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Uvod

1.1. Obrastaj u moru, ekonomska problematika

Morski okoli§ je specificno staniSte razli¢itim vrstama organizama, od prokariotskih
organizama poput bakterija do slozenih morskih kralieznjaka. Zivot u moru ovisi o mnogo
¢imbenika (abiotskih i biotickih) kao Sto su temperatura, salinitet, pH, hranjive soli, prozirnost,
turbiditet 1 dostupnost razliCitih substrata za sesilne organizme. U moru je svaka Cvrsta umjetna
podloga podlozna procesu naseljavanja (engl. fouling) zivih organizama. Visoka viskoznost vode
kao medija u kombinaciji s relativno niskom specificnom tezinom organizama u moru Cini

pri¢vr§¢ivanje vrlo vaznim u turbulentnim staniStima.

Bentos je zajednica mikroorganizmama i makrooganizama koja sSe razvija na granici
krute i tekue faze u vodenim sustavima, tj. morskom dnu (Margalef 1983, Wetzel 2001).
Definicijom periftona obuhvaceni su bijni 1 Zivotinjski organizmi pri¢vrS¢eni na razli¢itim
tipovima supstrata potopljenih u wvodi, a koji pritom ne prodiru u podlogu. Biofilm i
mikrofitobentos su dva sinonima koja se prema Maclntyre i sur. (1996) mogu takoder smatrati
perifitonom. Definicija mikrofitobentosa je da su to sve jednostanicne eukariotske alge te
cijanobakterije koje rastu unutar nekoliko milimetara na osvijetlenom sedimentu (Maclintyre i
sur. 1996). Uzimajuéi u obzir ove definicije, perifiton se smatra osnovom hranidbenog lanca te u
nekim vodenim staniStima najbrojnjm oblkom primarnih proizvodaca (Wetzel 1964,
Goldsborough i Robinson 1996). Perifiton se dijeli na: euperifiton (osnovni dio perifitona, Cine
ga pricvrSéeni organizmi prilagodeni seSilnom nadinu Zivota — pomocu rizoida, Zelatinoznih
cijevi, stapki, drzaka i sl), pseudoperifiton (pridruzeni dio perifitona, zajednica organizama Kkoji
se slobodno krecu medu pricvrSénim vrstama, ovise¢i o njima kao izvoru hrane ili zastiti od
predatora, planktonski organizmi uhvaceni i zadrZani u gustoj mrez pricvrSéenih makrofita). S
obzirom na supstrat kojeg naseljavaju, perifitonske zajednice mogu biti: epiholon (organizmi na
razli¢itim supstratima), epizoon (organizmi na zivotmjama), epidendron (organizmi na drvecu),
epiliton (organizmi na kamenju), epipelon (organizmi na mulju), epipsamon (organizmi na

pijesku) i epifton (organizmi na biljkama).

Naseljavanje organizama na podloge danas predstavlia svjetski problem, od pucinskih

naftnin platformi, preko trgovackih, putnickih, ratnih brodova, do ribarskih postrojenja i razlicite
1



Uvod

ribarske opreme. Najveci problem obrastaja na brodovima predstavlja moguénost korozije krme,
a zbog toga brodovi poveéavaju potrosnju goriva i do 30% (De Rincon i sur. 2001). Naravno,
veca potrosnja goriva uzrokuje veéu cijenu prijevoza. Posljedicno tome, javlja se i povecano

otpustanje staklenicnih plinova Sto predstavlja veliki ekoloski problem danasnjice.

Ribarska oprema 1 marikultura takoder imaju velikih problema sa obrastajem. Zbog
obraStaja na uzgojnim instalacijama za ribe, SkoljkaSe 1 druge uzgojne organizme javljaju se
ekoloski problemi poput anoksije, eutrofikacije, povecanog turbiditeta, a takvi problemi mogu

dovesti do pomora organizama i velikih ekonomskih gubitaka (Lewis isur. 1997).

Kroz povijest su se koristile razli¢ite metode uklanjanja obrastaja sa brodova i drugih
instalacija u morima: od jednostavnog periodicnog skidanja obrastaja i CiS¢enja krmi brodova,
preko koriStenja razlicith premaza do odabira materijala koji su otporni na naseljavanje. Velike
probleme u proslosti stvarao je premaz tri-butil-kositar (TBT) koji je toksi¢an za obrastaj, ali nije
selektivan toksin. Njegova toksicnost Steti 1 drugim morskim organizmima, a taloZi se i u
sedimentu iz kojega se moZe procesom remineralizacije ponovno naéi u vodenom stupcu (Stein i

sur. 2001). TBT je zbog svojih utjecaja danas zabranjen u veéini zemalja svijeta.

Danasnje metode prevencije naseljavanja mikro i makroorganizama je odabir pravog
materijala, koji se u vecini sluiCajeva pokazao titanij (Greenberg T., Itzhak D. 2002) koji je
pokazao malu ili nikakvu toksi¢nost za morske organizme. Takoder, titanij se pokazao i

otpornim na mikrobioloski utjecanu korozju (engl. microbiologically influenced corrosion
(MIC)).
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1.2. Razvoj biofilma

Biofilm je kompleksna zajednica pricvrs¢enih stanica i njihovih metabolita koja se sastoji
od organizama poput bakterija, prazivotja, algi i drugh beskraljeznjaka. (O’Toole 1 sur., 2000,
Stoodley i sur., 2002). Opcenito prihvaceno razvijanje biofilma moze se objasniti u nekoliko
faza: (1) Adsorpcija, (2) Imobilizacija, (3) Konsolidacija, (4) Naseljavanje (Slika 1).

Proizvodnja EPS

Dusikove Bakterijska stanica
karboskilatne soli

Adsorpcija

Konsolidacija Naseljavanje Visestaniéni

obrastaj
. o

Sekunde - minute Dani - mjeseci Vrijeme

Slika 1. Cetiri faze pri razvijanju biofima (preuzeto i prilagodeno iz: Lehaitre M., Compére, C. (2007):
Biofouling and underwater measurements. In: Babin et al. (eds), op. cit., Backscatter, 10: 22-25.)

