimetrije i oceanografskih karakteristika Jadran se uz sjeverni dijeli još i na srednji i 

najdublji južni Jadran (Gačić i sur., 1999; Orlić i sur., 1992) Jadransko more dio je 

Mediterana te se proteže između Apeninskog i Balkanskog poluotoka. Duljine je otprilike 800 

km, a širine u prosjeku 180 km (Russo i Artegiani, 1996). Klima je umjerenog tipa s 

temperaturom gotovo uvijek iznad 10 °C.   

Trofički sastav sjevernog Jadrana pod utjecajem je atmosferskih čimbenika vjetra i 

temperature, te ponajviše slatkovodnim priljevom hranjivih soli iz bogate rijeke Po i obližnjih 

rijeka. To je jedno od najproduktivnijih područja Mediterana, na svim trofičkim razinama, od 

fitoplanktona do riba (Fonda i sur., 2005). Hranjivim tvarima bogate vode rijeka uvelike 

utječu na njegovu primarnu proizvodnju te stvaraju gradijent hranjivih soli koji se proteže od 

zapada prema istoku (Djakovac i sur., 2012). Sve fitoplanktonske vrste pokazuju jaki pad u 

biomasi niz gradijent zapad - istok, ali obrnuti gradijent uočen je za bioraznolikost jer manje 

hranjivih soli dovodi do veće bioraznolikosti (Fonda i sur., 2005). Cijelim Jadranom 

nanoplankton dominira nad mikroplanktonom i u gustoći i u brojnosti vrsta s većom 

zamjećenom abundancijom u sjeverenom djelu te uz obalu (Revelante i Gilmartin, 1976; 

Fonda Umani i sur., 2005). Viličić i sur. (2009) su u sjevernom Jadranu zabilježili 215 vrsta 

uključujući 16 kokolitoforida, 102 dijatomeje, 89 dinoflagelata, 2 silikoflagelata, 1 

euglenoficeju i 1 krizoficeju. Dominantni zabilježeni fitoplankton bili su Cerataulina 

pelagica, Chaetoceros socialis, Chaetoceros vixvisibilis te Pseudo-nitzschia s gustoćom do 

10
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. U istraživanju sjevernog Jadrana uz obalu Istre zabilježena su 202 taksona 
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fitoplanktona, od kojih 107 do razine vrste. Najzastupljeniji zabilježeni rod dijatomeja bio je 

Chaetoceros (27 vrsta), te među dinoflagelatima rod Ceratium (18 vrsta) (Godrijan i sur., 

2013.).  

Značajno obilježje Jadrana su dvije površinske morske struje, istočna EAC (engl. 

Eastern Adriatic Current) koja donosi hladnu i vodu većeg saliniteta iz Jonskog mora u 

srednji i sjeverni Jadran, te zapadna WAC (engl. Western Adriatic Current) koja slatku vodu 

nosi uz zapadnu obalu u južni dio Jadrana (Orlić i sur., 1992b; Poulain, 2001; Zore-Armada, 

1969). U centralnom i istočnom dijelu sjevernog Jadrana se u toplijim mjesecima stvaraju 

anticiklonalni vrtlozi koji u ljeto stvaraju jaku jugo-istočnu struju nazvanu Istarska obalna 

protustruja (ICCC, engl. Istrian Coastal Countercurrent,) (Supic i sur., 2003). Za posljedicu 

ova struja ima smanjenje saliniteta te povećanje koncentracija hranjivih soli i primarne 

proizvodnje (Djakovac i sur., 2012). Sjeverni Jadran trenutno je pod značajnim antropogenim 

utjecajem, uključujući unos hranjivih soli, urbanizacija obale, ribarstvo, turizam, itd. Do sada 

je u sjevernom Jadranu zamijećen pretjerani izlov (Fortibuoni i sur., 2010), eutrofija 80-ih 

godina prošlog stoljeća (Lotze i sur., 2011) te u zadnje vrijeme oligotrofija (Mozetič i sur., 

2010) Zbog svojih je karakteristika vrlo istraživano područje te su kroz dosadašnja 

istraživanja i uspostavljene stalne istraživačke postaje (Slika 3). U razdoblju od 1972.do 2009. 

godine došlo je do značajnih promjena u stupnju trofičnosti sjevernog Jadrana što je utjecalo 

na sezonalnost i brojnost fitoplanktona. U usporedbi s prvim periodom (1972. ̶ 2000.) u 

drugom periodu (2000. ̶ 2009.) zamijećena je značajno manja brojnost fitoplanktona. U 

drugom periodu, na postaji SJ107 zamijećen je i pomak cvata na veljaču (najveći zabilježeni 

cvat bio je u veljači 2004. godine), a na postaji RV001 došlo je do općenitog smanjenja 

gustoće fitoplanktona tako da nije ni zamijećen proljetni cvat, jedino je povećana gustoća u 

srpnju i listopadu (Marić i sur., 2012.). 
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Slika 3. Prikaz sjevernog Jadrana s označenim morskim strujama i stalnim postajama. Prema Novak i 

sur., 2018.  

Estuarij rijeke Krke (KRE) formiran je 49 km dugačkom rijekom Krkom u Jadransko more 

(Slika 4a). Dugačak je otprilike 25 km, uglavnom uzak s dva proširenja: Prokljanskim 

jezerom i Šibenskim zaljevom. Pod slabim je utjecajem plime i oseke, ali uz značajan donos 

slatke vode rijekom Krkom te je zbog toga visoko stratificiran. Sloj slatke i morske vode dijeli 

oštra haloklina (Žutić i Legović, 1987). Zbog veće koncentracije slatkovodnog fitoplanktona 

pristiglog iz jezera Visovac koncentracije klorofila a su znatno veće iznad nego ispod 

halokline (Viličić, i sur., 1989). Najveće koncentracije nanofitoplanktona su izmjerene u 

haloklini, gdje velike koncentracije hranjivih soli omogućavaju akumulaciju fitoplanktona 

(Cetinić i sur., 2006). Haloklina predstavlja barijeru za slatkovodni fitoplankton te tu često 

dolazi do njihovog raspada. Na području halokline izmjerena je povećana koncentracija 

feofitina, raspadnog produkta klorofila a (Žutić i Legović, 1987) te partikularne organske 

tvari (Cauwet, 1991). Donos materijala je vrlo slab te je estuarij vrlo bistar s eufotičkom 
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zonom 6 – 20 m. U usporedbi s drugim stratificiranim estuarijima koncentracija hranjivih soli 

je mala, no ipak puno veća nego u obalnim djelovima istočnog Jadranskog mora te se može 

smatrati eutrofnim područjem (Viličić, i sur., 1989). Koncentracije ortosilikata i nitrata 

smanjuju se nizvodno, dok je veća koncentracija ortofosfata i ukupnog fosfora u Šibenskom 

zaljevu zbog većeg antropogenog utjecaja (Legovic i sur., 1994). Od izmjerenih suspendiranih 

čestica 80 % zauzima fitoplankton s najvećim udjelom pikoplanktona manjeg od 1 µm koji 

uključuje cijanobakterije (0.6–0.8 µm) te male zelene alge (Moreira-Turcq i sur., 1993).  

Estuarij rijeke Wenchang čini završetak rijeke Wenchang zajedno s lagunom. 

Veličine je približno 40 km
2
 smještenim na koordinatama 19°36′ N, 110°49′ E na otoku 

Hainanu (Slika 4b). Hainan je najveći otok u Južnom kineskom moru. Rijeka Wenchang 

locirana je na istočnoj obali otoka te prolazi kroz Wenchang, glavni grad otoka prije nego što 

ulazi u lagunu sa sjeverno zapadne strane. Rijeka je glavni donositelj slatke vode te sedimenta 

i netretirane urbane otpadne vode u lagunu. Prosječna dubina estuarija je 3 m te završava 

uskim kanalom prosječne dubine 10 m. Estuarij je pod utjecajem poludnevnih izmjena plime i 

oseke koji dovode do dvosmjernog strujanja vode: uzvodno za vrijeme plime i nizvodno za 

vrijeme oseke. Do 1960 godine većina estuarija bila je prekrivena šumom mangrova koji su 

imali važnu ekološku funkciju u sedimentaciji i filtraciji donesene vode. Od tada dolazi do 

intenziviranja akvakulture koja sada zauzima otprilike 35% estuarija. Sada je to izrazito 

eutrofno područje zagađeno pretjeranom akvakulturom iz koje ulazi netretirani otpad koji 

uključuje ostatke hranjenja i feces uzgajanih životinja. U vanjskoj zoni estuarija, morskom 

djelu zabilježeni su obalni koraljni grebeni i polja morskih cvjetnica. (Herbeck i sur., 2011; 

Krumme i sur., 2012)  
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Slika 4. Estuarij rijeke Krke (a) i rijeke Wenchang (b) s istraživanim postajama. Prema Novak i sur., 

članak u procesu objave  

 

1.5 Okolišni utjecaji na biogeokemiju lipida  

Preživljavanje fitoplanktona uvelike ovisi o okolišu u kojem se nalazi. Njihov rast i 

razmnožavanje pod utjecajem je raznih okolišnih faktora kao što su temperatura, svjetlost, 

salinitet, količina i sastav hranjivih soli te koncentracija CO2 (Guschina i Harwood, 2006; 

Palenik, 2015; Thompson, 1996; Yu i sur., 2014). Takve promjene posljedično utječu na 

molekularni sastav stanica fitoplanktona, te također i na kvalitetu i sastav lipida. Općenito je 

prihvaćeno da promjene najčešće dolaze na lipidnom dvosloju membrane kako bi se 

unutarstanične funkcije mogle neometano odvijati (Arts i sur., 2009). Posljednjih godina 

razvoj kromatografskih tehnologija u kombinaciji s masenom spektrometrijom dovelo je do 

otkrića novih 'neobičnih' klasa lipida i masnih kiselina i novih istraživanja o njihovim 

ulogama u funkcioniranju stanice fitoplanktona (Guschina i Harwood, 2006; Khotimchenko i 
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Vas’kovsky, 2004; Murakami i sur., 2018; Rontani i sur., 2004). U optimalnim uvjetima rasta 

fitoplankton proizvodi veliku količinu biomase, s malim udjelom lipida (Sharma i sur., 2012) 

(Slika 7).   

  

 

Slika 5. Proizvodnja lipida u stresnim uvjetima. Preuzeto i prerađeno od Sharma i sur. 2012.   

Temperatura je jedan od glavnih čimbenika koji utječe na rast fitoplanktona i 

proizvodnju lipida. Rast u nepovoljnim uvjetima utječe na kvalitetu fitoplanktonskih lipida te 

dolazi do nakupljanja neutralnih lipida (Sharma et al., 2012; Guschina i Harwood, 2006; 

Thompson, 1996). Uz nakupljanje najčešće zamijećena promjena u strukturi samih lipida je 

veća zastupljenost nezasićenih masnih kiselina prilikom smanjenja temperature (Sushchik i 

sur., 2003; Thompson, 1996). S obzirom na svoju stereokemiju, nezasićene masne kiseline s 

dvostrukim vezama ne mogu biti gusto pakirane kao zasićene čime se povećava fluidnost 

membrane. U kulturama uzgajanim u laboratoriju temperatura ima značajnu ulogu na rast 

stanica, a indirektno i na topljivost CO2 i O2 u uzgojnom mediju (Yu i sur., 2014). Ovisno o 

vrsti dijatomeje zamijećene su različite koncentracije lipida pri različitim temperaturama 

Primjeri različitih istraživanja na dijatomejama prikazani su u Tablici 1.  
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Tablica 1. Promjena u koncentraciji lipida kod različitih dijatomeja uzgajanih pri različitim temperaturama.  

