"Utjecaj razlicitih koncetracija silikata na abundaciju
dijatomeje Chaetoceros gracilis (SChutt, 1985) u
uzgojnim uvjetima"

Precanica, Mario

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Dubrovnik / SveuciliSte u Dubrovniku

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:155:860322

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

Repository / Repozitorij:

Repository of the University of Dubrovnik

AN §epér

rd i r.ns k. h r DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLI


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:155:860322
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.unidu.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/unidu:722
https://dabar.srce.hr/islandora/object/unidu:722

SVEUCILISTE U DUBROVNIKU
ODJEL ZA AKVAKULTURU
PREDDIPLOMSKI STUDIJ AKVAKULTURA

Mario PreCanica

Utjecaj razlic¢itih koncentracija silikata na abundanciju dijatomeje
Chaetoceros gracilis (Schutt, 1985) u uzgojnim uvjetima

ZAVRSNI RAD

Dubrovnik, rujan 2018.



SVEUCILISTE U DUBROVNIKU
ODJEL ZA AKVAKULTURU
PREDDIPLOMSKI STUDIJ AKVAKULTURA

Mario PreCanica

Utjecaj razlic¢itih koncentracija silikata na abundanciju dijatomeje
Chaetoceros gracilis (Schutt, 1985) u uzgojnim uvjetima

ZAVRSNI RAD

Mentor: doc. dr. sc. Josip Mikus
Komentor: doc. dr. sc. Kruno Bonaci¢

Dubrovnik, rujan 2018.



Ovaj zavrsni rad je izraden pod stru¢nim vodstvom profesora doc. dr. sc. Josipa Mikusa i doc.
dr. sc. Kruna Bonaci¢a, u sklopu preddiplomskog studija Akvakultura na Odjelu za

akvakulturu SveuéiliSta u Dubrovniku.



SAZETAK

U ovom radu predstavljeni su rezultati uzgoja dijatomeje Chaetocheros gracilis
(Schutt, 1985) pri razli¢itim koncentracijama silikata. Istrazivanje opisuje brzinu rasta vrste C.
gracilis, duljinu svake faze uzgoja te razlike navedenog pri razli¢itim koncentracijama

silikata.

U pokusu se koristila 1 kontrolna i 3 testne grupe u duplikatu. Koristio se Guillardov
F/2 hranjivi medij, ali s razli¢itim koncentracijama silikata. U kontrolnoj grupi je sve radeno
po standardiziranom protokolu, dok se u testnim grupama radilo: u poc€etnoj fazi s normalnom
koli¢inom silikata, a u drugoj fazi s dvostrukom koli¢inom silikata (grupa 2), u pocetnoj fazi
bez silikata, a u drugoj fazi s normalnom koli¢inom silikata (grupa 3), u pocetnoj fazi bez
silikata, a u drugoj fazi s dvostrukom koli¢inom silikata (grupa 4). Koncentracija algi je
mjerena na dnevnoj bazi, i rezultati su pokazali da dodavanje vece koncentracije ne uzrokuje
brzi rast i vecu koncentraciju algi, ali pridonosi vecoj stabilnosti kultura algi jer produzuje
stacionarnu fazu rasta i ne dolazi do naglog pada koncentracije algi nakon Sto su alge

dosegnule svoju maksimalnu koncentraciju.

Sve grupe su pokazale sliéne maksimalne koncentracije algi i rast u lag fazi. Grupe
gdje su dodane dvostruke koli¢ine silikata od propisanog u GF/2 mediju su u drugom stadiju
uzgoja pokazale dulju stacionarnu fazu bez naglog pada koncentracije algi koje su se dogodile

u grupama gdje je dodana normalna koli¢ina silikata po GF/2 mediju.

Klju¢ne rijec¢i: fitoplankton, mikroalge, akvakultura, dijatomeje, Guillardov F/2 hranjivi

medij, silikat



ABSTRACT

This paper presents the results of cultivation of the diatom Chaetocheros gracilis
(Schutt, 1985) at varying concentrations of silicates. The study describes the growth rate of C.

gracilis and the length of each stage of cultivation at different concentrations of silicates.

The experiment used 1 control and 3 test groups in duplicate. The nutrient medium
that was used was Guillard F/2, but with different concentrations of silicates. In the control
group everything was done according to a standardized protocol, while the test groups
worked: in the initial stage with the normal amount of silicate and in the second stage with a
double amount of silicate (S+/++), in the initial stage without silicate and in the second phase
with the normal amount of silicate (S-/+), in the initial phase without silicate, and in the
second phase with the double amount of silicate (S-/++). Algal concentration was measured
on a daily basis, and results showed that adding a higher concentration of silicates did not
cause faster growth and higher algal concentration, but contributed to greater stability of the
algal culture by prolonging the stationary growth phase and not causing a sudden decrease in

algallevels after the culture reached its maximum concentration.

All groups showed similar maximum algal concentrations and growth in the lag phase.
Groups where a double amount of silica in the GF/2 medium was added to the second stage of
growing showed a longer stationary phase without a sudden decrease in algal concentrations

occurring in the groups where the normal amount of silica was added to the GF/2 medium.

Key words: phytoplankton, microalgae, aquaculture, diatoms, Guillard's F/2 nutrient media,

silicate.
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1. UVOD

Mikroalge su jednostani¢ni autotrofni organizmi koji koriste ugljikov dioksid i
hranjive tvari koje se nalaze u vodi te pomocu svjetlosti kao izvora energije proizvode
organsku tvar i1 kisik u procesu fotosinteze. Smatra se da su mikroalge odgovorne za

proizvodnju 50% svog kisika na Zemlji (https://www.livescience.com). Osnova su skoro

svake hranidbene mreze u akvaticnom mediju gdje sluze kao izvor hrane za sav zooplankton,
sve razvojne stadije Skoljkasa, licinacke stadije drugih vrsta mekuSaca te rakova, bodljikasa,

riba 1 mnogih drugih meroplanktonskih organizama (FAO, 1996).