Cetiri faze razvoja biofilma:

1. Adsorbcija — vezivanje otoplienih kemijskih spojeva, veéinom makromolekula poput
glikoproteina, proteoglukana i polisaharida, u prvim trenutcima doticaja bilo koje
podloge sa morskom vodom. Obi¢no traje nekoliko minuta, a anorganske i organske tvari
su slobodno prisutne i otopliene u vodi ili su produkt metabolita drugih mikroorganizama
(Baier et al. 1972, Compere et al 2001).

2. Imobilizacija — reverzibilno vezivanje bakterijskih stanica slabim vezama i interakcijama

na povrSinu substrata.

3. Konsolidacija — ireverzibino vezivanje bakterijskih stanica na povrSinu substrata. U ovoj
fazi bakterijske stanice pocinju izluCivati EPS (engl. Extracellular polymeric substances)

pomoc¢u kojih se stvara trajna veza izmedu stanice 1 povrSine. EPS se sastoje od
3
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polisaharida, proteina, nukleinskih kiselina 1 lipida te ukljucuju razlicite funkcionalne
grupe poput karboksilnih, amino i fosfatnih skupina. Upravo im raznolikost
funkcionalnih grupa omogucuje bolje vezanje na povrSinu visoko energetskim vezama

poput dipol-dipol, ion-dipol, vodikovim vezama te Debyevim interakcijama.

4. Naseljavanje — zavrSna faza u razvoju biofilma. Nakon svega nekoliko dana, drugi
mikroorganizmi poput jednostaniénih algi naseljavaju bakterijske kolonije. Biofilm
poprima trodimenzionalnu strukturu te tako dopusSta naseljavanje 1 viSestanicnih
organizama poput li¢éinki beskraljeznjaka, viSestaniénih nitastih algi te  ostalog

makrozoobentosa.

Tijekom razvijanja biofilma neki dijelovi povrSine mogu ostati nenaseljeni, dok se na
drugima razvija kako je opisano u cetiri faze. Debljina biofilma varira od svega nekoliko
mikrometara do par centimetara ovisno 0 sastavu medija. Takoder, debljina biofilma nie
homegena na svim djelovima substrata. Posljedicno tome, koncentracija otopljenog kisika varira
kroz povrSinu i visinu biofilma. Neki dijelovi mogu biti aerobni, a drugi anaerobni, ¢ak u tolikoj
mjeri da ne zadovoljavaju metabolicke potrebe anaerobnih bakterija, pa se razvijaju sulfat-
reducirajue  bakterije. Fotosintetske mikroalge proizvode kisikk u povrSinskim dielovima
biofilma, a bakterije svojim metabolizmom mienjaju pH. Na taj naCin uvjeti unutar biofilma
(konc. otoplienog kisika, metalnih kationa i otopljenih iona te pH) mogu znatno varirati od

okolnog medija.
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1.3. Opcéa podjela, grada i rast bakterijskih stanica

Bakterije su jednostanitni mikroorganizmi koji spadaju u nadcarstvo prokariota.
Karakterizira ih nedostatak jezgrine membrane i membrana oko organela (Slika 2). Opcenito,
bakterije se dijele na dva razreda: Archaebacteria i Eubacteria. Bile su jedini oblik Zvota prije 2
mird. godina, a prvi ih je opazio Antony van Leeuwenhoek u 17. stoljecu. Bakteriologija kao
znanstvena disciplina se pocinje razvijati u 19. stoljeu prvenstveno zahvaljujué¢i Louisu Pasteur-

u i Robertu Koch-u.

kromosom

pilus (fimbria)

ribosomi  \

kapsula ili
sluzavi sloj

n o alb | / \

plazmid citoplazma stani¢na stijenka

Y citoplazmena
== membrana

Struktura tipicne prokariotske (bakterijske) stanice. Na ovoj slici stanica
Jje uzduzno prerezana radi prikaza njene unutarnje strukture.

Slika 2. Grada bakterijske stanice. Preuzeto i prilagodeno sa: http//www.svet-biologije.com/

Bakterije su izvanredno prilagodljivi mikroorganizmi. Nalazimo ith u svakom Zivom
organizmu te u svim dijelovima svijeta (od hidrotermalnih izvora na dnu oceana do vrhova

planinskih masiva). Dijele se na viSe naina, no najznaCajnija podjela je prema morfologiji
5
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njihove stanice: koki (okruglaste stanice), bacili (izduzene stanice), spirili (zavijene stanice),
vibrioni (stanice poput zareza), koko-bacili (izduzeni koko oblik) te spirohete (viSe zavijene
stanice nego spiril). Veli¢ina bakterijskih stanica varira od veli¢ine mikoplazmi (0,3 do 0,8 pm)
do veli¢ine cijjanobakterija (promjer 10 pm). Bakterijske stanice su ograniCene veli€nom jer
razmjenjuju vodu, plinove i hranjive soli uglavnom difuzjom (nemaju kompleksne membranske
transportne mehanizme kao eukariotske stanice). Sto je stanica veéa, ima veéi volumen u odnosu
na povrSinu. Kod odredene granice povrSina stanice nije dovoljna da bi dopustila ulaz nutrijenata
potreban za odrzavanje velikog volumena. Ekstremni primjer veli¢ine bakterijske stanice je vrsta
Thiomargarita namibiensis pronadena u oceanskom sedimentu dimenzije stanice 750 pm (0,75

mm) $to je 600 puta veca stanica od tipicne bakterije kao $to je Escherichia coli.