 

 

Dostupnost hranjivih soli određuje rast fitoplanktona no njihove koncentracije 

uvelike variraju u različitim vodenim masama. Izvori hranjivih soli u moru su raznoliki te 

uključuju: donos s kopna rijekama, potocima i nanosima, vertikalnim miješanjem vodenog 

stupca, recikliranjem u površinskim slojevima hranjenjem većih organizama (˝sloppy 

feeding˝), remineralizacijom bakterijama, otpadnim materijalima životinja te taloženjem iz 

atmosfere. Hranjive soli su anorganski spojevi makro- i mikroelemenata. Makroelementi su 

potrebni fitoplanktonu u velikim količinama, to su ugljik, vodik, kisik, dušik, fosfor te silicij 

bitan za stvaranje ljušturica dijatomeja. Mikroelementi uključuju željezo, mangan, bakar, 

cink, molibden, sumpor, kalij, kalcij, magnezij i klor. Nedostatak bilo kojeg od tih elemenata 

predstavlja stres za fitoplankton, koji se očituje različitim prilagodbama na molekularnoj 

razini. S obzirom da je ograničenje hranjivim solima bitan stresni faktor, puno znanstvenih 

radova objavljeno je na temu utjecaja hranjivih soli na sastav lipida različitih vrsta (Tablica 

2). Dostupnost hranjivih soli je ograničavajući faktor u većini morskih sustava. Primjer je 

Artički ocean gdje tijekom zimskih mjeseci gotovo ne dolazi do fotosinteze iako zbog 

polarnog svjetla ima obilje svjetla. U tom je slučaju limitirajući faktor primarne produkcije 

nedostatak hranjivih soli u eufotičkoj zoni, kao rezultat intenzivne stratifikacije (Dunbar, 

1975). U pravilu je dotok hranjivih soli u potpunosti ovisan o nestabilnosti vodenog stupca, 

T uzgoja (°C) Dijatomeja Koncentracija lipida Literaturni navod 

[25] [27] [30] 

[33] [35] 
Chaetoceros sp. Najveći udio lipida pri 25°C (Renaud i sur., 2002) 

[20] [25] [30] 
Chaetoceros cf. wighamii 

 
Veća pri većim temperaturama 

(ovisi i o CO2) 

(Araújo i Garcia, 

2005) 

[10] [15] 

[20] [25] 

 

Chaetoceros calcitrans 
 
 

 

Varira, najveća pri 20 °C 

 (Thompson i sur., 

1992) 

Chaetoceros gracilis 

Chaetoceros simplex 

Najveća pri 10°C te opada s 

porastom temperature 

[10] [15] [20] 

[25] [30] [35] 

Nitzchia closterum Najveća pri 20 °C 
(Renaud i sur., 1995) 

Nitzchia palacea Najveća pri 10°C 

[10] [15] [20] 

[25] [30] 

Phaeodactilum tricornatum 
U oblik, najveća na 10 i 30 °C 

 

 
(Thompson i sur., 

1992) 

Thalassiosira pseudonana Varira, najveća na 25°C 
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osim u dijelovima s jakim donosom hranjivih soli s kopna, npr. utjecaj rijeke Po na sjeverni 

Jadran (Duursma i Dawson, 1981)  

Hranjive soli su bitan faktor za rast i razmnožavanje fitoplanktona te njihov nedostatak 

dovodi do stresnih uvjeta prilikom čega se smanjuje rast i stvaranje novih stanica. Kada se 

smanji proizvodnja biomase stanica više nema potrebe za stvaranjem novih membrana te se 

okreće nakupljanju proizvedenih masnih kiselina u trigliceride. Pri normalnim uvjetima ATP 

(adenozin trifosfat) i NADPH  proizvedeni fotosintezom se troše prilikom stvaranja biomase 

oslobađajući ADP (adenozin difodfat) i NADP
+
 koji se ponovno koriste kao receptori za 

fotosintezu. Kada je smanjena koncentracija hranjivih soli i proizvodnja biomase može doći 

do nedostatka NADP
+ 

što predstavlja problem stanici s obzirom da je fotosinteza ovisna o 

svjetlu i ne može se isključiti. Prilikom sinteze masnih kiselina, koje se akumuliraju u već 

spomenute trigliceride, koristi se NADPH te se time obnavlja koncentracija NADP
+ 

(Hu i sur., 

2008; Sharma i sur., 2012).   

Tablica 2. Proizvodnja lipida kod dijatomeja pri različitim limitacijama hranjivim solima 

 

 

Limitirajuća 
hranjiva sol Dijatomeja Promjena lipida Literaturni navod 

Dušik (N) 

Chaetoceros 

muellerei 
Pet puta veća koncentracija lipida (McGinnis i sur., 1997) 

Phaeodactilum 

tricornutum 

Povećana koncentracija lipida 

(uglavnom TG) 
(Burrows i sur., 2012; 

Yodsuwan i sur., 2017) 

Smanjena koncentracija nezasićenih 

masnih kiselina 
(Breuer i sur., 2012) 

Akumulacija skladišnih lipida (Larson i Rees, 1996) 

Thalasiosira 

pseudonana 
Porast u ukupnoj koncentraciji 

masnih kiselina 
(Jiang i sur., 2014) 

Silicij (Si) Chaetoceros gracilis 50% porast ukupnih lipida (Adams i Bugbee, 2014) 

Fosfor (P) 

 

Chaetoceros affinis 
Zamjena fosfolipida (PG)  

sulfolipidima (SQDG) 
(Van Mooy i sur., 2009) 

Chaetoceros sp. Povećana koncentracija lipida s 

većim udjelom C16:0 i C:18:1 
Reitan i sur., 1994; 

Valenzuela i sur., 2013) 

Phaeodactilum 

tricornutum 
Dvostruko povećanje koncentracije 

masnih kiselina 
(Wurch i sur., 2011) 

Thalasiosira 

pseudonana 
Zamjena fosfolipida drugim lipidima 

(Hunter i sur., 2018; 

Martin i sur., 2011; 

Van Mooy i sur., 2009) 



27 

 

Dostupnost nitrata utječe na metabolizam fitoplanktona. Općenito se pokazao trend 

nakupljan ja lipida posebice triglicerida prilikom limitacije nitratima u različitim vrstama 

fitoplanktona (Sharma i sur., 2012; Thompson, 1996; Yeh i Chang, 2011). Limitaciju nitrata 

dijatomeje prevladavaju različitim prilagodbama; fiksacijom dušika pomoću simbioze s 

diazotrofnim cijanobakterijama (Poulton i sur., 2009), akumulacijom nitrata tijekom povoljnih 

uvjeta (Lomas i Glibert, 2000) te korištenjem organskog dušika (Morando i Capone, 2018). 

Fosfat je ključna hranjiva sol iako većinom nije limitirajući u oceanima, no sve je više 

zamijećena njegova limitacija u obalnom morskom pojasu (Hoppe, 2003). U uvjetima 

nedostatka fosfata stanice imaju razvijene različite mehanizme preživljavanja. Prilikom 

starvacije fosfatom dolazi do zamjene fosfolipida glikolipidima: SQDG (Martin i sur., 2011; 

Mooy i sur., 2006; Van Mooy i sur., 2009), betaine lipidima (Van Mooy i sur., 2009; Martin i 

sur., 2011) te DGDG (Hartel i sur., 2000). Važnu ulogu za uspješno korištenje fosfata iz 

otopljene organske tvari ima ekstracelularni enzim alkalna fosfataza (AP) (Hoppe, 2003), čija 

aktivnost je također abilježena u zajednici sjeverno jadranskog fitoplanktona (Ivančić i sur., 

2016, 2012).  

Promjene saliniteta okoliša utječu na fitoplankton na tri načina: i) osmotski stres s 

direktnim utjecajem na stanični vodeni potencijal, ii) ionski stres pod utjecajem unosa ili 

gubitka iona, te iii) promjene u staničnoj ionskoj ravnoteži zbog selektivne propusnosti 

membrane (Kirst, 1990).  

Promjene saliniteta u estuarijima su ogromne, od saliniteta 0 u riječnoj vodi do preko 

33 u morskoj vodi. Prilikom takve nagle i velike promjene stanica nastoji očuvati 

nepromijenjeni turgor. Takav stres ponajviše djeluje na propusnost i fluidnost membrane 

stvarajući osmotski stres, toksičnost pretjeranim unosom Na i Cl iona te ionski disbalans 

unutar stanice (Elkahoui i sur., 2004; Kirst, 1989). U regulaciji membranskih funkcija 

najznačajniju ulogu imaju lipidi promjenom sastava sterola i polarnih lipida uključujući 

fosfolipide i glikolipide (Chen i sur., 2008; Parida i Das, 2005). Kod dijatomeje Nitzschia 

laevis povećanje saliniteta izazvalo je smanjenje neutralnih lipida, uz povećanu proizvodnju 

fosfolipida, glikolipida i ukupnih sterola. Nezasićenje masnih kiselina svih lipida poraslo je 

pri povećanju koncentracije NaCl s 10 na 20 gdm
-3

, ali se smanjilo daljnjim povećanjem 

koncentracije NaCl na 30 gdm
-3

 (Chen i sur., 2008). Povećanje saliniteta od 0,4 mol dm-3  do 

4 mol dm-3 NaCl kod kultura Dunaiella salina dovelo je do porasta ukupnih zasićenih masnih 

kiselina, a smanjenja nezasićenih masnih kiselina (Xu i Beardall, 1997). Sve te promjene 

ukazuju na smanjenje permeabilnosti i fluidnosti membrane pri povećanju saliniteta. Kod 
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dijatomeje Chaetoceros cf. wighamii zabilježeno je smanjenje ukupne proizvodnje lipida pri 

povećanju saliniteta s 25 na 35 (Araújo i Garcia, 2005).  
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2 CILJ I HIPOTEZE RADA 

Uz pretpostavku da se fitoplankton prilagođava stresnim uvjetima kako bi opstao, cilj 

istraživanja je odrediti promjene na molekularnoj razini, a posebice u količini, sastavu i 

strukturi lipida određenih vrsta fitoplanktona i fitoplanktonskih zajednica.  