U akvakulturi mikroalge se primarno koriste u mrjestiliStima, gdje sluZe kao hrana za
uzgoj zooplanktona (raci¢ Artemia sp., kopepodi, kolnjaci), kozica, te u tehnologiji uzgoja
zelenih voda (FAO, 1996). Interes za mikroalge u akvakulturi je zapoceo s prvim
mrjestiliStima riba i SkoljkaSa, danas su osnovni uvjet za skoro svako mrjestiliSte u
akvakulturi, a kako akvakultura u svijetu raste iz godine u godinu s time raste i potraznja za

mikroalgama (FAO, 2015).

Dijatomeje ili alge kremenjasice jedna su od najbrojnih skupina mikroalgi.
Pretpostavlja se da postoji skoro 10000 vrsta dijatomeja koje su odgovorne za ¢ak Cetvrtinu
sveukupne fotosintetske proizvodnje na svijetu (Sumper i Bruner, 2006). Razlikuju se od
drugih mikroalgi po jedinstvenim znacajkama i sve viSe istraZivanja se provodi u svrhu

njihova moguceg iskoristavanja u komercijalne svrhe.

1.1. Klasifikacija dijatomeja

Dijatomeje spadaju u carstvo Protoctista, odjel Chrysophyta i razred Bacillariophyceae

(sin. Diatomea) koji se dijeli u dva reda: Centrales i Pennales (Vili¢i¢, 2002).


https://www.livescience.com/

Red Centrales su alge kruZnog oblika i radijalne simetrije (slika 1). Zive kao
planktonski organizmi u moru i vodama na kopnu (npr. vrste rodova: Aulacoseira, Melosira,

Urosolenia; Round i sur., 1990).

Slika 1. Radijalno simetri¢ne Centrales (Preuzeto s: Kréger i Poulsen, 2008).

Red Pennales su bilateralno simetri¢ne alge u obliku Stapica (izduzene) ili koplja (slika
2). Zive u bentosu i rijetko kada ih nalazimo u planktonu. Spolni na¢in razmnoZzavanja je
izogamija, koja je za njih karakteristicna budu¢i da su gamete (izogamete) bez biceva i
morfoloski potpuno identi¢ne. Kod nekih vrsta na ljusturi nalazimo rafu, dok kod drugih vrsta

ona izostaje (Round i sur., 1990).



Slika 2. Dijatomeje iz skupine Pennales (Preuzeto s: Kroger i Poulsen, 2008).

1.2. Osnovne morfolosko-fizioloSke znacajke dijatomeja

Veli¢ina stanice dijatomeja varira od vrste do vrste, u rasponu od 2 um do 200 pm
(Thomas, 1996); (slika 3). Razlikuju se od ostalih mikroalgi jer imaju ljuSturu frustulu koja se
sastoji od dvije valve (epiteke i hipoteke). Frustula je tvrda vanjska stani¢na stijenka gradena
od silikata 1 organskih sastojaka. Upravo zbog izgradnje frustule dijatomejama su potrebni
silikati u okolnoj vodi. Epiteka se preklapa preko hipoteke (slika 4) i medusobno su povezane
strukturom nalik pojasu koju nazivamo cingulum (Crawford i sur., 2001). Unutrasnjost se
sastoji od protoplasta u kojemu nalazimo organele karakteristi¢ne za eukariotske alge. Plastidi
(kromatofori) sadrze karotenoidne pigmente (najvise B-karoten, diatoksantin, diadinoksantin i
fukoksantin) koji maskiraju zeleni klorofil i stanicama daju smedu boju. Vecina dijatomeja se
ne moze kretati samostalno 1 ovisi o strujanju vode, ali postoji nekoliko vrsta koje Cine
iznimku (Round 1 sur., 1990). Zbog vrlo teske frustule lako tonu na dno. Oslanjaju se na
turbulentno mijesanje gornjih slojeva vode s vjetrom kako bi se zadrzali u povrSinskim
vodama gdje im je dostupna sunceva svjetlost. Jedini mehanizam za reguliranje pozitivne

plovnosti je ionska crpka (Anderson i Sweeney, 1977).



Slika 3. Razliciti oblici dijatomeja (Preuzeto s: http://www.ucmp.berkeley.edu).

Slika 4. Prikaz epiteke koja se preklapa preko hipoteke (Preuzeto s:

http://www.ucmp.berkeley.edu).



http://www.ucmp.berkeley.edu/chromista/diatoms/diatommm.html

1.3. StaniSte i rasprostranjenost dijatomeja

Dijatomeje zive u svakom vodenom ili vlaznom mediju, od morskih stanista kao $to su
oceani, mora i lagune do rijeka, jezera pa i najmanjih lokvi. Dominantne su brojnoscu i
biomasom u vecini obalnih mora i jedna su od glavnih sastavnica fitoplanktona. NajceSce
borave blizu povrsine zbog izvora svjetlosti 1 nutrijenata. Dijatomeje zahtijevaju vodu bogatu
nutrijentima, posebno silikatima S§to govori podatak da iskoriste preko 6,7 milijardi tona
silicija godi$nje iz oceana u kojem se nalaze (Treguer 1 sur., 1995). Mogu zivjeti odvojeno ili
u kolonijama pri ¢emu se jedinke iste vrste medusobno povezuju u lance. Takoder, rastu
pri¢vrséeni na bentoske podloge, plutajuce otpatke i makrofite, te su sastavni dio perifitonske
zajednice (Wehr i sur., 2014). U nepovoljnim uvjetima mogu stvarati trajne ciste (spore), koje
se nazivaju hipnospore. Stvaraju tvrdu silificiranu ljusSturu s ciljem da potonu u hladniju vodu

koja je bogatija nutrijentima, ¢ekajuci opet povoljne uvjete (French i Hargraves, 2004).