Sliede¢a vazma podjela bakterija je po gradi citoplazmatske membrane, pa tako
razlikujemo Gram pozitivne i Gram negativne bakterije. Kod Gram pozitivnih bakterija Stani¢na
stienka osim  mureina sadrzi  teihonsku kiselinu  (polimer glicerolfosfatne i ribitolfosfatne
Kiseline), a ona je vezana na debele slojeve peptidoglikana. Kod Gram negativnin bakterija
peptidoglikan je u maloj koli¢éini, bez teithonske kiseline. Peptidoglikan u periplazmatskom
prostoru vezan je za lipoproteine u vanjskoj membrani koja sadrzi lipopolisaharide, lipoproteine i
fosfolipide. Sto se ti¢e pokretljivosti bakterijskih stanica, razlikujemo ih po smjestaju i broju
bi¢eva: monotrih (jedan bi¢ na jednom kraju), lofotrin (dva ili viSe bi¢eva na jednom ili oba kraja
stanice), amfitrin (po jedan bi¢ na oba kraja stanice) i peritrin (bicevi okolo Citave stanice). Uz
biceve, bakterijska stanica sadrzi 1 fimbrije (pile) koji su tanji od biCeva i u ve¢em broju.
Najznacajnija uloga pila je tijekom spajanja dviju stanica i razmjene DNA, pa ih stoga nazivamo
I seks-pili (F-pil). Bakterije se razmnozavaju binarnom diobom kojoj prethodi mitoza DNA te
kariokineza, a zawvrSava citokinezom tako da od jedne roditeljske stanice nastaju dvije stanice

kéeri. Dinamika rasta bakterijske populacije se moze podijeliti u vise faza (Slka 3).
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0 vremenu u pojedinim fazama rasta.

Slika 3. Prikaz dinamike rasta bakterijske populacije. Preuzeto i prilagodeno sa: http://www.svet-
biologije.com/

1.3.1. Bakterije u biofilmu

Bakterije, kao prvi kolonizatori na razli¢itim substratima u morskom okoliSu, pruzaju
inicijalno  mjesto za priévr$¢ivanje ostalih organizama kao $to su npr. dijatomeje. Svojim
izluCivanjem EPS tvari oblikuju primarni biofilm prepun hranjivih soli i drugih organskih
metabolita koje slize kao izvor hrane i prekursora za odvijanje metabolizma drugih organizama
u biofilmu. Glavna pokretacka sila za razvoj bakterijskih zajednica je samoorganizacija i
suradnja izmedu stanica, a ne klasiéna kompeticija individualnih mikroorganizama (Daniels i
sur. 2004, Davies i sur. 1998, Fuqua i Greenberg 2002, Parsek i Greenberg 2005). Bakterije su
kolonijalni organizmi po prirodi i samim time mogu mienjati i sebi prilagodavati uvjete unutar
biofilma jer imaju sposobnost koordiniranog moduliranja genske ekspresije obzirom na okoliSne
uvjete (Daniels i sur. 2004). Kemijski spojevi koje proizvode bakterije i dijatomeje, kao 1 zivi
mikroorganizmi  koji zive unutar biofilma mogu dovesti do poremecaja u formiranju il
sprijeciti samo naseljavanje te prema tome mogu biti korisni za biotehnoloske razvoje ekoloskih
zastita protiv morskog obrastaja (Clare i sur. 1992, Holmstrem i Kjelleberg 1999, Armstrong i
sur. 2000a).
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1.4. Bacillariophyceae — alge kremenjasSice

Dijatomeje ili alge kremenjasice (red Heterokontophyta, carstvo Eukaryota) su
jednostani¢ni autotrofni organizmi koji zive pojedinacno ili u kolonijama. Nalazimo ih u moru,
bocatoj 1 slatkoj vodi te u vlaznoj zemlji. Postoje planktonski oblici i oni koji Zive na supstratu il
su za njega pricvrséeni. Dijatomeje nemaju biCeve, lebde u vodi i u potpunosti ovise o

horizontalnom i vertikalnom gibanju vodenih masa.

Stanica dijjatomeja nema staninu stijenku ve¢ je nakon stanicne diobe obavijena
periplastom. Ispod plazmaleme nalaze se vezikule u kojima se sintetiziia amorfni i netopljivi
opal (SiO, x HyO) iz netopljivog silicija, koji je u moru prisutan u obliku ortosilicijeve Kiseline
(H2Si04) 1 njezinih topljivih polimera. LjuSturica (frustula) se sastoji od 2 polovice, od kojih
veca, kao poklopac kutije, pokriva manju. Vanjska, veca ljustura se zove epiteka (epythaecae), a
unutarnja, manja, hipoteka (hypothaecae). Svaka teka sastoji se od valve (epivalva i hypovalva).
Valve mogu biti razli¢ith oblika (okrugle, elipticne, stoZaste ili valovite), a bo¢no su spojene sa
pojasom. Pleure gornjeg 1 donjeg dijela ljusturice stvaraju pojas, a dva vezujuca pojasa, po jedan
pricvrséen za svaku valvu, zovu se “girdle” (engl. girdle bands) (von Stosch 1975) i oni drze
valve spojene preko njihovih rubova pektinoznim filmom. Nekada postoji jedan ili viSe dodatnih
pojaseva koji se zowu interkalarni pojasevi. Svaka stanica dijatomeje ima valvalni i pleuralni
polozaj. U taksonomskoj identifikaciji dijatomeja vazno je sagledati oba polozaja stanice jer se
sve morfoloske karakteristke ne mogu vidjeti samo iz jedne perspektive. Imaju velike vakuole

koje zapremaju 90% stani¢nog prostora.