Postavljene hipoteze odgovorene su u priloženim publikacijama:  

1. Prilikom promjena u okolišu te u laboratorijskim uvjetima dolazi do promjene u 

sintezi staničnih lipida. (Publikacije I, II i III) 

2. Promjene u okolišu posljedično uzrokuju promjene kod ispitivanih mikroorganizama i 

na molekularnom nivou. (Publikacija III) 

3. Neki okolišni čimbenici imaju veći utjecaj na rast i razmnožavanje fitoplanktona. 

(Publikacije I i II) 

4. Dijatomeje mogu biti dobri modelni organizmi za ispitivanje utjecaja okolišnog stresa 

na fitoplankton. (Publikacije I i II) 
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3 PUBLIKACIJE NA KOJIMA SE TEMELJI DOKTORSKI RAD 
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3.1 Publikacija I 

 

Naslov: Enhanced dissolved lipid production as a response to the sea surface warming 

Autori: Novak Tihana, Godrijan Jelena, Pfannkuchen Marić Daniela, Djakovac Tamara, 

Mlakar Marina, Baričević Ana, Tanković Smodlaka Mirta, Gašparović Blaženka 

Časopis: Journal of Marine Systems  

Godina objave: 2018. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.jmarsys.2018.01.006 

 

https://doi.org/10.1016/j.jmarsys.2018.01.006
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3.2 Publikacija II 

 

Naslov: Global warming and oligotrophication lead to increased lipid production in marine 

phytoplankton 

Autori: Novak Tihana, Godrijan Jelena, Pfannkuchen Marić Daniela, Djakovac Tamara, 

Medić Nikola, Ivančić Ingrid, Mlakar Marina, Gašparović Blaženka 

Časopis: Science of the Total Environment  

Godina objave: 2019. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.02.372 

 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.02.372
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3.3 Publikacija III 

 

Naslov: Impact of environmental conditions on phospholipid fatty acid composition  

Autori: Vrana Špoljarić Ivna, Novak Tihana, Gašparović Blaženka, Kazazić Snježana, 

Čanković Milan, Ljubešić Zrinka, Hrustić Enis, Mlakar Marina, Du Jinzhou, Zhang Ruifeng, 

Zhu Zhuoyi  

Časopis: Aquatic ecology 

Godina objave: 2020. 

DOI: https://doi.org/10.1007/s10452-020-09805-6 

 

https://doi.org/10.1007/s10452-020-09805-6
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4 RASPRAVA 

Obzirom da su lipidi, za razliku od ostalih organskih molekula, najstabilniji (Benner i 

Amon, 2015) promjena u sintezi organskih molekula stanica fitoplanktona utječe na biološku 

pumpu. Lipidi imaju moguću dvostruku ulogu u uklanjanju organske tvari u moru. Dosta su 

plovni te se mogu dulje zadržavati u površinskim dijelovima, gdje dolazi do remineralizacije. 

No oni se također uspješno vežu za čestice što pospješuje proces sedimentacije te njihovo 

uklanjanje iz površinskih slojeva (Morris i Eglinton, 1977).   

Dosadašnje studije istraživale su utjecaj stresa na metabolizam lipida fitoplanktona, ali 

su rijetko uzimale u obzir i in vivo i in situ eksperimente (npr. Abida i sur., 2015; Opute, 

1974; Toseland i sur., 2013; Van Mooy i sur., 2009). Kako bismo što detaljnije definirali 

utjecaje pojedinih zasebnih čimbenika na strukturu i sastav lipida eksperimenti su započeti s 

jednostavnijim laboratorijskim uzgojima dijatomeje Chaetoceros pseudocurvisetus izolirane 

iz Sjevernog Jadrana te uspoređeni s kompleksnim sustavima estuarija i Jadranskog mora.  

U in situ i in vivo uzorcima određen je sastav i količina lipida. ukupni lipidi 

normalizirani su po broju stanica za in vivo uzorke te po količini klorofila a (Chl a) za in situ 

uzorke kako bi se mogla uspoređivati proizvodnju lipida u različitim sustavima. Uzeto je u 

obzir da su lipidi glavni proizvođači lipida u moru (Gašparović i sur., 2014.). Promjenom 

uvjeta u in vivo uzgoju došlo je do promjena u sintezi staničnih lipida. Pri optimalnim 

uvjetima uzgoja, koji su se odnosili na temperaturu od 15 °C, salinitet 30 i omjer hranjivih 

soli N/P=16, u in vivo uzorcima zamijećena je manja akumulacija lipida po stanici, što 

ukazuje da se energija, ugljik i osnovni elementi više koriste za dijeljenje stanica i rast 

populacije. Pri takvim uvjetima zamijećen je najveći prinos stanica (prosječna specifična 

brzina rasta od 0,5 d
-1

) i smanjeni doprinos lipida u DOM-u. Dosadašnja istraživanja također 

navode da pri optimalnim uvjetima rasta fitoplankton proizvodi veliku količinu biomase, s 

malim udjelom lipida po stanici (Sharma i sur., 2012). Zamijećena je razlika u strukturi lipida 

(sastavu, omjerima) između in vivo i in situ uzetih uzoraka. U kompleksnim okolišnim 

sustavima više čimbenika djeluje uzajamno na strukturu i sastav lipida te je utjecaj pojedinih 

čimbenika definiran multivarijantnim statističkim metodama. U in vivo uzorcima hranjive soli 

su pokazale da imaju važniju ulogu u promjeni sastava staničnih lipida nego temperatura, 

barem za raspon temperatura pokriven ovim istraživanjem. Temperatura iznad kritične 

vrijednosti više utječe na proizvodnju DOM-a zbog pojačane primarne proizvodnje usmjerene 

na otopljenu frakciju kao i zbog raspada stanica. Stanice se sporije dijele što rezultira manjim 

brojem stanica, te se posljedično ugljik, dušik i fosfor ne mogu koristiti te njihova 

koncentracija raste u DOM-u. Rast u nepovoljnim uvjetima utječe na kvalitetu 
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fitoplanktonskih lipida te dolazi do akumulacije neutralnih lipida (Sharma i sur., 2012; 

Guschina i Harwood, 2006; Thompson, 1996), što je u zamijećeno i u in situ i in vivo 

uzorcima ovog rada nakupljanjem neutralnih lipida pri nedostatku hranjivih soli i povišenju 

temperature. Ponajviše je zabilježena akumulacije triglicerida po stanici prilikom limitacije 

nitratima.  

Na in situ estuarijskim uzorcima uočili smo da dolazi do promjena u dvostrukim 

vezama fosfolipida pri promjeni temperature i saliniteta. Najčešća promjena u strukturi samih 

lipida je povećanje zastupljenosti nezasićenih masnih kiselina prilikom smanjenja temperature 

(Sushchik i sur., 2003; Thompson, 1996). Rezultati ovog doktorskog rada u skladu su s 

prethodnim istraživanjima. Veća je nezasićenost u ukupnom broju masnih kiselina u 

hladnijem estuariju rijeke Krke nego u toplijem estuariju rijeke Whengchang.  

Povoljni uvjeti u in situ uzorcima estuarija rijeke Krke, doveli su do povećanja 

koncentracije fosfolipida, koji su bogatiji nezasićenim masnim kiselinama. Struktura masnih 

kiselina fosfolipida fosfatidilglicerola (PG), fosfatidilkolina (PC) i fosfatidilinozitola (PI) 

slična je u svim uzorcima uzetim u estuarijima s različitim trofičkim i temperaturnim uvjetima 

iz čega se može zaključiti da su navedeni lipidi od vitalne važnosti te ih stanica održava 

nepromijenjenima. Do promjena dolazi kod masnih kiselina fosfolipida fosfatidiletanolamina 

(PE), fosfatidne kiseline (PA) i fosfatidilserina (PS) i to ovisno o okolišnim uvjetima, 

uključujući gradijent saliniteta.  

Dijatomeje su dominantno zastupljene u fitoplanktonu i doprinose uvelike primarnoj 

proizvodnji (Malviya i sur., 2016) te je veoma je bitno da se uključe u istraživanja. Prilikom 

uzgoja problem predstavlja životni ciklus dijatomeja. One s vremenom smanjuju svoje stanice 

te u trenutku kad je populacija dosegne kritičnu veličinu prelaze u sporu iz koje se obnavljaju 

velike stanice. Iako, uspoređujući uzgoje u kojima su se pojavile stanice različitih veličina 

primjećeno je da veličina stanice nije predstavljala problem s obzirom da nije došlo do 

promjene omjera lipida unutar same stanice i ostalih uvjeta uzgoja.   

    

4.1 Promjena temperature  

Utjecaj promjene temperature na sastav i strukturu partikularnih i otopljenih lipida 

prikazan je u publikacijama I, II i III. Globalno zatopljenje kombinacija je povećanja 

temperature zraka i površine mora u posljednjih 30 godina. Ukoliko se ovaj trend nastavi 

predviđanja su da će temperatura narasti 2 – 3 °C (IPCC, 2014), a nova upozorenja ukazuju da 

bi taj trend trebalo zaustaviti na maksimalnih 1.5 °C (IPCC, 2018). Mjerenja površinske 
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temperature sjevernog Jadrana ukazuju na povećanje u razdoblju od 1979. – 2017. godine 

(Vilibić i sur., 2019). U ovim istraživanjima proveli smo laboratorijske eksperimente na 

morskoj dijatomeji Chaetoceros pseudocurvisetus uzgajanoj na rasponu temperatura od 10 – 

30 °C kako bi istražili njezin utjecaj na proizvodnju partikularnih i otopljenih lipida. Svaka 

vrsta ima optimalnu temperaturu za rast i razvoj. Najveća koncentracija lipida u stanicama 

Chaetoceros sp. (CS256) izmjerena je kada su stanice uzgajane na 25 °C (16,8 % suhe tvari), 

dok je optimalni raspon temperatura za uzgoj bio 27 – 30 °C (Renaud i sur., 2002). Pri 

temperaturi 25 °C i dodatku CO2 najveću stopu rasta imala je dijatomeja Chaetoceros cf. 

wighami (Araújo i Garcia, 2005). U našim uzgojima s razmakom od 5 °C optimalnom se 

pokazala temperatura od 15 °C, pri kojoj je došlo do najvećeg eksponencijalnog rasta stanica 

Chaetoceros pseudocurvisetus s najmanjom koncentracijom lipida po stanici, zajedno s 

najmanjom primarnom proizvodnjom usmjerenom prema otopljenoj frakciji (najmanje 

stvaranje DOM-a). Najveća temperatura uzgoja od 30 °C dovela je do stagnacije 

razmnožavanja i značajne akumulacije lipida unutar stanica, a isti trend zabilježen je na nižoj 

temperaturi od 10 °C. Povećanje temperature utjecalo je na pojačano otpuštanje DOM-a, 

zajedno s povećanom primarnom proizvodnjom usmjerenom prema DOM-u u odnosu na 

POM. U eksperimentu izvedenom u zatvorenom i kontroliranom mezokozmos uzorku 

volumena 3 dm
3
 također je uočeno povećanje DOC-a u odnosu na POC prilikom povećanja 

temperature (Kim i sur., 2011). Za zaključiti je da su pri temperaturi od 15 °C stanice u 

idealnom temperaturnom uvjetu i usmjeravaju stvaranje lipida za rast i razmnožavanja. Pri 

povišenim temperaturama, u našem slučaju temperatura od 30 °C, dolazi do raspada i 

izlijevanja staničnog materijala, usporava se razmnožavanje stanica koje u sebi akumuliraju 

lipide, a veliki dio primarne proizvodnje usmjeren je prema otopljenoj frakciji. Zbog svega 

toga dolazi do povećanja koncentracije otopljenog ugljika u okolini.  