1.4. RazmnoZavanje dijatomeja

Dijatomeje imaju dva nacina razmnoZavanja: spolno i nespolno (slika 5). Do spolnog
razmnozavanja dolazi kada je veli¢ina stanice manja od kriti¢ne razine, te je to naj¢es¢i nacin

vracanja veli€ine stanica.
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Slika 5. Prikaz nespolnog i spolnog razmnoZavanja kod dijatomeja (Preuzeto s: Castro 1

Huber, 2005).

1.4.1. Nespolno razmnoZavanje

Dijatomeje imaju sposobnost dvojne diobe, §to im je i primarni nacin razmnozavanja.
DNK prolazi kroz replikaciju koja uzrokuje podjelu kromosoma u dvije identi¢ne polovice,
S$to dovodi do formiranja dvije frustule. Svaka stanica kéer prima jednu od frustula roditeljske
stanice, kao i kod drugih organizama koji se nespolno razmnozavaju. To uzrokuje malu
frustulu ili hipoteku da stvori vecu frustulu. Roditeljska stanica raste te se dijeli na dvije
stanice kéeri. Ova vrsta razmnoZavanja uzrokuje smanjenje veli¢ine stanica kéeri od prosjecne
veli¢ine. Postepeno dolazi do smanjenja veli¢ina stanica, na samo jednu tre¢inu njihove
maksimalne velicine (slika 6). Ovaj nain vegetativnog razmnozavanja je jedinstven u
dijatomeja. Kako bi se vratile u svoju prvobitnu veli¢inu, moraju pro¢i kroz spolno

razmnozavanje (https://biologywise.com).



Slika 6. Pojedostavljeni prikaz nespolnog razmnozavanja dijatomeja (Preuzeto s: MacDonald

1869, Pfitzer 1869).

1.4.2. Spolno razmnoZavanje

Vrsta reda Centrales karakterizira oogami¢no razmnoZavanje. Muska stanica diobom
stvara niz diferenciranih odjeljaka kako bi se formirao ogranic¢en broj mikrospora, obi¢no
cetiri. Mikrospore prolaze mejozu te nastaje flagelirana sperma. Oogamicne Zenske stanice
proizvode jedno ili dva jaja pri ¢emu protoplast od Zenke olakSava ulaz spermija i pogoduje
oplodnji. Oplodnjom dobivamo zigotu sfericnog oblika koja se pove¢ava unosom vode kako
bi se formirale auksospore. Podjela auksospora proizvodi stanice maksimalne veli¢ine za tu

odredenu vrstu (Jeon, 2004).

Kod vrsta reda Pennales spolno razmnoZavanje je izogami¢no. Stanice se spajaju i
prolaze mejozu. Samo jedna ili dvije jezgre su spolno funkcionalne. Nastajanje gameta iz
frustula je povezano s proizvodnjom sluzi koja okruzuje kopuliraju¢e stanice. Gamete se
konjugiraju kako bi proizvele obi¢no jednu ili dvije auksospore po jednom roditeljskom paru.
Kao u vrstama iz reda Centrales, auksospora se dijeli kako bi se proizvele staniceobnovljene

veli¢ine (Jeon, 2004).



1.5. Ekonomski znacaj dijatomeja

Izvori nafte se iscrpljuju u cijelom svijetu 1 po€inju se traziti alternativni izvori goriva.
Upravo tu mnogi vide svijetlu budu¢nost u dijatomejama. Ve¢ su se pocele masovno uzgajati
za proizvodnju biogoriva iz viSe razloga: jednostavne su za uzgoj, sadrze dosta masnih
kiselina i organskih molekula, imaju veliku koli¢inu silicija, vrlo brzo se razmnozavaju (1-3
puta dnevno), godisnja produktivnost biomase mikroalga po jedinici volumena znatno

premasuje produktivnost po jedinici zemljisSta kopnenih biljaka (Samantray i sur., 2010).

Skoljkagima su dijatomeje, u kombinaciji s bi¢asima, od esencijalne vaznosti za
pravilan rast i razvoj vanjske ljusture, zbog ¢ega su dijatomeje iznimno vazan dio prehrane za
sve razvojne stadije SkoljkaSa (FAO, 1996). Kao prva hrana u mrjestiliStima ¢esto se koristi
zooplankon (ra¢i¢ Artemia sp.,kopepodi, kolnjaci), a dijatomeje su zbog svoje male veli¢ine i
odli¢nog nutritivnog sastava odnosno bogatog udjela masnih kiselina, odlicna hrana za sam
rast 1 razmnozavanje zooplanktona kao i za obogacivanje zooplantkona kako bi se unaprijedio

njegov nutritivni sastav pri hranjenju li¢inki riba (Brown, 2002).

1.5. Faze rasta mikroalgi u uzgoju

Postoji nekoliko faza rasta u uzgojnoj kulturi alga (slika 7). Prva faza je lag ili
indukcijska faza. U ovoj pocetnoj fazi dolazi dosporog povecanja gustoce stanica. Kulture
inokulirane eksponencijalno razmnozavaju¢im algama imaju brzu lag fazu, $to moze uveliko
smanjiti vrijeme potrebno za upscaling. Odstupanje od rasta pripisuje se fizioloskoj prilagodbi
metabolizma stanica na rast, kao §to je povecanje razine enzima 1 metabolita koji su ukljuceni

u podjelu stanica i fiksaciju ugljika (FAO, 1996).