S obzirom na simetriju razlikujemo dijatomeje s radijalnom simetrijom — centrice
(Centrales, po novom Biddulphiales) i one s bilateralnom simetrijom — pentane dijatomeje
(Pennales, po novom Bacillares). Kod centrica se moZe povu¢i bezbroj ravnina simetrije koje
prolaze kroz pervalvalnu os. Kod penatnih dijatomeja se moze povuéi tri osi simetrije (apikalna,
transapikalna i pervalvalna) te tri ravnine simetrije (valvalna, apikalna i transapikalna) (Slika 4).
Stanice nekih wrsta dijatomeja simetriéne su samo s obzirom na jednu ili dvije ravnine simetrije.
Valvalna (dijeli stanicu na gornju i donju polovicu) i apikalna (dijeli stanicu na lijevu i desnu

polovicu) ravnina prolaze kroz apikalnu os simetrije. Kroz transapikalnu i pervalvalnu od prolazi
8
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transapikalna ravnina simetrije koja dijeli stanicu na prednji i straznji dio. Ako se prednji i
straznji dio stanice ne razlikuju, transapikalna ravnina ne postoji Medusobni odnos dimenzija

ravnina simetrije odreduju oblik valve (Kelly 2000).

RADIJAINE OSI

VALVAINA
RAVNINA

C TRANSAPIKAINA RAVNINA

b

Slika 4. Ravnine i osi simetrije u dijatomeja s radijalnom simetrijom (a) i bilateralnom simetrijom (b)-
Preuzeto i prilagodeno sa:
http//wgbis.ces.iisc.ernet.in/biodiversity/sahyadri_enews/newsletter/issue26/articlel/chap3.htm

Neke pentane dijatomeje imaju longitudinalni prorez u teki koji se zove pukotina ili rafa
(rapha) koja je podijeliena na dva dijela srediSnjim ¢vorom (nodulus centralis), a svaka polovica
rafe zavrSava u ispupCenju koje se zove vrSni ¢vor (nodulus apicalis ili nodulus terminalis). Rafe
vrlo Cesto zavrSavaju vrSnim, apikalnim porama (porus apicalis) ili jeziCastom strukturom
(helictoglossum) (Slika 5). Dok je kod nekih wrsta rafa reducirana na samo jednu valvu
(monorafidale), kod drugih se nalazi na obje valve (birafidale) ili ju uop¢e nemaju (arafidale).
Uz rafu, postoje dva tipa perforacija ljuStura: jednostavne rupe ili pore i kompleksnije lokule ili
areole (Hendey 1964, Ross i Sims 1972). Pora se sastoji od jednostavne rupe u inace homogenoj
silificiranoj ljusturi koja je Cesto pojacana rebrima (costae). Pore ili areole mogu biti u jednom,

dva ili viSe redova (stria, pl. striae).


http://wgbis.ces.iisc.ernet.in/biodiversity/sahyadri_enews/newsletter/issue26/article1/chap3.htm

SREDISNJE
REBRO

REBRA
(COSTAE)

REBRA (COSTAE)

POJAS (GIRDLE BAND) > STRIAE

\ &

PLEURALNI POLOZAJ PENATNE DIJATOMEJE S " VALVALNI POLOZAJ PENATNE DIJATOMEJE
F—20 ym —

Slika 5. Glavne morfoloske karakteristike ljusturice penatnih dijatomeja
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Razmnozavanje je najéeSCe vegetativno, diobom stanice, ali postoji i raznolik spolni
zivot. U vegetativnoj diobi svaka od novih stanica zadrzava polovinu ljusture stanice-majke, a
drugu polovinu sama dograduje (za to im treba 10 — 20 minuta, a tijekom dana mogu se dijelit 1
— 8 puta). Novonastale stanice nisu jednake po veliéini. Jedna stanica je veli¢ine epiteke stanice-
majke, a druga stanica je veli¢ine njezine hipoteke. Kao posljedica takvog nacina diobe, odnosno

nakon niza uzastopnih dioba, javlja se postupno smanjivanje veliine stanica (Slika 6).

Vegetativno dijeljenje

i\

—
T
Smanjenje

i kucéice -

)
l
l
I

Slika 6. Zivotni ciklus penatne dijatomeje. Preuzeto i prilagodeno sa http://www.bio.vu.nl/thb/deb/

Kad se veli¢ina stanice smanji na polovinu ili tre¢inu normalne veli¢ine stanice-majke,

aktivira se gen koji zaustavi daljnju diobu stanice, a zatim dolazi do spolnog rasploda

(kopulacije). Nakon kopulacije razvija se auksospora. Ona pocinje klijati te zbog rastezanja

(bubrenja) viSestruko naraste. Stare ljusture, koje ponekad jo$ vise na njoj, razmaknu se, te

nastaje novi par ljustura. Tako je nastala ponovno nova, "pocéetna" stanica-majka.
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Mnoge dijatomeje nakon aktivnog vegetativnog razdoblja (ili u nepovoljnim uvjetima),
prelaze iz vegetativnog oblika u oblik statospore. Kad se kolicina hranjivin soli ¥ili duljina dana
ponovno poveca, statospora proklije 1 vrati se u normalnu, vegetativnu fazu. Vegetativna
reprodukcija ograniena je kolicinom otoplienog silicija u vodi, koji je topljiviji i dostupuniji u
alkalnoj vodi.

Dosad je opisano oko 12 000 wrsta dijatomeja swrstanin u preko 250 rodova, a
pretpostavlja se da bi ukupno moglo biti oko 100 000 wrsta (van der Hoek i sur. 1995). Na
temelju molekularnih podataka, sastava pigmenata te strukture plastida, dijatomeje su smjeStene
u odjel Heterokontophyta (Medlin 2006). Dijatomeje, kao najvaznija i najdominantnija skupina
perifitonskih zajednica te njihova uloga u primarnoj produkciji u vodenim staniStima su Cesto
podcijenjene. Osim kvantitativnih 1 kvalitativnih  vaznosti  perifitonskih  dijatomeja, njihovom
istrazivanju je pridana vaznost jer su odli¢ni ekoloSki indikatori kako su prisutni u svim vodnim
staniStima te reagiraju na male ekoloske promjene wvelikim promjenama u biomasi Posebno,
uoceno je da su dijatomeje jako dobar indikator pH, saliniteta te hranjivih soli pa su se pocele
Siroko koristiti kao ekoloski indikator vode za probleme kao $to su problem acidifikacije
(Charles i sur. 1990, Battarbee i sur. 1990, Battarbee i sur. 1999), salinifikacije (Fritz 1990,
Juggins 1992, Cumming i Smol 1993), eutrofikacije (Smol i sur. 1983, Engstrom i sur. 1985,
Whitmore 1989, Anderson 1990, Bennion i sur. 2000), te klimatskie promjene (Smol i Cumming

2000). Njihova bioindikatorna uloga se koristi i prou¢ava unutar znanosti paleoekologije.