U okolišnim uvjetima mjeren je utjecaj temperature na cijelu populaciju fitoplanktona, 

tj. na ukupnu proizvodnju lipida u sustavu. Primijećeno je da najveća koncentracija lipida po 

stanici (mjereno na klorofil a) dobivena u ljetnim mjesecima kada su i izmjerene više 

temperature. Također, zabilježen je porast broja lipida indikatora degradacije (alkoholi, 

slobodne masne kiseline i dr.) pri povećanim temperaturama. Minimalna izmjerena 

koncentracija DOC-a i otopljenih lipida bila je najmanja u zimi, a maksimalna u ljeti. 

Uobičajeno je zamijećena veća akumulacija DOC-a u površinskim vodama tijekom ljetnih 

mjeseci (Giani i sur., 2005) što pokazuje da pri povišenju temperature dolazi do pojačane 
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proizvodnje lipida i degradacije samih lipida. Na drugim kulturama zabilježeno je također 

povećanje ukupne koncentracije lipida prilikom povećanja temperature (Sharma i sur. 2012).  

Proizvodnja lipida je bila veća u estuariju rijeke Whengchang nego u estuariju rijeke 

Krke, no to je također ovisilo o trofičkom statusu estuarija. Udio ukupnih lipida u čestičnoj 

organskoj tvari, bio je veći u estuariju rijeke Krke, gdje su zabilježene niže temperature nego 

u estuariju rijeke Whengchang. Također je nađen i veći udio fosfolipida u ukupnim lipidima u 

estuariju rijeke Krke. Navedeni rezultati su u skladu s literaturnim podacima da se veća 

količina fosfolipida stvara u optimalnim uvjetima dostupnosti hranjivih soli i rasponu 

temperature bez ekstremnih vrijednosti, dok pri stresu dolazi do većeg nakupljanja neutralnih 

lipida (Sharma i sur., 2012).  

Nezasićene masne kiseline važne su u održavanju fluidnosti membrane, za očekivati je 

da će nezasićenost masnih kiselina rasti sa smanjenjem temperature (Murata i Los, 1997). 

Naše istraživanje potkrepljuje tu tvrdnju, s obzirom da je zabilježen veći udio nezasićenih 

masnih kiselina u hladnijem estuariju rijeke Krke, nego u toplijem estuariju rijeke 

Whengchang.   

Zajednička karakteristika monokultura i eksperimenata na sjevernom Jadranu je da je 

zabilježeno povećanje glikolipida pri višim temperaturama, kao što je već zabilježeno u 

Gašparović i sur., 2013. Očito su GL manje podložni degradaciji od ostalih membranskih 

lipida čija koncentracija u otopljenim lipidima ne korelira s temperaturom ili negativno 

korelira. Razlog tome bi mogao biti u svojstvu glikolipida ne posjeduju biološki važni fosfor i 

dušik te kao takvi nisu atraktivni za mikrobiološku razgradnju.   

 

4.2 Promjena dostupnosti hranjivih soli  

Utjecaj promjena dostupnosti hranjivih soli na sastav i strukturu partikularnih i 

otopljenih lipida prikazan je u publikacijama I, II i III. Oligotrofne sustave karakterizira 

nedostatak hranjivih soli i slaba primarna proizvodnja, a sam proces nastajanja manje 

produktivnog sustava naziva se oligotrofikacija, što je suprotno eutrofikaciji, tj. odgovoru 

sustava na prekomjeran unos hranjivih soli velikom primarnom proizvodnjom koja dovodi do 

prevelikog rasta fitoplanktona (Stockner i sur., 2000). I jedan i drugi slučaj predstavljaju 

disbalans povoljnih uvjeta. 

Mjerenja klorofila a (Agusti i sur., 2017) i primarne proizvodnje (Behrenfeld i sur., 

2006) u moru sve više ukazuju na trend oligotrofikacije na globalnoj razini. U sjevernom 

Jadranu globalni porast temperature doveo je do smanjenja količina oborina (35 – 40%) što je 
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dovelo do smanjenja pritoka hranjivih soli rijekama i zamijećene oligotrofikacije (Cozzi i 

Giani, 2011; Mozetič i sur., 2010). Justić i sur., 1995 su definirali da su za povećanje 

produktivnosti sustava važna dva paralelna procesa: povećanje dotoka nitrata i fosfata, te 

njihov balans. Sjeverni Jadran karakterizira disbalans N/P omjera te vrlo niske koncentracije 

PO4 (Gašparović i sur., 2013). Za potrebe usporedbe odnosa utjecaja hranjivih soli uzete su 

dvije postaje, jedna definirana kao mezotrofna te jedna oligotrofna. Estuarij rijeke Krke 

definiran je kao oligotrofno područje, osim luke Šibenik (Svensen i sur., 2007), a estuarij 

rijeke Whengchag zbog pretjerane akvakulture i unosa hranjivih soli netretiranim vodama 

kućanstava i poljoprivrede izrazito je eutrofno područje.  

Zbog trofičke različitosti istraživanih sustava dobiveni rezultati pokazali su utjecaj 

različite dostupnosti i omjera hranjivih soli na sastav lipida fitoplanktonske zajednice. Uvjeti 

uzgoja oponašali su uvjete suviška hranjivih soli (F2 medij) i disbalansa u odnosu na manjak 

nitrata ili manjak fosfata.   

Kao i u dosadašnjim istraživanjima (Sharma i sur., 2012; Thompson, 1996; Yeh i 

Chang, 2011; Lynn i sur., 2000) zamijećeno je da prilikom limitacije nitratima dolazi do 

akumulacije triglicerida. Prilikom uzgoja Chaetoceros pseudocurvisetusa u nedostatku nitrata 

zabilježena je dvostruko veća akumulacija triglicerida po stanici nego u optimalnim uvjetima. 

Navedeni trend pratile su i fitoplanktonske stanice iz uzoraka Sjevernog Jadrana, gdje je 

oligotrofna postaja RV001 imala veću koncentraciju triglicerida po klorofilu a u usporedbi s 

mezotrofnom postajom SJ101. Također koncentracija triglicerida pokazala je negativnu 

korelaciju s koncentracijom otopljenog dušika (DIN) u sakupljenim uzorcima.   

Rezultati su pokazali da se stanice koje žive u nedostatku esencijalnih hranjivih soli 

sporije dijele i dosežu manji broj stanica u stacionarnoj fazi uzgoja te izlučuju više DOC-a i 

otopljenih lipida nego stanice u uvjetima s dovoljno hranjivih soli. Uspoređujući uzgoje s 

nedostatkom nitrata i nedostatkom fosfata zaključeno je da se više DOC-a i otopljenih lipida 

oslobađa prilikom nedostatka fosfata.  

U slučaju nedostataka fosfata uočen je trend povećanja glikolipida u odnosu na 

fosfolipide, što je uočeno i na oligotrofnijoj postaji sjevernog Jadrana RV001 i u kulturama 

koje su rasle u uvjetima limitacije fosfatom. U tim uvjetima stanice često mijenjaju lipidni 

sastav, primjerice zamjenjuju fosfolipide s glikolipidima: SQDQ (Van Mooy i sur., 2006, 

2009; Martin i sur., 2011), DGDG (Hartel i sur., 2000) te betaine lipidima (Van Mooy i sur., 

2009; Martin i sur., 2011). U rasponu temperatura (15  ̶  20 °C) distribucija lipida pokazivala 

je uobičajen trend, gdje je koncentracija fosfata pozitivno korelirala s udjelom fosfolipida i 

negativno s udjelom glikolipida. Pri većim temperaturama taj trend nije uočen.   
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Metabolizam uzgojene kulture Chaetoceros pseudocurvisetus također se mijenjao 

ovisno o dostupnosti hranjivih soli. U mediju bogatom hranjivim solima unos N/P bio je 16,4 

± 0,2, dok se veća količina N u odnosu na P unijela prilikom limitacije fosfatom, gdje je N/P 

omjer iznosio 72,9 ± 4,2. Tijekom N limitacije unos N/P bio je manji 2,6 ± 0,3, te je prilikom 

toga došlo do manjeg stvaranja dušikom bogatih molekula i veće akumulacije TG koji sadrže 

samo C, O i H u strukturi molekule. Dosadašnja istraživanja (Gašparović i sur., 2014; Gérin i 

Goutx, 1994; Penezić i sur., 2010), ali i rezultati dobiveni ovim istraživanjem pokazuju da 

ukupna koncentracija fosfolipida raste od oligotrofije prema eutrofiji, ali udio fosfolipida u 

ukupnim lipidima ima obrnuti trend. U prilog tome idu veći udio fosfolipida na oligotrofnoj 

postaji RV001, pojačana koncentracija fosfolipida po stanici u uzgojima Chaetoceros 

pseudocurvisetus s limitirajućim hranjivim solima, te u estuariju rijeke Krke. Za pretpostaviti 

je da je kvota fosfolipida u eutrofnim uvjetima manja nego u oligotrofnim. Vjerojatni uzrok 

tome je povećano dijeljenje stanica prilikom rasta u hranjivim solima bogatim uzgojima. 

Također, stanice koje su u stresu i ne mogu se uspješno dijeliti, akumuliraju fosfor u 

fosfolipidima (Abida i sur., 2015). U optimalnim uvjetima fosfor se premješta u vitalno bitnije 

molekule kao npr. DNA i RNA.  

 

4.3 Promjena saliniteta   

Utjecaj saliniteta na sastav i strukturu lipida prikazan je u publikaciji III. Rezultati 

ukazuju da stres uzrokovan promjenom saliniteta dovodi do skraćivanja duljine masnih 

kiselina fosfolipida slatkovodnog fitoplanktona, dok fitoplankton koji raste u povoljnim 

uvjetima saliniteta (slatkovodni pri S=0 i morski pri S=35 ̶ 38, ovisno o moru ili oceanu) 

sintetizira fosfolipide koji sadrže masne kiseline s dužim lancima. U estuariju rijeke Krke 

uočen je trend produljivanja lanaca masnih kiselina niz estuarij, izuzevši uzorak saliniteta 0. 

Inače, skraćivanje i produljivanje lanaca masnih kiselina je proces koji je potaknut 

promjenama u okolišu, a može se odvijati vrlo brzo, unutar sat ili dva (Rai i Gaur, 2001; 

Urzica i sur., 2013).  