Druga faza je faza eksponencijalnog rasta. Tijekom ove faze gustoca stanica povecava
se kao funkcija vremena t prema logaritamskoj funkciji: C; = CoXe(m D (Ci 1 Cp su
koncentracije stanica u vremenu t i 0; m = specificna stopa rasta). Specifi¢na stopa rasta

uglavnom ovisi o vrstama algi, intenzitetu svjetlosti 1 temperaturi.



10

Trec¢a faza je faza opadanja rasta. Podjela stanica se usporava kada hranjive tvari,
svjetlo, pH, uglji¢ni dioksid ili drugi fizicki 1 kemijski ¢imbenici po€inju ograniCavati rast.

v

Cetvrta faza je stacionarna faza koja nastaje kada ogranicavajuci ¢cimbenik i stopa rasta

dolaze u ravnotezu, Sto rezultira relativno konstantnom gusto¢om stanica.

Opadajuca faza je u posljednjoj fazi, kada se kvaliteta vode pogorSava i hranjive tvari
su vec iscrpljene do razinane podobnih za odrzavanje rasta. Gustoca stanica se brzo smanjuje,
a kultura algi se konacno rusi. U praksi, padovi kultura mogu imati razliite uzroke,
ukljucujuéi iscrpljivanje hranjivih tvari, nedostatak kisika, pregrijavanje, neodgovaraju¢i pH

ili zbog kontaminacije drugim organizmima.

Vazno je naglasiti da su mikroalge najkvalitetnije za hranidbu kada se nalaze u

eksponencijalnoj fazi (FAO, 1996).

Faza opadanja Stacionarna faza
stope rasta

Faza

. umiranja
Eksponencijalna

faza

Broj stanica (log)

Lag faza

Vrijeme

Slika 7. Faze rasta mikroalgi (Preuzeto s: FAO, 1996).
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1.6. Uzgoj dijatomeja

Uzgoj dijatomeja se razlikuje od uzgoja ostalih mikroalgi zbog njihovih posebnih
znacajki. Nedostatak organa za kretanje Cesto rezultira njihovim nakupljanjem na dnu

uzgojnih sustava.

Takoder, glavni limitiraju¢i ¢imbenik za proliferaciju dijatomeja su silikati. Gibson i
sur. (2000) utvrdio je da rast i koncentracija dijatomeja ovisi o koncentraciji silikata u vodi. U
jezeru Lough Neagh koncentracije silikata pocinju rasti na ljeto 1 najvisa koncentracija ocitava
se zimi. Primijeceno je da su dijatomeje postizale najviSu gustocu zimi kada je koncentracija
silikata bila najvisa i ostajala stabilna sve dok je bilo dostupnih silikata u vodi. Nakon §to bi
dijatomeje iscrpile silikate iz vode,njihova koncentracija dijatomeja bi takoder opala. Na kraju
ljeta, kada bi koncentracija silikata opet pocela rasti, postepeno ju je pratila i koncentracija

dijatomeja.

Pretpostavka u nasem pokusu je da bi dijatomeje mogle doZivjeti ve¢e maksimalne
koncentracije 1 stabilnije kulture, bez naglog pada ako su im dodane vece koli¢ine silikata.
Takoder, zeljelo se vidjeti ima li razlike u brzini rasta populacije i maksimalnoj koncentraciji
dijatomeja, ako im u pocetnom dijelu uzgoja nisu dodani silikati, te hoce li do¢i do brzeg ili
sporijeg rasta, odnosno do kompenzacije za inicijalni nedostatak silikata u slucaju naknadnog

izlaganja duploj koncentraciji.

Vrsta Chaetoceros gracilis (Schutt, 1985) je izabrana za ovaj pokus jer je jedna od
najcesS¢e korisStenih dijatomeja u akvakulturi (slika 8). Pripada redu Centrales, pa je tako
karakterizira oogamicno spolno razmnozavanje. Vrlo je zahvalna u uzgoju jer ¢ak 1 u prirodi,
kad je dostupno mnogo nutrijenata, ona ¢e Cesto nadvladati ostale vrste mikroalgi i postati
dominantna vrsta (Simon, 1978). Primarno se koristi kao hrana u mrjestiliStima $koljkasa,
gdje je esencijalna za rast 1 razvoj svih razvojnih stadija, te kondicioniranje mati¢nog stoka

(FAO, 1996).
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Slika 8. Fotografija dijatomeje Chaetoceros gracilis (Schutt, 1895) koristene u ovom pokusu.
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2. MATERIJALI Il METODE

2.1. Priprema Guillardovog F/2 medija

Guillardov F/2 medij jedan je od najces¢ih hranjivih medija koji se koristi za uzgoj

mikroalgi (tablica 1). Pripreman je prema protokolu iz Guillard (1975) (slika 9).

Tablica 1. Prikaz sastojaka za pripravljanje Guillardovog F/2 medija (Guillard, 1975).