1.4.1. Dijatomeje u biofilmu

Perifitonske dijatomeje dijele se na razlicite forme obzirom na njihov rast (Round, 1981):
uspravne (prvenstveno arafidne wrste koje su pricvrséene na substrat pomocu ekstracelularnin
polimerninh substanci (EPS) pomocu kojih izgraduju stapke), dobro pri¢vrséene (engl. adnate)
koje su prvenstveno monorafidne wvrste koje se pricvrscuju cijelom powrsinom valve, te neke
birafidne wrste kao $to je Amphora spp., pokretne (birafidne vrste koje se slobodno pokrecu po
substratu), dijatomeje koje formiraju sluzavi omota¢ (engl. tube-forming) - navikuloidni i

nitzchioidni oblici koji zive u sluzavim omotacima koje su same proizvele, plokon (engl. plocon)

12
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- alge koje su slabo pricvrs¢ene za substrat kao s§to su centrice i cijanobakterije, planktonske

(vrste koje ostaju zarobliene u perifitonskoj zajednici pri tome nastavljaju¢i sa procesima
fotosinteze).

Prema Totti i sur. te njihovom istrazivanju u sjevernom Jadranu postoji nekoliko faza
naseljavanja mikrofitobentosa. U prvoj fazi, substrat naseljavaju samo bakterije i detritus, a
slijede dobro pri¢vrséeni i pokretni oblici dijatomeja koji formiraju rozetaste strukture uspravno
se pricvrs¢ivaju¢i na substrat. U zadnjoj fazi dogada se veliki rast uspravno pricvrséenih
dijatomeja koje naposlijetku kreiraju kompleksnu trodimenzionalnu zajednicu (Korte i Blinn,
1983, Tuji, 200043, b).

1.5. Prethodna istraZivanja

1.5.1. Jadransko more

Jadransko more je sjeverni izdanak Sredozemnog mora (Mediterana), a ¢ini samo 4,6%
od ukupne povrSine. (Ridanovi¢ i sur. 1999). Jadransko more je pretezno plitko. Sjeverno od
Pule mu dubina ne prelazi 50 m, a sjeverno od Zadra 100 m. Najdublji dio Jadrana je
Juznojadranska kotlina ¢ija je dubina veca od 200 m, a dostize 1243 m. Jadran je takoder

relativno toplo more - temperatura mu ne pada ispod 11 °C.

Sjeverni Jadran je relativno plitko more te njegova dubina ne prelazi 50 metara. Ta
karakteristika omogucuje da se zajednice algi razvijaju i na samom dnu buduéi je cijelo more u

eufotickoj zoni (svijetlost dopire do samog dna).

Rijeka Po najsnazniji je izvor slatke vode i nutrijenata u sjevernom dijelu Sredozemlja
(Pettine 1 sur. 1998). Pove¢ana koncentracija nutrijenata u sjevernom Jadranu izazviva pojacan
razvoj fitoplanktona (Revelante i Gilmartin 1976, Chiaudani i sur. 1980, N. i T. Tegaccia 1983,
Gilmartin i sur. 1990, Giordani i sur. 1997). Dominiraju dijatomeje, ali je i Cest razvoj toksi¢nih
wvrsta (Honsel 1 sur. 1992). Morske struje odreduju raspodjelu fizikalno-kemijskih te bioloskih
svojstava u sjevernom Jadranu. Tako se npr. more uz istarsku obalu u proljece i ljeto zagrijava

brze nego Sto se hladi u jesen, a to je povezano sa Sirenjem vode rijeke Po (Supi¢ 1 Orli¢ 1992).
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1.5.2. Istrazivanja u Jadranskom moru

Istrazivanja radena u sjevernom Jadranu su prvi podaci o distribuciji mikrofitobentosa ne
samo u Jadranskom moru, ve¢ i u cijelom Mediteranu. U nekoliko istrazivanja pokazalo se da se
kolonizacija na umjetnim podlogama razlikuje od one na prirodnim (Hamilton i Duthie 1984,
Sabater 1 sur. 1998). Pokazalo se da ne postoji bitna razlika u strukturi zajednica na razhcitim
umjetnim podlogama, ve¢ da se sliéne zajednice mogu promatrati na razliCitim supstratima.
Perifitonske zajednice u sjevernom Jadranu sastojale su se pretezito od dijatomeja koje su
pokazale izrazitu sezonsku varijabilnost. Najve¢a abundancija i biomasa bila je uocena u periodu
izmedu veljade i listopada (557,156£82,602 stanica cm?), dok je u periodu izmedu sijeénja i
veljate abundancija i biomasa bila mnogo niza (3654407 stanica cm?) (Totti i sur., 2007).
Podaci su uskladu s istrazivanjima koje je proveo Round (1972, 1985) koji je otkrio da je najveca
raznolikost dijatomeja upravo u periodu najvece insolacije i temperature. Rezultati su takoder u
korelaciji s podacima o sezonskoj varjjabilnosti planktonskih zajednica istog podrucja (Totti i
sur. 2000, Bernardy-Aubry i sur. 2004). Nagli porast broja dijatomeja pripisuje se duljini danjeg

svijetla te takoder naglom porastu nutrjjenata nakon zimskog mieSanja (Marini i sur. 2002).

Uoceno je vise faza kolonizacije umjetnih podloga: u prvoj fazi na podlogu se smjestaju
bakterije te organski detritus, u sliedecoj fazi dolaze dijatomeje koje leZe na supstratu te
uspravne wrste koje tvore neku wrstu rozete, a tek u posliednjoj fazi javlja se nagli porast

uspravnih dijatomeja koje tvore kompleksnu trodimenzionalnu zajednicu (Totti i sur., 2007).