U publikaciji III napravljena je analiza glavnih komponenti (PCA, engl. principal 

component analysis) uzoraka estuarija rijeke Krke i estuarija rijeke Whengchang koja je 

pokazala određene korelacije masnih kiselina i saliniteta. Negativnu korelaciju u uzorcima 

estuarija rijeke Whengchang imali su salinitet i masne kiseline n-C15:0, n-C22:3, n-C22:4 i n-

C22:6 u PC, masne kiseline n-C18:1 u PG, masna kiselina n-C15:0 u PE i masna kiselina n-

C20:0 u PA. Negativnu korelaciju u KRE uzorcima pokazali su salinitet i masne kiseline n-
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C15:0, n-C20:3, n-C20:4, n-C20:5, n-C22:0 i n-C22:4 za PC, masne kiseline n-C14:0, n-

C20:2, n-C20:4 i n-C20:5 u PG, masne kiseline n-C16:1, n-C18:0, n-C20:3, n-C20:4, n-C22:0 

i n-C22:4 u PE te masnih kiselina n-C16:0 i n-C20:1 u PA. Prema dobivenim rezultatima nije 

bilo moguće odrediti specifičnu masnu kiselinu kao indikator promjene saliniteta. Rezultati 

istraživanja provedenih na masnim kiselinama mikroalge Nanochloropsis oculata uzgajanim 

na salinitetima 25, 35, i 45 ‰ nisu pokazivali značajnu razliku, kao ni razine zasićenosti u 

odnosu na ta tri paralelna uzgoja (Na i sur., 2012). I sastav masnih kiselina Phaeodactylum 

tricornutum ostaje jednaka na različitim salinitetima (Qiao i sur., 2016.) Međutim, u uzgoju 

halotolerantne alge Dunaliella salina zabilježena je pozitivna korelacija zasićenosti masnih 

kiselina i saliniteta (Xu i Beardall, 1997). Iako se dugo pretpostavljalo da je za izmjenu vode 

tijekom osmotskog šoka najzaslužnija propusnost membrane, u posljednjih nekoliko godina 

sve se više ističe i uloga vodenih kanala (akvaporina) i membranskih proteina (Rai i Gaur, 

2001).  

  

4.4 Zajednički utjecaj više čimbenika   

U svom prirodnom okolišu fitoplankton je pod simultanim utjecajem više čimbenika stresa. 

Kao ekstremni primjer su morske alge u zoni plime i oseke, koje podnose mehanički stres, 

izmjenu vodenog i suhog okoliša, isušivanje, različite intenzitete svjetla, temperature i 

saliniteta unutar samo jednog ciklusa plime i oseke (Davison i Pearson, 1996). U ovim 

istraživanjima zamijećene su različite promjene u okolišu kao npr. promjene svjetla, izmjene 

dana i noći, promjene u dotoku hranjivih soli, dnevnu i sezonsku izmjenu temperature, 

promjene saliniteta. Neke promjene su sezonske, dok su neke kratkotrajne (kao npr. promjena 

saliniteta u estuarijima) te fitoplankton mora odraditi veoma brzu prilagodbu kako bi preživio. 

Uočeno je da se promjene u lipidnom dvosloju membrane, a i modeliranje masnih kiselina 

mogu odviti unutar par sati (Martin i sur., 2011; Urzica i sur., 2013).   

Trendovi u istraživanjima, a i ova istraživanja ukazuju da okolišni faktori koji utječu 

na fotosintezu i proizvodnju lipida mijenjaju količinu lipidnih klasa te dovode do promjena 

sastava lipida i stanica fitoplanktona u sustavu (Guschina i Hardwood 2009). Uočeno je da 

povoljni uvjeti u okolišu dovode do stvaranja veće količine fosfolipida i glikolipida, dok se u 

nepovoljnijim uvjetima sinteza lipida više usmjeruje u stvaranje energetskih rezervi lipida kao 

što su trigliceridi (Sayanova i sur., 2017; Sharma i sur., 2012). Dobiveni rezultati na 

kulturama i in situ uzorcima Jadrana i estuarija pokazuju da stanice kada žive u lošijim 

uvjetima (povišena temperatura ili nedostatak hranjivih soli) slabije rastu, akumuliraju više 
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lipida po stanici i ispuštaju više DOC-a i otopljenih lipida nego one koje žive u idealnim 

uvjetima. Ukupna izmjerena koncentracija lipida u sustavu bila je veća u eutrofnijim 

područjima i uzgojima, ali samo radi povećane produktivnosti sustava.  

Do određene temperature utjecaj temperature i hranjivih soli na otpuštanje DOM je 

simultani, no kada temperatura prijeđe prag tolerancije (što je temperatura od 30 °C za 

uzgajani Chaetoceros pseudocurvisetus) ona ipak više utječe na proizvodnju DOM-a od 

limitacije hranjivim solima. Rezultati su pokazali da je na postajama bogatijim hranjivim 

solima, dostupnost hranjivih soli važnija u raspodjeli lipida od temperature. Na akumulaciju 

lipida po stanici veći utjecaj na većim temperaturama ima limitacija fosfatom, a na manjim 

temperaturama limitacija nitratima.   

Uočeno je da estuarijski fitoplankton, neovisno o uvjetima, održava poželjni sastav 

masnih kiselina fosfatidilglicerola, fosfatidilkolina i fosfatidilinozitola što ukazuje da su to 

fosfolipidi odgovorni za normalno funkcioniranje stanica. Velika varijabilnost fosfolipidnih 

masnih kiselina, zasićenosti i duljine lanaca masnih kiselina u uzorcima estuarija rijeke 

Whengchang i estuarija rijeke Krke indiciraju da je sastav masnih kiselina ovisan o vrsti 

fitoplanktona, te ovisi o fazi rasta i/ili odgovora na okolišne uvjete. Osnovni čimbenici 

odgovorni za uspješan rast fitoplanktona su temperatura i svjetlost, a kada su oni unutar 

specifičnih optimuma vrste tada ta vrsta tolerira veći raspon saliniteta (Kirst, 1990).   

Promjene u višestruko nezasićenim masnim kiselinama (PUFA, engl. poliunsaturated 

fatty acids) mogu dovesti do značajnih ekoloških promjena (Müller-Navarra i sur., 2000), s 

obzirom da su -3 nezasićene masne kiseline esencijalni elementi s brojnim dobrobitima za 

više trofičke organizme (Jónasdóttir, 2019). Najčešće morske PUFA su eikosapentaenoična 

kiselina (EPA, n-C20:5) i dokosaheksaenoična kiselina (DHA, n-C22:6), čiji glavni izvor je 

fitoplankton. Njihova apsorpcija u tkiva viših organizama veća je iz fosfolipida nego iz 

triglicerida (Rossmeisl i sur., 2012). U uzorcima estuarija rijeke Krke i rijeke Whengchang 

nije pronađena značajnija razlika s obzirom na udio EPA i DHA u fosfolipidima. Međutim, 

kao značajni izvor EPA pokazao se PL fosfatidilglicerol, a DHA PL fosfatidilinozitol. 

Okolišni uvjeti imali su utjecaj na proizvodnju lipida i masnih kiselina kod uzgoja 

Phaeodactylum tricornutum. Smanjenje koncentracije EPA uočeno je prilikom limitacije 

dušikom (1,24 prema 12,35 – 49,40 mg dm
-3

) i povećanjem temperature (25 °C prema 15 °C), 

a promjena saliniteta od 15 do 35 i različita osvijetljenost (50 – 150 µmol m
-2

s
-1

) nisu doveli 

do promjena u količini EPA u 7 dana uzgoja (Qiao i sur., 2016).  
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4.5 Dijatomeje kao modelni organizmi  

Zbog velike zastupljenosti u fitoplanktonskoj zajednici, dijatomeje predstavljaju jednu od 

ekološki najvažnijih grupa, a među njima Chaetoceros je jedna od najbrojnijih. Chaetoceros 

je zabilježen u Jadranu tijekom cijele godine što ukazuje na njegovu prilagodbu na različite 

okolišne uvjete (Bosak i sur., 2016). Dominacija dijatomeja zamjećena je i u oba istraživana 

estuarija, što je uobičajeno s obzirom da je poznato da su riječna ušća bogata dijatomejama s 

obzirom na veliki pritok hranjivih soli rijekama (Wawrik i Paul, 2004). Dijatomeje imaju 

ključnu ulogu u kruženju ugljika i silicija u oceanima, a zaslužni su za gotovo pola oceanske 

primarne proizvodnje (Malviya i sur., 2016). 

Posljednjih godina jako je porastao interes za istraživanje dijatomeja i njihovih 

molekularnih komponenta, s obzirom na njihov potencijal u proizvodnji različitih bioaktivnih 

komponenti i kemikalija za industrijske primjene (Vinayak i sur., 2015). Primjerice, 

dijatomeje su bogate pigmentima karotenoidima, koji se uvelike koriste kao dodatci prehrani, 

u farmaciji i kozmetici (Fu i sur., 2015; Vílchez i sur., 2011), a pokazuju najveću sposobnost 

akumulacije lipida u stresnim uvjetima među algama (Hildebrand i sur., 2012b). Dijatomeje 

su također perspektivni kandidat za razvoj različitih bioproizvoda s dodanom vrijednošću 

prema održivoj bio-ekonomiji (Yi i sur., 2017).  

 

4.6 Doprinos istraživanja  

U Laboratoriju za biogeokemiju mora i atmosfere tijekom proteklih godina unaprijeđeni su 

protokoli za uzgoj morskih i slatkovodnih dijatomeja u stresnim uvjetima. Protokol za 

ekstrakciju i tankoslojnu kromatografiju lipida unaprijeđen je kako bi se što bolje definirale 

klase lipida uzgojenih kultura i okolišnih uzoraka.  

Ovo istraživanje otvorilo je brojna pitanja, ali i ideje za daljnji rad u tom području. 

Osim ovdje prikazanih stresora bilo bi zanimljivo uključiti i druge čimbenike kao npr. pH, 

promjenu intenziteta svjetla, ali i antropogene utjecaje zagađenjem. Zanimljivo bi bilo 

nastaviti eksperimente i na drugim skupinama fitoplanktona te vidjeti njihov odgovor u 

promjeni lipida. Osim isključivo lipida, bilo bi zanimljivo unaprijediti metode te usporediti 

kako se u određenim uvjerima mijenjaju omjeri sintetiziranih glavnih biomolekula, lipida, 

proteina i šećera.  

Eksperimenti utjecaja saliniteta provedeni na slatkovodnim i morskim kulturama algi, 

te uspoređeni s estuarijskim uzorcima pokazuju zanimljive preliminarne rezultate 
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remodeliranja lipida u stanicama. Tu ipak najzanimljiviju ulogu ima halotermna alga 

Dunaiellla salina koja je također održavana u Laboratoriju za biogeokemiju mora i atmosfere.  

Istraživanje lipida i drugih spojeva iz algi veoma je aktivno područje. Mnoge novije 

studije uključuju i manje poznate, a i novo otkrivene vrste (Guschina i Harwood, 2006; 

Mucko i sur., 2020; Qiao i sur., 2016; Tanković i sur., 2018; Wurch i sur., 2011). Također, 

sve je više naglasak na korištenje molekularnih tehnologija, ne samo kako bi se shvatili 

mehanizmi stvaranja lipida i njihovih funkcija, nego kako bi se stvorila kodirajuća DNA za 

specijalne enzime koji bi se kasnije koristili za proizvodnju genetički modificiranih 

organizama (Guschinia i Hardwood, 2006). Osim bitnog doprinosa razumijevanju ekologije 

mnogih različitih vrsta zajednica, primjena stresa često se koristi kao eksperimentalni pristup 

s praktičnom vrijednosti. Za primjer Dunaliella salina, u stresnim uvjetima producira količine 

karotenoida, glicerola, lipida, vitamina, minerala i proteina dovoljne za komercijalno 

dobivanje tih kemikalija (Hosseini i Shariati, 2009). Istraživanja kao naša pomoći će nam za 

predviđanje odgovora fitoplanktona na promjene u okolišu, upravo korištenjem lipida kao 

biomarkera stresnih uvjeta. 
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5 ZAKLJUČCI 

1. Optimalna temperatura za uzgoj dijatomeje Chaetoceros pseudocurvisetus je 15 °C. 

Pri toj temperaturi stanice usmjeravaju asimilaciju ugljika u rast i razmnožavanje. 