GLAVNI NUTRIJENTI Kemijska formula Koncentracija (g/l)
Nitrati NaNO; 75gl!
Fosfati NaH,PO, H,0 5¢1"
Silikati Na,SiO; 9H,0 30g1"
METALI U TRAGOVIMA
FeCl; 6H,0 35¢gl!
Na,EDTA 2H,0 436¢g1"
Otopiti u 900 ml destilirane vode te dodati 1 ml u sljedecu otopinu metala u tragovima
CuSO, 5H,0 0,98 g 10" ml”
ZnSO, TH,O 2,20 g 107 m1”
CoCp, 6H,0 1g10” mI’
MnCl, 4H,0 18g 107 m1”
Na,MoO, 2H,0 0,63 g 107 m1"”
Dodati jedan mll"'u otopinu s glavnim nutrijentima
Vitamini
Biotin 1 mg
B 12 1 mg
Tiamin HCI 20 mg

Otopiti vitamine u 1 | destilirane vode te dodati 0,5 ml otopine u 1 1 morske vode
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Slika 9. Priprema Guillardovog F/2 medija.

2.2. Priprema startne kulture

Morska voda saliniteta 35 uzeta je iz buSotine u Bistrini koja se nalazi u
Malostonskom zaljevu s dubine od 20 metara, te spremljena u tamne kanistre kapaciteta 25 1
da sluzi kao izvor morske vode u laboratoriju. Voda je filtrirana kroz Munktell filter papir
veli¢ine pora 0,45 pum (slika 10). 15 ml filtrirane buSotinske vode prebaceno je u epruvete
zajedno s Guillardovim F/2 hranjivim medijem (1 ml ™M) i silicijem (1 ml 1™, koje su
zatvorene Cepi¢ima napravljenim od pamucne vate. Epruvete s filtriranom buSotinskom
vodom,Guilardovim F/2 medijem 1 silicijem su zatim autoklavirane na temperaturi od 121°C,

bez susenja.
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Slika 10. Munktell filter papir (veli¢ina pora 0,45 um) postavljen na filteru.

Radna je ploha dezinficirana 70%-tnim etanolom, a za rad su koriStene jednokratne
nitrilne rukavice takoder dezinficirane sa 70%-tnim etanolom. Pamucni ¢ep je skidan samo
iznad plamenika kako se epruveta i njen sadrzaj ne bi kontaminirali mikrobima iz zraka, a
sami grli¢ epruvete je dodatno uronjen u plamen za dezinfekciju stakla. Nastavci od
mikropipeta su prije rada sterilizirani u autoklavu. Mikropipetom je uzeto 30 pl fitoplanktona
iz matiéne kulture i prenijeto u epruvetu. Zatim je dodano 0,5 ml 1" vitamina. Nakon
dodavanja vitamina, epruveta je ponovno zatvorena pamuc¢nim Cepom. Startna kultura je

stavljena pored laganog svjetla pri konstantnoj temperaturi prostorije od 19°C.

3.3. Prebacivanje startnih kultura u Erlenmeyerove tikvice od 250 ml

Priprema radne povrSine i filtriranje vode obavljeno je jednako kao i za startne kulture.
Ovog puta je 150 ml filtrirane morske vode dodano u Erlenmeyerove tikvice volumena 250
ml 1 GF/2 hranjivog medija 1 silicija u jednakoj koncentraciji kao ranije. Tikvice su zatim
zacepljene ¢epom od pamucne vune i sterilne gaze (slika 11). Kao i ranije Erlenmeyerove

tikvice s filtriranom buSotinskom vodom, G/F2 medijem i silicijem su stavljene na
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sterilizaciju u autoklav na temperaturu od 121°C, bez suSenja. Nakon sterilizacije
Erlenmeyerove tikvice je bilo potrebno ostaviti da se ohlade na sobnoj temperaturi do iduceg
dana. Ohladene tikvice su tada inokulirane s 3 ml startne kulture algi i 0,5 ml I'" vitamina.
Postupak je izveden iznad plamenika kako bi se izbjegla moguca kontaminacija zrakom.
Erlenmeyerove tikvice, ponovno zacepljene cepom od vate i sterilne gaze,zatim su

postavljene na policu ispred fluorescentnih svjetiljki koje su bile upaljene 24 h (slika 11).

Slika 11. Kultura vrste Chaetoceros gracilis u tikvicama od 250ml - prvi korak u

eksperimentu.
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3.4. Dezinfekcija vode za Erlenmeyerove tikvice od 51

Kao i za manje volumene, buSotinska voda je filtrirana kroz Munktell filter papir s
veli¢inom pora od 0,45um. 4 1 filtrirane buSotinske vode je dodano u Erlenmeyerove tikvice
od 5 1. Zatim je dodano 0,2 ml "' izbjeljivaca s 5% aktivnog klora. Nakon dobre aeracija prvih
30 minuta kako bi se klor §to bolje izmijeSao s vodom, grli¢ tikvice se prekrio folijom da klor
ne ishlapi i tikvica se tako ostavila preko noéi. Sljedeéi dan, klor je neutraliziran s 12 mg I'!

natrijev-tiosulfat-pentahidrata.

3.5. Prebacivanje algi iz volumena od 250 ml u volumen od 51

Hranjivi medij je dodavan u tikvice od 5 1 tako da se prvenstveno sterilizirao u
autoklavu. Da bi se to izvelo, prvo je 100 mlbuSotinske vode profiltrirano kroz Munktell filter
papir 0,45 um i prebaceno u Erlenmeyerovu tikvicu volumena250 ml. U istu Erlenmeyerovu
tikvicu dodan je GF/2 medij 1 silikati u koli¢ini potrebnoj za jednu tikvicu od 5 1 (5 ml obje
otopine).Vrh tikvice je prekriven folijom te je tikvica stavljena u autoklav na sterilizaciju pri
121°C. Ovako sterilizirani 1 naknadno ohladeni hranjivi medij je dodan velikim
Erlenmeyerovim tikvicama od 5 | iznad plamenika. Vitamini su dodani mikropipetom u
koligini od 0,5 ml 1" kao i ¢itava zrela kultura algi iz tikvica od 250 ml. Na kraju, drzeéi grli¢
tikvice iznad plamena stavljen je ¢ep napravljen od vate i sterilne gaze koji je prethodno

steriliziran u autoklavu.