Takoder, uocCena je sezonalna razlika u strukturi zajednica. Pokretne vrste predstavljale su
glavnu komponentu perifitonske zajednice tjekom cijelog vremena trajanja istrazivanja.
Uspravne vrste povecale su svoj broj u proljece te kasno proljece. Adnatne dijatomeje u veéem
broju pojavile su se u ljeto, dok su "tube dwellers” svoj maksimum imale u prolje¢e. Plokon i
planktonske wvrste imale su zanemariv broj. Prisutnost planktonskin vrta zimi povezano je za
klasitnim zimskim cvjetanjem fitoplanktona u sjevernom Jadranskom moru. Dominacija
pokretnih vrsta moze se povezati sa njthovom sposobnos¢u da se slobodnijje krecu u biofilmu, Sto
th ¢ini superiornijim kompetitorimna za nutrijente 1 svijetlost od ostalh (DeNicola i Mclntyre
1990).
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Bioloska istrazivanja perifitonskih dijatomeja u srednjem Jadranu do danasSnjeg dana
bazirana su na podru¢ja poput estuarja hrvatskih krskih rjeka. Vecéina ih je radena na estuariju
rijeke Zrmanje (Caput et al. 2005, Buri¢c et al. 2004). Obalno more uz us¢e rijeke Zrmanje
poloZzeno je izmedu planinskog lanca Velebita sa sjeverne strane i prostrane sjevernodalmatinske
zaravni s juzne 1 istocne strane (Friganovic 1961). Podru¢je ¢ini izrazito razveden i slozen
hidrogeomorfoloski sustav (Fritz 1972) u kojem more ulazi duboko u kopno 1 pod snaznim je
utjecajem oborinskih voda. Podaci pokazuju da ostra haloklina u estuariju Zrmanje dijeli vodeni
stupac na bocati sloj iznad halokline i na morski sloj ispod halokline, po ¢emu se estuarij
Zrmanje moze Kklasificirati kao visokostratificirani sustav, u vrijeme pojacanog dotoka slatke

vode (Vili€i¢ 1sur. 1999).

U juzmom Jadranu U tijeku su istrazivanja koja se fokusiraju na taksonomiu epifitskih
dijatomeja na podru¢jima zahva¢enim invazivnim vrstama makroalge iz roda Caulerpa. Do sada
je pronadena jedna nova vrsta dijatomeje Cocconeis caulerpacola sp. nov. (Car A. i sur. 2012).
Takoder, istrazuje se 1 morfologya dijatomeja koje obrastaju alge roda Caulerpa, kao Sto je rod

Mastogloia (Car A. 1sur. 2012, medunarodna recenzija, znanstveni sazetak).

1.6. Cilj istrazivanja

Glavni ciljevi ovog istrazivanja su: (i) istraziti sukscesiju i naseljavanje u procesu
nastajanja primarnog biofilma u moru, (i) odrediti dinamiku naseljavanja organizama primarnog
bioflma na umjetnoj podlozi kako bi se dobio uvid u slijed naseljavanja (iii) obraditi cijelu

zajednicu primarnog biofilma kako bi se dobila jasnija slika razvoja obrastaja.

Takoder, ciljevi ovog istrazivanja su: odrediti brojnost i kvalitativni sastav dijatomeja na
umjetnim pleksiglas plocicama, a sa njima, utvrditi i brojnost te skupinu bakterija. Ovo
istrazivanje uz brojnost bakterija i dijatomeja zeli pokazati i njihovu raspodjelu kroz ispitivano
vrijeme od 30 dana, medusobni utjecaj na rast i razvoj te dati uvid u procese naseljavanja visin

organizama.
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2. Terenski dio istrazivanja
2.1. PodrudjeistraZivanja
Istrazivanje i uzorkovanje perifitona provedeno je u uvali Val de Lesso kod Rovinja u

periodu od 9. rujna do 7. listopada 2013. godine (Slika 7, Slika 8, Slika 9). Umjetne pleksiglas
plo¢ice postavijene su 9. rujna na dubinu od 5 metara, a zadnja je uzorkovana 7. listopada.

Slika 7. Lokacija uzorkovanja, Uvala Val de Lesso, Rovinj. Izvor: http://natura2000.dzzp.hr/georefapp3/

HTRS96 koordinate: x: 274239,134407, y. 4999489,096748
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Slika 9. Lokacija uzorkovanja, Uvala Val de Lesso, Rovinj
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2.2. Hidrografski ¢imbenici

Tijekom uzrokovanja u mjesecu rujnu i listopadu 2013. godine vremenski uvjeti su bili
nestabilni sto se odrazilo na samu strukturu vodenog stupca, a posliedicno i strukturu
perifitonskih  zajednica i formiranje biofilma na umjetnim pleksiglas ploc¢icama. Hidrografski
parametri za spomenuto razdoblje dani su u slikama (Slike 10 — 13) i tablicama (Tablica 1) u
ovom poglavlju, a ustupljeni su od strane Drzavnog Hidrometeoroloskog Zavoda, Odsjeka za

obradu podataka brodskih dnevnika itemperature mora, Split.