Prilikom odstupanja od optimalne temperature u uzgoju stanice veliki dio primarne 

proizvodnje usmjeravaju u otopljenu frakciju i dijelom se raspadaju te dodatno 

povećavaju koncentraciju otopljene organske tvari u okolini. 

2. Reakcija fitoplanktona na okolišni stres je sinteza molekula bogatih ugljikom, 

uključujući lipide. Iako dolazi do smanjenja dijeljenja stanica, aktivna proizvodnja 

masnih kiselina i lipida i dalje se nastavlja. S obzirom da stanice nemaju potrebu za 

stvaranjem novih membrana, stvoreni lipidi, najčešće neutralni, se akumuliraju u 

stanici i koriste u trenutku povoljnijih okolišnih uvjeta. Najčešće zabilježena promjena 

je nakupljanje triglicerida, staničnih rezervi masnih kiselina, prilikom rasta stanica u 

mediju i okolišu s nedostatkom dušikovih spojeva.   

3. Posljedica rasta fitoplanktona u uvjetima manjka fosfata i u modelnom eksperimentu i 

u uzorcima prikupljenim na oligotrofnim postajama je povećanje udjela fosfolipida u 

ukupnim staničnim lipidima. Za zaključiti je da se stanice u stresu uzorkovanom 

nedostatkom hranjivih soli ne mogu uspješno dijeliti te nakupljaju fosfolipide. 

Prilikom rasta u povoljnim koncentracijama fosfora on se premješta u vitalno bitnije 

molekule kao što su npr. DNA i RNA.  

4. Utjecaj temperature i dostupnosti hranjivih soli na otpuštanje DOM-a i modeliranje 

lipida simultan je u određenim temperaturnim rasponima. Kada temperatura prijeđe 

prag tolerancije (što je temperatura od 30 °C za uzgajani Chaetoceros 

pseudocurvisetus) ona više utječe na proizvodnju DOM-a od limitacije hranjivim 

solima. U optimalnom rasponu temperatura (15 ̶ 20 °C) sastav lipida ovisi u 

dostupnosti hranjivih soli. To se očituje većim udjelom glikolipida u odnosu na 

fosfolipide pri nedostatku fosfata te većim udjelom triglicerida u ukupnim lipidima pri 

nedostatku dušika.   

5. Metabolizam stanica u kulturi Chaetoceros pseudocurvisetus mijenja se ovisno o 

dostupnosti hranjivih soli. Omjer asimiliranog dušika i fosfora mijenjao se u odnosu na 

njihove koncentracije u mediju i odstupa od Redfieldovog 16:1. Stoga, dolazimo do 

zaključka da razlike u uvjetima uzgoja dovode do promjena u elementarnom sastavu 

stanica fioplanktona i organske tvari, što bi potencijalno moglo dovesti i do 

modifikacije zaliha hranjivih soli u moru.   
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6. Promjena saliniteta dovodi do promjena u sastavu masnih kiselina fosfolipida. Masne 

kiseline s dužim lancima uočene su u slatkoj vodi i morskim postajama najvećeg 

saliniteta, dok su u pravilu masne kiseline kraćih lanaca nađene u estuarijskoj vodi. To 

ukazuje da je promjena dužine lanca masnih kiselina fosfolipida jedan od mehanizama 

prilagodbe na stres u uvjetima varijabilnog saliniteta.  

7. Struktura masnih kiselina fosfatidilglicerola, fosfatidilkolina i fosfatidilinozitola slična 

je u svim uzorcima uzetim u estuarijima s različitim trofičkim i temperaturnim 

uvjetima iz čega se može zaključiti da su to molekule od vitalne važnosti zbog čega ih 

stanica održava relativno nepromijenjenima. Do promjena dolazi kod masnih kiselina 

fosfatidiletanolamina, fosfatidne kiseline i fosfatidilserina, i to ovisno o različitim 

uvjetima, ali i po gradijentu saliniteta. To navodi na zaključak da prilagodljivost 

planktona za preoblikovanje ovih fosfolipida ovisno o uvjetima okoliša i strukturi 

zajednice planktona.  

8. Promjene lipida u stanicama dijatomeja Chaetoceros pseudocurvisetus uzgajanim pod 

različitim stresorima u skladu su s rezultatima uzoraka uzetih u sjevernom Jadranu te 

se može zaključiti da je ta vrsta dobar modelni predstavnik tog sustava.   
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T., Ivančić, I., Paliaga, P., Lyons, D., Precali, R., Tepić, N., 2013. Adaptation of 

marine plankton to environmental stress by glycolipid accumulation. Mar. Environ. 

Res. 92, 120–132. https://doi.org/10.1016/j.marenvres.2013.09.009   

31. Gérin, C., Goutx, M., 1994. Iatroscan-measured particulate and dissolved lipids in the 

Almeria-Oran frontal system (Almofront-1, May 1991). J. Mar. Syst. 5, 343–360. 

https://doi.org/10.1016/0924-7963(94)90055-8  

32. Giani, M., Savelli, F., Berto, D., Zangrando, V., Ćosović, B., Vojvodić, V., 2005. 
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a lipid-producing thermotolerant marine photosynthetic pico-alga in the genus 

Picochlorum (Trebouxiophyceae). Eur. J. Phycol. 00, 1–16. 

https://doi.org/10.1080/09670262.2020.1757763   

76. Müller-Navarra, D.C., Brett, M.T., Liston, A.M., Goldman, C.R., 2000. A highly 

unsaturated fatty acid predicts carbon tranfer between primary producers and 

consumers. Nature 403, 74–77. https://doi.org/10.1038/47469  

77. Murakami, H., Nobusawa, T., Hori, K., Shimojima, M., Ohta, H., 2018. Betaine lipid 

is crucial for adapting to low temperature and phosphate deficiency in 

nannochloropsis. Plant Physiol. 177, 181–193. https://doi.org/10.1104/pp.17.01573   

https://doi.org/10.1016/j.csr.2013.01.008
https://doi.org/10.1038/ismej.2010.192
https://doi.org/10.1023/A:1007972214462
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02118
https://doi.org/10.1016/0304-4203(93)90219-E
https://doi.org/10.1016/0304-4203(77)90042-1
https://doi.org/10.1007/s12237-009-9191-7
https://doi.org/10.1080/09670262.2020.1757763
https://doi.org/10.1038/47469
https://doi.org/10.1104/pp.17.01573


 

 

103 

 

78. Murata, N., Los, D.A., 1997. Membrane Fluidity and Temperature Perception. Plant 

Physiol. 115, 875–879. https://doi.org/10.1104/pp.115.3.875  

79. Myklestad, S.M., 2000. Dissolved Organic Carbon from Phytoplankton. U: 

Wangersky, P.J., (urednik), Marine Chemistry. The Handbook of Environmental 

Chemistry (Vol. 5 Series: Water Pollution), 5D. Springer, Berlin, Heidelberg. 

https://doi.org/10.1007/10683826_5   

80. Novak, T., Godrijan, J., Pfannkuchen Marić, D., Djakovac, T., Mlakar, M., Baricevic, 

A., Tanković Smodlaka, M., Gašparović, B., 2018. Enhanced dissolved lipid 

production as a response to the sea surface warming. Journal of Marine Systems 180, 

289–298. https://doi.org/10.1016/j.jmarsys.2018.01.006  

81. Novak, T., Godrijan, J., Pfannkuchen Marić, D., Djakovac, T., Medić, N., Ivančić, I., 
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Antonios D.; Rabitsch, Wolfgang; Stelzenmüller, Vanessa; Tricario, Elena; 

Vogiatzakis, Ioannis N. (2018) Conserving European biodiversity across realms, 

Conservation Letters, 12, 1; e12586, 9 https://doi.org/10.1111/conl.12586  

 

Publikacija u SCI časopisu 
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Pfannkuchen, Daniela; Pfannkuchen, Martin (2018) Insights into the life strategy of 

the common marine diatom Chaetoceros peruvianus Brightwell, PLoS One, 1 , 

e0203634, 21 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0203634  

 

  

https://doi.org/10.1016/j.jmarsys.2018.01.006
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.02.372
https://doi.org/10.1007/s10452-020-09805-6
https://doi.org/10.1080/09670262.2020.1757763
https://doi.org/10.1111/conl.12586
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0203634


 

 

III 

 

Usmeno priopćenje na međunarodnom znanstvenom skupu: 

7. Novak, Tihana; Godrijan, Jelena; Marić Pfannkuchen, Daniela; Djakovac, Tamara; 
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Djakovac, Tamara; Mlakar, Marina; Phytoplankton cellular lipid response on replete 

and deplete phosphorus conditions; First EUALGAE workshop, Vallaoid, Spain 
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2. Popis korištenih kratica 

  

Chl a  klorofil a 

DGDG  digalaktozildiglicerol 

DHA  dokosaheksaenoična masna kiselina (C 22:6) 

DIN   otopljeni anorganski dušik (engl. dissolved inorganic nitrogen)  

DOC   otopljeni organski ugljik (engl. dissolved organic carbon) 

DOM  otopljena organska tvar (engl. dissolved organic matter) 

DON  otopljeni organski dušik (engl. dissolved organic nitrogen) 

DOP  otopljeni organski fosfat (engl. dissolved organic phosphorous) 

DNA  deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)  

EAC  Istočna jadranska struja  (engl. Eastern Adriatic Current) 

EPA  eikosapentaenoična masna kiselina (C 20:5) 

GL  glikolipidi 

ICCC  Istarska obalna protustruja (engl. Istrian Coastal Countercurrent) 

MGDG  monogalaktozildiglicerol 

PC  fosfatidilkolin 

PE  fosfatidiletanolamin 

PG  fosfatidilglicerol 

PL  fosfolipidi 

POC   partikularni organski ugljik (engl. particulate organic carbon) 

POM  partikularna organska tvar (engl. particulate organic matter) 

PUFA  višestruko nezasićene masne kiselinama (engl. poliunsaturated fatty acids) 

rDNA  ribosomska deoksiribonukleinska kiselina  

RV  Rovinj  

SJ  sjeverni Jadran 

SQDG  sulfokvinovosildiacilglicerol 

TG  trigliceridi 

WAC  zapadna jadranska struja (engl. Western Adriatic Current) 
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3. Dodatni materijali objavljenih članaka 

 

Supporting material for Enhanced dissolved lipid production as a 

response to the sea surface warming 

 

 

Fig. S1. Average contribution of dissolved lipids to DOC for the P-depleted (circles) and P-

replete (squares) C. pseudocurvisetus growth conditions. 

 

Fig. S2. Contribution of dissolved lipids to DOC for oligotrophic station 107 (circles) and 

mesotrophic station 101 (squares). 
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Supporting material for “Global warming and oligotrophication lead to increased lipid 

production in marine phytoplankton” 
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Table S1. Main parameters of lipid production in three different batch cultures (replete, P- and 

N-depleted) at five temperatures (10, 15, 20, 25 and 30 C): total cell lipids, contribution of 

lipid carbon to total cell carbon in parenthesis, cell lipid classes and degradation indices (DI) 

at the end of the experiments normalized to cell.  