3.6. Postavljanje aeracije

Gumene cjevéice za aeraciju su prethodno sterilizirane u menzuri, dodavanjem 2 ml 1!
izbjeljivaca (5% aktivnog klora) 1 ostavljanjem preko noc¢i. Sljedeci dan klor je neutraliziran s
12 mg 1" natrij-tiosulfat-pentahidrata. Staklene pipete od 5 ml, koje se postavljaju unutar
same tikvice za dovod zraka, takoder su sterilizirane pri 121°C, sa suSenjem. Jedan kraj

gumene cjevcice bio je spojen na akvarijsku crpku za zrak a drugi na filter za zrak od 0,45 pm
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(slika 12). Druga cjevCica je ,,nizvodno* od filtera je spojena na staklenu pipetu iznad
plamenika (slika 13). Staklena pipeta, tako spojena na zracnu crpku, je stavljena kroz ¢ep u
Erlenmeyerovu tikvicu tako da joj je vrh tik iznad povrSine dna i u sredini tikvice. Cijeli vrh
tikvice je omotan aluminijskom folijom zbog dodatnog smanjenja moguénosti kontaminacije

kulture (slika 14).

EE— ) "“"‘

Slika 12. Filter za zrak koji se koristio za aeraciju tikvcica od 5 1.
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Slika 13. Postavljanje aeracije za tikvice od 5 1.

Slika 14. Pocetak uzgoja kultura vrste Chaetoceros gracilis u Erlenmeyerovim tikvicama od 5
1.
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3.7. Svjetlost i temperatura

Za Erlenmeyerove tikvice od 250 ml koristena je svjetlost ja¢ine 1000-1500 luxa. U
sljede¢em stadiju pokusa gdje su se koristile Elenmayerove tikvice od 5 1, koriStene su

fluorescentne cijevi jacine 2500 luxa. Fotoperiod koji se koristio bio je 24 h svjetla.

Optimalna temperatura za uzgoj mikroalgi je najcesce izmedu 20 i 24°C iako se to
moze mijenjati s obzirom na uzgajane vrste i soj. Najces¢e uzgajane vrste mikroalga podnose
temperature izmedu 16 1 27°C. Temperature nize od 16°C usporit ¢e rast, dok one koje

prelaze 35°C smrtonosne su za veéinu vrsta (FAO, 1996).

Temperatura koja se koristila za ovaj eksperiment bila je 20-22°C te se odrzavala

klima-uredajem u zatvorenom prostoru.

3.8. Postavljanje pokusa

U pokusu je koriStena kontrolna grupa i 3 pokusne grupe. Svaka grupa je odredena u
duplikatu (n=2), dakle ukupno je koriSteno osam Erlenmeyerovih tikvica od 250 ml za pocetni

stadij uzgoja 1 osam od 5 1 za zavr$ni stadij.

Kontrolnoj grupi (S+/+) dodana je koncentracija silikata po protokolu Guillardovog
F/2 hranjivog medija u pocetnom stadiju uzgoja (250 ml) 1 zavrSnom stadiju uzgoja (5 1).
Prvoj pokusnoj grupi (S-/+) u pocetnoj fazi uzgoja (250 ml) nisu dodanisilikati, ali je u
sljedec¢oj fazi uzgoja (5 1) dodano 1 ml 1" silikata kao po GF/2 mediju. U po&etnoj fazi uzgoja
(250 ml) druge pokusne grupe (S-/++) silikati takoder nisu dodani, ali je u sljedecoj fazi (5 1)
dodana dupla koli¢ina silikata od propisane koli¢ine koja se nalazi u GF/2 mediju(2 ml I'").
Trecoj pokusnoj grupi (S+/++) jeu pocetnoj fazi uzgoja (250 ml) dodana koli¢ina silikata kao
u kontrolnoj skupini (1 ml 1), ali u sljedecoj fazi uzgoja (5 1) dodana je dupla koligina silikata
(2 ml1Y).
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3.9. Odredivanje koncentracije algi Neubaerovom komorom

Brojanje stanica s Neubaecrovom komorom je najc¢eS¢a metoda odredivanja gustoce

mikroalgi u kulturi (http://www.celeromics.com). Neubauerova komora je debela kristalna

ploc€ica s veli¢inom staklenog klizaca 30 x70 mm i 4 mm debljine. Sastoji se od 3 uzdignuta
dijela, a brojanje se vrsi u srediSnjem na kojem se nalaze ucrtana dva prostora za brojanje s
crtama razliCitih mjerila (slika 15). Svaki prostor za brojanje je veli¢ine 3 mm %3 mm i sastoji
se od devet kvadratnih pododjeljaka Sirine 1 mm s manjim kvadrati¢cima. Pokrovno stakalce
se stavlja na Neubabuerovu komoru tako da stoji naslonjeno na bo¢na dva uzdignuta dijela, a
"lebdi“ nad srediSnjim podru¢jem. Udaljenost izmedu srediSnjeg uzdignutog dijela
Neubaerove komore 1 tako postavljenog pokrovnog stakalca je 100 pm. S mikropipetom se
uzima uzorak mikroalgi te stavlja u 1-2 kapljice na rub izmedu Neubaerove komore i
pokrovnog stakalca. PovrSinskom napetosti vode, uzorak sam popuni prostor izmedu podloge
i pokrovnog stakalca, a u slucaju da postoji visak uzorka, on ¢e se izliti u male kanale koji se
nalaze izmedu uzdignutih dijelova komore. Pri radu s komorom treba paziti da je radna
povrsina gdje se postupak obavlja ravna. U slucaju pojave mjehurica ili u slu¢aju pomicanja

pokrovnog stakalca, potrebno je ponoviti postupak.