9. rujna 2013. godine, na dan postavljanja eksperimenta temperatura zraka bila je 24,2
°C, dnewvni tlak 1014,4 hPa, temperatura mora 22,2 °C, kolicina oborine 0,3 mm te jacina
sjevero-sjeverozapadnog (SSW) vjetra 3, §to je za posljedicu imalo izmjesani vodeni stupac do 5
m dubine na kojoj je postavijena konstrukcija. Vidljivost tijekom ronjenja i postavijanja

konstrukcije je bila jako losa, a povrsinski i pridneni valovi veliki do ~80 cm.
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Slika 10. Srednja temperatura zraka za razdoblje rujan/listopad 2013. godine; plavi kvadrati — srednje vrijednosti temperature za pridruzene
datume; crveni trokuti — srednje vrijednosti temperature za datume uzorkovanja; zelena linija — linearni trend srednje dnevne temperature
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Slika 11. Dnevni tlak za razdoblje rujan/listopad 2013. godine; plavi kvadrati — vrijednosti dnevnog tlaka za pridruzene datume; crveni

trokuti — vrijednosti dnevnog tlaka za datume uzorkovanja; zelena linija — trend dnevnog tlaka
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Slika 12. Temperatura mora za razdoblje rujan/listopad 2013. godine; plavi kvadrati — vrijednosti temperature mora za pridruZzene datume; crveni
trokuti — vrijednosti temperature mora za datume uzorkovanja; zelena linija — trend temperature mora
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Slika 13. Koli¢ina oborine za razdoblje rujan/listopad 2013. godine; plavi kvadrati — dnevne vrijednosti koli¢ine oborine za pridruzene datume;
crveni trokuti — dnevne vrijednosti koli¢ine oborine za datume uzorkovanja; zelena linijja — trend dnevne koli¢ine oborine
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Tablica 1. Podaci jacine i sSmjera vjetra za razdoblje rujan/listopad 2013. godine; vrijednosti jacine jetra po Beaufortovoj liestvici ja¢ine vijetra (0-
12); NE — sjeveroisto¢njak; ENE — isto¢njak-sjeveroisto¢njak; E- istoénjak; ESE — istoénjak-jugoisto¢njak; SSE - jugo-jugoisto¢njak; SE —
jugoisto¢njak; SW — jugozapadnjak; WNW — zapadni-sjeverozapadni; SSW — jugo-jugozapadni; WSW — zapadni-jugozapadni; W — zapadni; E —
isto¢ni; N — sjeverni; S — juzni; C — nema vijetra,;

Rujan 2013. Listopad 2013.
7 sati 14 sati 21 Sat 7 sati 14 sati 21 sat
Smyjer Jac¢ina Smjer Ja¢ina Smjer Jac¢ina Smjer Jac¢ina Smjer Ja¢ina Smjer Jac¢ina

1 NE 2 SW 3 ESE 1 ENE 1 WNW 3 ENE 2
2 ENE 2 WNW 3 ENE 2 ENE 3 WSW 3 ENE 3
3 ENE 1 WNW 3 NNE 2 ENE 1 WSW 2 ENE 2
4 ENE 1 SSW 3 ENE 1 ENE 1 NNW 2 ENE 1
5 ENE 1 WSWwW 3 NE 1 E 1 ENE 3 E 3
6 E 1 WSW 3 ENE 1 E 1 ESE 2 NNE 2
7 NE 1 WNW 2 NE 1 ENE 1 SSW 1 ENE 3
8 ESE 1 SSW 3 ESE 2 E 3 NE 2 NE 1
9 SSE 4 SSW 3 ESE 2 ENE 1 WSW 2 E 1
10 SE 1 SSW 3 SSW 3 ENE 1 SE 3 SSE 4
11 SE 1 SSW 2 E 1 \W 1 NW 2 SSW 1
12 ENE 2 WSW 3 ENE 1 ESE 1 SW 3 ENE 1
13 ESE 1 WNW 3 E 1 ESE 1 WNW 2 ENE 1
14 ESE 2 SW 3 ESE 1 ENE 1 NNW 3 E 2
15 SE 2 SE 3 WSWwW 3 C 0 WSW 2 SSW 1
16 NE 2 WNW 3 SE 2 NNW 1 WNW 3 ESE 1
17 SwW 4 SSW 2 E 2 ENE 1 NW 3 ENE 1
18 ENE 2 SSW 3 ENE 1 ENE 1 WNW 3 ENE 1
19 ESE 2 SSW 2 ESE 2 ESE 1 SSW 3 ESE 1
20 ESE 1 SW 3 ENE 1 ESE 1 SW 2 ESE 1
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2.3. Priprema eksperimenta

Kao supstrat za nastanak biofilma koriStene su umjetne pleksiglas plocice (polimer metil
metakrilata, proizvoda¢ Akripol, Slovenija) dimenzija D:S:V 100 x 70 x 2 mm za algolosko
uzorkovanje i 70 x 20 X 2 mm za bakterioloSko uzorkovanje koje su se postavile u celiénu
konstrukciju s plasticnim vodilicama (Slika 14). Konstrucija je postavljena u more na dubinu od
5 m u naselje morske cvjetnice Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson, odignuta od sedimenta 30
cm i1 dodatno ucvrS¢ena sa zicom za betonske blokove kako bi se sprjecila moguénost nestanka

ili oSte¢enja tijekom mjesec dana.

Slika 14. Konstrukcija sa pleksiglas plo¢icama

postavljena u naselje morske cvjetnice Cymodocea nodosa

24



Materijali i metode

Postavliene su po dvie vece te jedna manja pleksiglas plocica za svako uzorkovanje,
ukupno 24. Pleksiglas plo¢ice su prethodno dezinficirane 70%-tnim etanolom i spremljene u

sterilne spremnike. Sve bocice za bakterioloske plo¢ice prethodno su sterilizirane u autoklavu i

napunjene sa po 100 mL fizioloske otopine.

2.4. Uzorkovanje

2.4.1. BakterioloSka analiza

Nakon odredenog vremena ekspozicije (1, 12, 24 sata, 1 tjedan, 1 mjesec) plocice su
izvadene iz konstrukcije, njezno isprane sa 100 mL sterilne fizioloske otopine (0,8 % NaCl) i
uronjene u Schott boce koje su sadrzavale 150 mL sterilne fizioloske otopine tako da je cijela
powvrsina plocice bila uronjena u tekucinu (Slika 15). Boce su prenosene do laboratorija u
prenosivom hladnjaku i1 drzane na +4 °C do pocetka pokusa. Pokusi su provedeni najvise 24 sata

nakon uzorkovanja.