Batch 

medium 
T 

Cell lipids (% 

lipid carbon) 

Cell lipids 

Degradation 

indices Membrane lipids Reserve lipids 

PL GL ST PIG TG SE DI 

 (°C)  pg/cell 

replete 10 12.0±1.1 (3.6) 3.1±0.7 6.6±0.7 0.8±0.3 0.6±0.3 0.7±0.2 0.1±0.1 4.1±1.4 

  15 6.0±0.8 (6.7) 1.5±0.2 3.4±0.8 0.7±0.0 0.2±0.1 0.1±0.0 0.1±0.0 2.1±0.1 

  20 5.4±1.2  (2.7) 2.0±0.7 2.6±0.9 0.4±0.3 0.1±0.1 0.1±0.0 0.1±0.1 3.0±0.9 

  25 16.7±2.6 (6.9) 6.6±1.2 7.9±2.3 0.8±0.5 0.6±0.6 0.4±0.2 0.2±0.0 2.7±0.8 

  30 27.8±0.7 (11.3) 12.6±0.3 9.6±0.6 0.8±0.1 3.1±0.3 1.2±0.1 0.5±0.0 4.6±0.6 

P-depleted 
10 44.0±2.6 (5.7) 15.8±2.6 21.2±0.2 2.3±0.1 3.4±0.0 0.8±0.3 0.5±0.0 7.1±0.9 

15 7.1±0.4 (5.6) 2.0±0.1 3.6±0.3 0.7±0.1 0.2±0.0 0.2±0.1 0.3±0.0 1.7±0.2 

  20 30.3±1.5 (6.4) 14.4±1.0 12.1±1.1 0.5±0.0 1.7±0.1 1.2±0.3 0.3±0.1 2.6±0.4 

  25 64.7±17.5 (6.6) 27.0±13.3 24.4±10.6 3.3±2.4 5.0±2.3 3.5±1.7 1.4±1.3 27.0±15.3 

  30 82.0±3.9 (34.0) 27.2±2.1 38.7±3.0 9.0±1.4 3.9±0.2 2.7±0.5 0.5±0.0 57.5±3.7 

N-depleted 
10 48.9±5.29 (3.9) 11.9±4.4 22.7±2.8 4.3±0.1 1.7±0.2 8.0±0.8 0.2±0.1 13.0±3.6 

15 15.1±0.7 (6.3) 2.9±0.3 7.9±0.6 1.1±0.1 0.6±0.0 2.4±0.1 0.2±0.0 9.0±0.6 

  20 23.0±1.87 (9.6) 5.2±0.4 11.7±1.8 1.0±0.2 0.8±0.0 4.2±0.5 0.1±0.0 6.3±0.4 

  25 32.8±3.46 (4.1) 8.6±0.3 10.3±1.8 1.0±0.2 8.4±2.1 3.9±0.2 0.7±0.2 10.6±1.1 

  30 66.8±3.39(14.7) 11.6±3.2 30.9±1.0 6.3±0.5 1.7±0.3 10.6±2.9 5.7±0.1 18.2±0.9 
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Table S2. Pearson correlation coefficients, r, for variables used in PCA analysis (Figs. 4a, b 

and c) for replete, P-depleted and N-depleted growth conditions. Values in red are highly 

correlated, in blue are moderately correlated and in black are not correlated. 

 

T %PL %GL %SE %ST %TG %PIG 

Replete               

T   0.9428 -0.9093 0.2486 -0.7084 -0.1863 0.6172 

%PL     -0.9177 -0.0057 -0.8473 -0.0680 0.6073 

%GL   

 

  -0.0980 0.8110 -0.1442 -0.8597 

%SE   

  

  0.4807 -0.6826 -0.0186 

%ST   

   

  -0.4309 -0.6976 

%TG   

    

  0.5461 

%PIG   

     

  

P-depleted             

T   0.1609 -0.4178 -0.3112 0.2608 0.6012 -0.1070 

%PL     -0.8815 -0.5149 -0.9092 0.5242 0.5536 

%GL   

 

  0.3046 0.7057 -0.8373 -0.5645 

%SE   

  

  0.3576 0.1279 -0.4853 

%ST   

   

  -0.2847 -0.6197 

%TG   

    

  0.1762 

%PIG               

N-

depleted 

       T   -0.2778 -0.4106 0.7836 -0.1406 -0.3483 0.3100 

%PL     -0.6394 -0.6457 -0.6303 -0.4130 0.6581 

%GL   

 

  -0.0753 0.4800 0.9063 -0.9307 

%SE   

  

  0.5015 -0.1275 -0.1413 

%ST   

   

  0.3491 -0.7021 

%TG   

    

  -0.9044 

%PIG               

 

 

  



 
 

 

 

Table S3. The values of northern Adriatic environmental parameters and lipid production. Temperature (T), salinity (S), orthophosphate (PO4), 

dissolved inorganic nitrogen (DIN), Chlorophyll a (Chl a) and contribution of Chaetoceros taxa abundance to phytoplankton community 

abundance at stations SJ101 and RV001 during the investigation period in 2013-2014. Lipid results are given for cell lipids and lipid degradation 

indices (DI). All lipid values are given based on Chl a (Lipid/Chl a).  

Station Month 
T S PO4 DIN Chl a Chaetoceros 

Cell 

lipids 

total  

Cell lipids Degradation 

indicies Membrane lipids Reserve lipids 

(°C)  µmol/l (µg/L) % PL GL ST PIG TG WE DI 

SJ101 March 10.64 33.84 0.14 16.80 3.72 50 12.6±0.2 3.5±0.2 5.5±0.1 2.1±0.1 0.2±0.0 0.6±0.1 0.7±0.0 5.4±0.2 

 
April 19.82 15.79 0.29 76.15 6.15 42 11.1±0.5 3.3±0.2 4.3±0.3 2.7±0.3 0.1±0.0 0.3±0.0 0.4±0.0 4.8±1.0 

 
May 18.17 35.9 0.02 2.79 0.77 0 28.9±1.6 10.6±0.4 10.7±1.3 4.8±0.7 0.7±0.1 0.8±0.2 1.2±0.2 14.0±1.4 

 
July 24.67 34.43 0.00 0.92 0.09 11 152.5±8.9 63.4±7.0 41.2±3.8 19.3±0.3 10.5±3.7 10.9±1.0 7.3±0.4 48.5±3.3 

 
August 24.07 32.64 0.13 0.77 4.54 41 24.2±1.8 7.5±1.2 7.6±0.9 3.4±0.5 0.2±0.1 5.0±0.7 0.6±0.1 11.9±2.0 

 
September 21.82 36.17 0.01 2.57 0.40 11 78.1±6.7 17.5±4.7 51.7±2.9 7.6±3.7 0.7±0.1 0.4±0.0 0.2±0.0 6.4±0.7 

 
October 18.75 34.39 0.17 7.56 1.78 7 12.9±1.3 5.7±0.4 4.0±1.2 1.3±0.0 0.6±0.0 0.7±0.0 0.5±0.0 5.5±0.2 

 
November 14.15 36.96 0.07 4.92 1.66 25 14.4±0.8 5.9±0.1 5.5±0.8 1.2±0.1 0.4±0.1 0.8±0.1 0.7±0.1 4.6±0.2 

 
January 10.83 32.28 0.08 18.63 0.82 0 29.8±1.0 14.3±0.3 10.9±0.9 1.1±0.0 0.7±0.2 1.4±0.0 1.3±0.0 8.1±0.2 

 
March 14.33 25.53 0.34 22.14 10.02 0 6.1±0.3 1.3±0.1 2.6±0.2 1.4±0.0 0.5±0.0 0.2±0.0 0.1±0.0 4.3±0.2 

RV001 March 10.57 37.54 0.01 2.31 0.20 1 33.4±1.2 13.7±0.7 7.7±0.8 2.5±0.3 1.3±0.3 3.8±0.2 4.4±0.3 5.0±0.2 

 
April 13.21 37.35 0.02 1.75 0.68 0 23.7±0.8 7.5±0.7 7.8±0.1 2.5±0.2 0.5±0.1 3.3±0.3 2.1±0.0 7.5±0.8 

 
May 16.82 37.21 0.00 0.66 0.33 3 36.7±1.3 11.6±0.8 15.2±0.8 4.9±0.0 1.6±0.3 1.4±0.4 1.8±0.0 15.3±0.4 

 
July 23.41 35.82 0.00 1.18 0.16 33 89.4±4.2 37.0±3.7 30.3±1.6 7.8±0.2 6.6±1.1 3.4±0.5 4.3±0.5 23.7±1.3 

 
August 23.56 35.99 0.00 1.02 0.27 2 66.1±1.6 24.2±0.5 26.5±1.1 5.4±0.5 1.0±0.3 3.5±0.1 5.5±0.9 32.5±4.1 

 
September 21.84 36.35 0.00 1.75 0.31 30 35.1±0.9 15.9±0.8 10.9±0.3 4.0±0.1 1.6±0.2 0.7±0.0 2.0±0.3 18.8±0.7 

 
October 19.48 36.83 0.44 4.29 0.49 3 25.7±4.6 11.6±1.3 9.3±4.4 2.3±0.3 0.6±0.0 0.4±0.1 1.4±0.0 14.1±0.5 

 
November 15.21 37.52 0.03 3.58 0.76 20 18.3±0.3 7.1±0.2 7.4±0.1 0.9±0.1 0.8±0.2 1.1±0.1 1.0±0.0 8.0±0.4 

 
January 12.57 37.85 0.00 3.14 0.42 13 36.8±1.6 16.4±1.1 12.2±1.1 2.9±0.1 1.4±0.1 2.0±0.0 2.0±0.3 12.1±0.8 

 
March 12.77 37.47 0.00 2.51 0.17 0 54.7±2.2 30.2±1.3 14.1±0.4 1.4±0.2 5.6±1.7 2.0±0.2 1.3±0.1 4.2±0.4 
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Table S4. List of phytoplankton species with frequency of appearance larger than 5% at 

stations SJ101 and RV001 for the investigated period. Number of samples with recorded 

presence (N), Frequency of appearance (FRE), maximum cell abundances (cells L-1) (MAX), 

averaged cell abundances (cells L-1) over the whole dataset (AVG) and standard deviation 

(SD). 