Nakon prethodno opisanog koraka, Neubaerova komora se stavlja na mikroskop 1
mikrovijkom pomicemo uzorak dok mikroalge 1 svi kvatrati¢i na Neubaerovoj komori ne
postanu jasno vidljivi. Za brojanje algi koriStene su cetiri kutne komore i komora u sredini
(slika 15). Stanice koje diraju grani¢nu liniju komore se takoder broje (slika 16).
Koncentracija algi se ra¢una na sljede¢i na¢in: konc. (st. ml™") = broj stanica x 10000/broj

komora (http://www.celeromics.com).


http://www.celeromics.com/
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Slika 15. Neubaerova komora za brojanje stanica (Preuzeto s: http://www.celeromics.com).

Slika 16. Jedna komora s kvadrati¢ima s uzorkom stanica (Preuzeto s:

http://www.celeromics.com).
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S.REZULTATI

Koncentracije algi u Erlenmeyerovim tikvicama od 250 ml su mjerene prije
prebacivanja u Erlenmeyerove tikvice od 5 ml. U grupama gdje su inicijalno dodani silikati
(S+/+ i S+/++), alge su dosegle koncentraciju od 371 st. ul™" u razdoblju od sedam dana. U
grupama gdje silikati nisu dodani od pocetka (S-/+ 1 S-/++), koncentracija je bila niza, 168 st.

ul™ u istom razdoblju (slika 17).

400

350 -+

300 -

250 -+

200 -+

st. ul?!

150 -

100 -

bez silikata sa silikatima

Slika 17. Prikaz koncentracija algi u Erlenmeyerovim tikvicama od 250 ml.

Rezultati koncentracija algi u Erlenmeyerovim tikvicama od 5 1 dobiveni su
svakodnevnim brojanjem stanica na Neubaerovoj komori ¢ime su utvrdene koncentracije algi

i njihove faze rasta (slika 18).
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Slika 18. Koncentracija algi i faze raste kontrolne (S+/+) i1 svake od pokusnih grupa (S-/+, S-
/++, S+/++) tijekom uzgoja u Erlenmeyerovim tikvicama od 5 1. Vrijednosti su izrazene kao

AV + SD (n=2).
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Slika 19.Koncentracija algi u kontrolnoj grupi (S+/+) tijekom uzgoja u Erlenmeyerovim

tikvicama od 5 1. Vrijednosti su izrazene kao AV£SD (n=2).
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Kontrolna grupa (S+/+) je imala po&etnu koncentraciju algiod 77 st. pl™ (slika 19).
Broj algi je polagano rastao do 11. dana, nakon &ega je u &etiri dana broj sko&io s 522 st. pl™!
na 1220 st. ul™'. Nakon postizanja najvise koncentracije od 1220 st. pl" 15. dana, broj algi
postepeno opada do zadnjeg dana pokusa kada je izbrojano 326 st. pl.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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Slika 20.Koncentracija algi u prvoj pokusnoj grupi (S-/+) tijekom tijekom uzgoja u

Erlenmeyerovim tikvicama od 5 1. Vrijednosti su izraZzene kao AV+SD (n=2).

Prva pokusna grupa (S-/+) je imala po¢etnu koncentraciju 103 st. pl” (slika 20). Alge
su bolje rasle u pocetku i veé¢ nakon sedam dana dosegle koncentraciju od 492 st. pl”, nakon
¢ega dolazi do stagnacije od pet dana. Dvanaesti dan dolazi donaglog rasta koncentracije algi
pri kojem u pet dana broj raste na 1152 st. pl”'. Nakon dostizanja najvise koncentracije, broj

algi relativno naglo pada do zadnjeg dana pokusa kada je izbrojano 222 st. ul™.
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Slika 21.Koncentracija algi u drugoj pokusnoj grupi (S-/++) tijekom uzgoja u

Erlenmeyerovim tikvicama od 5 1. Vrijednosti su izrazene kao AV£SD (n=2).

Pogetna koncentracija u drugoj pokusnoj grupi (S-/++) bila je 41 st. ul”". Koncentracija
algi je polako ali postojano rasla do 14. dana kada je dosegla vrijednost od 461 st. pl™ i tada
zapocCinje eksponencijalna faza rasta od samo dva dana koja je prelazi u dugu fazu stagnacije
od 3est dana s najviSom vrijednosti od 911 st. pl”. Nakon 19. dana dolazi do opadanja

koncentracije algi. Zadnji dan je izbrojano 353 st. pl”.
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Slika 22.Koncentracija algi u trecoj pokusnoj grupi (S+/++) tijekom tijekom uzgoja u

Erlenmeyerovim tikvicama od 5 1. Vrijednosti su izrazene kao AV£SD (n=2).