Species N FRE MAX AVG STDEV 
Coccolithophyceae 

Coccolithophyceae  miscellaneous <10 µm 66 69% 99400 16831 22624 

Coccolithophyceae miscellaneous 10-20 µm 32 34% 17040 3040 4114 

Acanthoica quattrospina Lohmann 9 9% 2840 1914 965 

Calciosolenia brasiliensis (Lohmann) J.R.Young 22 23% 1420 410 396 

Calciosolenia murrayi Gran, 1912 16 17% 5680 1043 1262 

Calciopappus caudatus Gaarder & Ramsfjell 12 13% 7100 1511 1726 

Emiliania huxleyi (Lohmann) W.W.Hay & H.P.Mohler 74 78% 369200 23806 56045 

Ophiaster sp. Gran, 1912 18 19% 2840 1171 758 

Rhabdosphaera clavigera var. stylifera (Lohmann) Kleijne and Jordan 13 14% 2840 1872 999 

Syracosphaera pulchra Lohmann, 1902 37 39% 8520 1759 1583 

Syracosphaera pulchra Lohmann, 1902 HOL oblonga type, sensu 

Young et al., 2003 

8 8% 48280 16153 18132 

Bacillariophyceae  

Bacillariophyceae miscellaneous MICRO 22 23% 1140 394 258 

Bacillariophyceae miscellaneous NANO 48 51% 15620 3543 3330 

Bacteriastrum furcatum Shadbolt 17 18% 18240 4368 5640 

Bacteriastrum hyalinum Lauder 18 19% 23180 4911 5976 

Bacteriastrum jadranum Godrijan, Maric & Pfannkuchen 6 6% 9940 4733 3058 

Cerataulina pelagica (Cleve) Hendey 55 58% 21300 2940 4356 

Chaetoceros affinis Lauder 17 18% 4560 1502 1333 

Chaetoceros brevis F.Schütt 7 7% 1520 580 526 

Chaetoceros circinalis (Meunier) K.G.Jensen & Moestrup 10 11% 39900 9671 13178 

Chaetoceros curvisetus Cleve 15 16% 45440 9535 12487 

Chaetoceros danicus Cleve 12 13% 4560 1373 1524 

Chaetoceros diversus Cleve 7 7% 93720 30773 38009 

Chaetoceros lauderi Ralfs ex Lauder 10 11% 7410 3102 2787 

Chaetoceros lorenzianus Grunow 6 6% 2090 1008 568 

Chaetoceros rostratus Ralfs 7 7% 2660 1054 922 

Chaetoceros socialis H.S.Lauder 15 16% 924370 189660 299418 

Chaetoceros sp. Ehrenberg 34 36% 92300 5671 15407 

Chaetoceros tortissimus Gran 9 9% 6840 3030 2412 

Chaetoceros vixvisibilis Schiller 9 9% 5700 3306 1496 

Chaetoceros wighamii Brightwell 5 5% 3420 2078 1231 

Chaetoceros contortus F.Schütt  6 6% 10640 3895 3552 

Coscinodiscus sp. Ehrenberg 8 8% 380 101 116 

Cyclotella sp. (Kützing) Brébisson 22 23% 44020 8407 11674 

Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann & J.C.Lewin 40 42% 20520 2429 3684 

Dactyliosolen mediterraneus (H.Peragallo) H.Peragallo 8 8% 1140 551 366 

Detonula pumila (Castracane) Gran  7 7% 1520 906 467 

Diploneis bombus (Ehrenberg) Ehrenberg  39 41% 19880 2349 3536 

Diploneis sp. Ehrenberg ex Cleve 9 9% 2840 917 783 

Diplopsalis sp. complex R.S.Bergh, 1881  18 19% 380 78 83 

Eucampia cornuta (Cleve) Grunow 9 9% 1520 689 566 

Guinardia flaccida (Castracane) H.Peragallo 42 44% 2090 439 459 

Guinardia striata (Stolterfoth) Hasle 33 35% 4560 1216 1200 

Hemiaulus hauckii Grunow ex Van Heurck 34 36% 2840 348 527 
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Leptocylindrus danicus Cleve  12 13% 3800 1012 1196 

Leptocylindrus minimus Gran 5 5% 3040 1406 904 

Lioloma pacificum (Cupp) Hasle 25 26% 53200 7611 13540 

Navicula sp. Bory 21 22% 2280 436 451 

Nitzschia incerta (Grunow) M.Peragallo 10 11% 380 248 140 

Paralia sulcata (Ehrenberg) Cleve 30 32% 19880 2281 3771 

Pleurosigma angulatum (J.T.Quekett) W.Smith 8 8% 950 319 273 

Pleurosigma sp. W.Smith 35 37% 1520 369 355 

Pseudo-nitzschia spp. H.Peragallo 52 55% 346560 38486 66115 

Rhizosolenia alata Brightwell 7 7% 380 229 143 

Rhizosolenia alata f. gracillima (Cleve) Grunow 43 45% 5320 1155 1093 

Rhizosolenia alata var. indica (Peragallo) Ostenfeld 6 6% 190 72 55 

Rhizosolenia calcar-avis Schultze 26 27% 380 158 144 

Rhizosolenia fragilissima Bergon 31 33% 38340 4907 7393 

Rhizosolenia imbricata Brightwell 50 53% 5680 836 1143 

Rhizosolenia robusta G.Norman ex Ralfs 10 11% 190 55 45 

Skeletonema costatum (Greville) Cleve 12 13% 850420 231923 342153 

Thalassionema nitzschioides (Grunow) Mereschkowsky 79 83% 14440 2055 2752 

Thalassiosira angulata (W.Gregory) Hasle 7 7% 1520 881 467 

Thalassiosira rotula Meunier 11 12% 2850 1286 945 

Thalassiosira sp. Cleve 12 13% 5680 1242 1554 

Dinophyceae 

Dinophyceae miscellaneous MICRO 14 15% 1420 708 478 

Dinophyceae miscellaneous NANO 81 85% 42600 5150 7528 

Alexandrium sp. 5 5% 1420 548 490 

Ceratium candelabrum (Ehrenberg) F.Stein 5 5% 80 48 16 

Ceratium extensum (Gourret) A.Cleve 6 6% 380 97 127 

Ceratium falcatum (Kofoid) Jörgensen 6 6% 120 53 30 

Ceratium furca (Ehrenberg) Claparède & Lachmann 36 38% 760 174 192 

Ceratium furca var. eugrammum (Ehrenberg) Schiller 5 5% 190 70 60 

Ceratium fusus (Ehrenberg) Dujardin 65 68% 2840 212 373 

Ceratium trichoceros (Ehrenberg) Kofoid 13 14% 200 79 55 

Ceratium tripos (O.F.Müller) Nitzsch 15 16% 200 61 48 

Gonyaulax polygramma F.Stein 13 14% 950 258 282 

Goniodoma acuminatum (Ehrenberg) F.Stein 7 7% 380 197 161 

Gymnodinium sp. F.Stein 10 11% 9940 1302 2884 

Gyrodinium fusiforme Kofoid & Swezy 10 11% 570 233 175 

Gyrodinium sp. Kofoid & Swezy 9 9% 8520 2031 2654 

Heterocapsa sp. F.Stein 29 31% 48280 7786 12469 

Kofoidinium velelloides Pavillard 10 11% 190 87 51 

Minuscula bipes (Paulsen) Lebour 9 9% 2840 1667 1135 

Oxytoxum caudatum Schiller 7 7% 2130 623 636 

Podolampas elegans F.Schütt 9 9% 760 280 289 

Prorocentrum micans Ehrenberg 18 19% 570 191 158 

Prorocentrum minimum (Pavillard) J.Schiller 28 29% 14200 2994 3713 

Prorocentrum triestinum J.Schiller  15 16% 8520 2711 2172 

Protoperidinium diabolus (Cleve) Balech 5 5% 1140 268 436 

Protoperidinium steinii (Jørgensen) Balech 8 8% 190 103 56 

Protoperidinium tuba (J.Schiller) Balech 8 8% 5680 1066 1750 

Pseliodinium vaubanii Sournia 11 12% 1140 220 307 

Scrippsiella sp. Balech ex A.R.Loeblich III 9 9% 11360 2372 3321 

Torodinium sp. Kofoid & Swezy 24 25% 950 231 273 

Dictyochophyceae 

Dictyocha fibula Ehrenberg 19 20% 2840 787 756 

Ebriidea 

Hermesinium adriaticum Zach 9 9% 710 186 216 

Nano Chlorophyceae miscellaneous 65 68% 65320 10716 14231 

Nano Chrysophyceae miscellaneous 9 9% 8520 3787 3510 
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Nano Cryptophyceae miscellaneous 87 92% 193120 22883 35289 

Nano Prasinophyceae miscellaneous 13 14% 8520 3168 2239 

Table S5. Pearson correlation coefficients, r, for variables used in PCA analysis (Figs. 6a and 

b) for stations SJ101 and RV001. Values in red are highly correlated, in blue are moderately 

correlated and in black are not correlated. 

 

T PO4 DIN %PL %GL %WE %ST %TG %PIG 

SJ101                   

T   -0.2369 -0.1437 -0.1164 -0.1188 -0.3235 0.1106 0.3934 -0.0027 

PO4     0.6763 -0.4119 -0.0836 -0.2233 0.6970 -0.0283 0.2592 

DIN   

 

  -0.2276 0.0085 0.0073 0.6056 -0.2796 -0.1652 

%PL   

  

  -0.6487 0.7001 -0.6523 0.1181 0.1076 

%GL   

   

  -0.6613 -0.0065 -0.5148 -0.3462 

%WE   

    

  -0.1840 0.0378 0.0279 

%ST   

     

  -0.1026 0.1602 

%TG   

      

  -0.1637 

%PIG                   

RV001                   

T   0.1578 0.6481 -0.1000 0.4988 -0.2552 0.3362 -0.5821 -0.1258 

PO4     0.6481 0.1782 0.1622 -0.1039 0.0594 -0.3444 -0.2943 

DIN   

 

  0.4650 -0.1175 -0.1275 -0.4763 -0.1329 -0.0723 

%PL   

  

  -0.5706 -0.4637 -0.6466 -0.4786 0.6497 

%GL   

   

  -0.2769 0.3685 -0.3205 -0.4346 

%WE   

    

  0.1909 0.7455 -0.5922 

%ST   

     

  -0.0084 -0.5057 

%TG   

      

  -0.3063 

%PIG                   
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Table S6. Pearson correlation coefficients, r, Pearson correlation coefficients for variables 

used in PCA analysis (Figs. 7a and b) for the both northern Adriatic stations for two 

temperature ranges, 15-20 °C and 20-25 °C (b). Values in red are highly correlated, in blue 

are moderately correlated and in black are not correlated. 

 

T PO4 DIN %PL %GL %WE %ST %TG %PIG 

15-20 C                  

T   0.7591 0.5268 0.0788 -0.5509 -0.6234 0.5984 -0.6733 -0.6291 

PO4     0.3853 0.3637 -0.3695 -0.0755 0.1266 -0.5679 -0.5269 

DIN   

 

  -0.5841 0.0463 -0.7007 0.7967 -0.1807 -0.7075 

%PL   

  

  -0.6475 0.4292 -0.7216 0.0459 0.3633 

%GL   

   

  0.3985 0.0614 -0.0407 -0.1333 

%WE   

    

  -0.8438 0.1122 0.4201 

%ST   

     

  -0.4438 -0.7149 

%TG   

      

  0.7251 

%PIG                   

20-25 C                  

T   0.3313 -0.8872 0.2245 -0.6168 0.2796 0.3585 0.6271 0.2745 

PO4     -0.4002 -0.3449 -0.2026 -0.3718 0.6882 0.9360 -0.4947 

DIN   

 

  -0.4689 0.8257 -0.5317 -0.3169 -0.6798 -0.2610 

%PL   

  

  -0.8200 0.7148 0.0086 -0.1348 0.7623 

%GL   

   

  -0.5495 -0.4359 -0.4477 -0.5538 

%WE   

    

  -0.3787 -0.1315 0.3058 

%ST   

     

  0.7092 -0.0676 

%TG   

      

  -0.3063 

%PIG                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