Podetna koncentracija tre¢e pokusne grupe (S+++) je iznosila 44 st. pl’.
Koncentracija algi je polagano rasla do 11. dana kada je iznosila 498 st. pl”'. Tijekom
sljede¢ih Sest dana kultura algi uSla je u eksponencijalnu fazu i1 dosegnula najviSu
koncentraciju od 1211 st. ul" s fazom stagnacije od pet dana. Koncentracija je zatim algi

postepeno opadala do zadnjeg dana kada je iznosila 624 st. pl™.
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5.RASPRAVA

Glavni ogranicavaju¢i ¢imbenik za uzgoj dijatomeja u akvakulturne svrhe su silikati
koji se dodaju u hranjivi medij (Martin-Jezequel i sur., 2000). Cilj ovog rada je bio testiranje
razlicitih koncentracija silikata u razli¢itim fazama uzgoja, da se utvrdi imaju li silikati vaznu
ulogu u postizanju vece koncentracije stanica algi, kao i ulogu u stabilnijem uzgoju kultura
dijatomeja. Takoder cilj je bio vidjeti kako razli¢ite koncentracije silikata djeluju na duljinu

svake faze rasta dijatomeja.

Iz naSeg pokusa bilo je vidljivo da pocetna koncentracija silikata u ranijem stadiju
uzgoja (u volumenu 250 ml) nije imala znacajni utjecaj na kasniji rast vrste C. gracilisa. U
pocetnom volumenu od 250 ml u kontrolnoj grupi (S+/+) sve je bilo po GF/2 mediju dok se u
grupi S-/+ u pocetnom volumenu nije uopce dodavao silikata. U sljede¢em 1 zavrSnom
volumenu uzgoja od 5 | dodani su silikati po protokolu GF/2 medija u obje grupe. U
kontrolnoj grupi (S+/+) i grupi (S-/+) primijecen je skoro identi¢ni razvoj kultura, koje su bile

bez faze stagnacije rasta nakon $to su dosegnule vrhunac koncentracije algi.

U prvoj i drugoj pokusnoj grupi (S-/+ 1 S-/++),u pocetnom volumenu od 250 ml nije
bio dodan silikat, §to je rezultiralo manjom koncentracijom algi od 168 st. ul” na kraju
pocetne faze uzgoja. U sljedecem 1 zavrSnom dijelu uzgoja (volumen od 5 1), silikati su dodani
u dvostrukoj koncentraciji (2 ml I, dok su u standardnom GF/2 mediju silikati iznosili 1 ml
I"". Ipak, uoceno je da nedostatak silikata u po&etnom dijelu uzgoja nije imao znacajan utjecaj
na rast algi u drugom dijelu uzgoja kada su dodani silikati iako su u pocetnoj fazi uzgoja

imale nize koncentracije algi.

Treca pokusna grupa (S+/++) pokazala je najdulju eksponencijalnu fazu od 5-6 dana 1
fazu stagnaciju rasta 3 dana. Grupa S-/++ nije doZzivjela karakteristi¢an vrhunac koncentracije
algi kao ostale grupe, nego je iz eksponencijalne faze lagano presla u fazu stagnacije rasta, ali
ta stagnacija rasta je zato trajala pet dana. Na temelju toga, moguce je zakljuciti da su kulture
gdje je dodana dvostruka koncentracija silikata mnogo stabilnije s duljom eksponencijalnom
fazom i duljom fazom stagnacije rasta Sto je korisno jer se moze ocekivati da se kulture alga
nece naglo srusiti nakon postizanja vrhunca koncentracije. Boyd (2014) je uzgajajuci vrstu C.
gracilis za ishranu li¢inaka kozica iz porodice Peneidae takoder uocio da ova vrsta naglo

opada nakon kraja faze eksponencijalnog rasta. Njegove uzgojne kulture vrste C. gracilisa su
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dozivjele nagle kolapse odmah nakon S§to je uzgojna populacija dosegnula svoju najvisu
koncentraciju. Imali su nesto vise peakove koncentracija algi, ali zato jer su alge bile uzgajane
na viS§im temperaturama od 25-26°C. Upravo se u tom primjeru moze vidjeti prilika za
dodavanje dvostruke koncentracije silikata, koja bi po nasem pokusu sprijecila to nezeljeno

naglo rusenje kultura.

Laing (1985) u svome istrazivanju takoder potvrduje ovaj pokus. Grupe algi vrste C.
calcitrans s razli¢itim razinama silikata u vodinisu imale znacajno razli¢it rast do 2. dana
pokusa kada su zabiljeZene identi¢ne kolicine silikata u vodi za optimalnu apsorpciju silikata.
U grupama gdje je bilo manje silikata je nakon potrosnje silikata doslo do smanjenja podjele

stanica te vrste.

Uzimajuéi u obzir rezultate iz ovog rada moZemo pretpostaviti kako dodavanjem
silikata u kljuénim trenutcima rasta populacije vrste C. gracilis mozemo pozitivno utjecati da
rast i zdravlje kulture, te sprijeciti je od iznenadnog kolapsa. Daljnja istrazivanja o to¢nom
trenutku dodavanja silikata bi mogla rezultirati dodatnim saznanjima koja bi omogucila

preciznu manipulaciju ove vrste u uzgoju.
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6. ZAKLJUCAK

Dodatak silicijevog oksida ima znacajan utjecaj na brzinu rasta populacije dijatomeje

C. gracilis.

Dodavanjem vecée koncentracije silicijevog dioksida od preporucene ne utjeCe na

maksimalnu gustocu uzgojne populacije vrste C. gracilis.

Izostanak silicijevog dioksida u pocetnim uzgojnim stadijima ne utjeCe znacajno na
krajnji rezultat uzgoja vrste C. gracilis ako se kasnije doda normalna koli¢ina silicijevog

dioksida.

Dodavanje dvostruke koncentracije silicijevog dioksida u uzgajane kulture vrste C.
gracilis osigurava se stabilniji uzgoj, odnosno dulja eksponencijalna faza i faza stagnacije

rasta bez naglog rusenja kultura nakon dostizanja vrhunca.
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