Slika 15. Schott boce sa pleksiglas plocicama i fiziolosSkom otopinom

25



Materijali i metode

2.4.2. Algoloska analiza

Nakon odredenog vremena ekspozicije (1, 12, 24, 48 sati, 4 dana, 1 tjedan, 1 mjesec)
plocice su na dubini od 5 m stavljene u sterine vrec¢ice (Slika 16) pri tome pazeci da se biofilm
ne oSteti. Potom su vreéice s ploCicama (po dvie po uzorku) prenosene do laboratorija u

prenosivom hladnjaku na +4 °C. Daljnja obrada je napravljena po dolasku u laboratorij.

Slika 16. Sterilne vreéice sa pleksiglas plo¢icama na kojima je pri¢vrS¢en biofilm

2.4.3. Fitoplankton

Uz uzorkovanje pleksiglas ploc¢ica za perifiton, uzeti su uzorci fitoplanktona na dubini od
5 m pomoc¢u boce zapremine 5 L od kojih se 250 mL odvojilo i fiksiralo za analizu po Utermdhlu
(1958) dok se ostatak profiltrirao kroz planktonske ¢ase. Fitoplankton se uzorkovao nakon 1, 24,
48 sati, 4 dana, 1 tjedan te 1 mjesec. Uzorak fitoplanktona nije uziman nakon 12 sati ekspozicije.
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2.4.4. Morska cvjetnica Cymodocea nodosa

Prvi dan nakon postavijanja eksperimenta, uzorkovala se i morka cvjetnica Cymodocea

nodosa u sterilne plasticne vreéice kako bi se utvrdila prirodna epifitska zajednica dijatomeja.

2.5. Obrada uzoraka

2.5.1. Bakterioloska analiza

Bioflm s bakterioloskih plocica je rasprsen pomocu ulirazvucne sonde (Bandelin
Sonopuls). Sonda je uronjena u boce s plo¢icama pri tome paze¢i da ne dodiruje stijenke boce ili
pleksiglas plocicu te je ukljucena sa programom 40W, 120 ciklusa u trajanju od 1 sekunde.
Biofilm se razbijao u trajanju od ukupno 2 minute po uzorku. Nakon tretmana ultrazvukom uzeti

su uzorci supernatanta i nacijeplieni na odgovarajuce hranjive podloge.

25.1.1. Odredivanje ukupnog broja bakterija

Za odredivanje ukupnog broja saprofitskin bakterija koristen je Marine Agar, DIFCO,
USA. Uzorci su se razrijedili decimalnim razrjedenjima i nacijepili na podloge te inkubirali na

sobnoj temperaturi od 25 °C tijekom 72 sata.

Za odredivanje broja fekalnih koliforma koristen je m-FC agar, Biolife, Italy. Uzorci su se
filtrirali preko nitroceluloznog filtra sa vakuum pumpom i to u volumenima od 10, 50 i 100 mL
morske vode. Potom su se filtri postavili na hranjive podloge sa m-FC agarom, a podloge su se
inkubirale na 44,5 °C tijekom 24 sata.

Za odredivanje broja fekalnih streptokoka koristen je Slanetz-Bartley agar, Biolife, Italy. Uzorci

su se filtrirali preko nitroceluloznog filtra sa vakuum pumpom i to u volumenima od 10, 50 i 100
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mL morske vode. Potom su se filtri postavili na hranjive podloge sa Slanetz-Bartley agarom, a

podloge su se inkubirale na 35 °C tijekom 72 sata.

Nakon inkubacije porasle kolonije su prebrojane sa Colony counter SC6 (Stuart) i odreden je
broj bakterija u biofilmu po jedinici povriine (CFU cm?).

2.5.1.2. Odredivanje broja bakterija bojanjem sa DAPI

Fiksirani uzorci za epifluorescencijski mikroskop lagano su promijeSani te je od svakog
odvojen volumen od 2 mL i postavijen u filtracijski lijevak (Slika 17) sa polikarbonatnim fitrom
veli¢ine oka 0,2 um. U ljevak je zatim dodana DAPI boja volumena 100 pL te je uzorak
ostavlien 10 minuta u tami da se DAPI veZze za DNA bakterija. Nakon 10 minuta upaljena je
vakuum pumpa te je uzorak sa DAPI bojom profiltriran kroz polikarbonatni filter koji je potom
postavlien na predmetno stakalce i sa kapljicom imerzijskog ulja pregledan pod
epifluorescencijskim mikroskopom Zeiss AxioCam HRm (Slika 18).

5\ -

Slika 17. Filtracijski lijevak sa uzorkom

Bakterije su prebrojane pod UV ekscitacijom i pove¢anjem od 1000 x na 10 vidnih polja.

Koncentracija bakterija je potom izratunata po formuli:

N=axFomL
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*N je broj stanica po mL, a je srednja vrijednost izbrojanih stanica, F je faktor konverzie

mikroskopa normaliziran za volumen od 2 mL (F2p, = 6691)

Slika 18. Epifluorescencijski mikroskop Zeiss AxioCam HRm

2.5.2. Algoloska analiza

Obrastaj sa plocica za algolosku analizu sastrugan je s unutarnje i vanjske strane plocice
koriste¢i cetkicu (Slika 19) te ispran sa prethodno profiltriranom morskom vodom kroz
bakterioloski filtar promjera oka 0,2 um. Svaki od uzoraka ispran je s razli¢itim volumenom
profiltrirane morske vode, ovisno o potrebi obrastaja. Potom je isprani biofilm odijeljen u tri
poduzorka: po 20 mL za epifluorescncijski mikroskop (Zeiss AxioCam HRm), po 100 mL za
brojanje po Utermdhlu (1958) te je ostatak profiltriran kroz plasticnu aparaturu s rucnom
pompom (Slika 20) preko filtera sa staklenim viaknima welicine pora 0,7 um (GF/FWhatman).

Do ekstrakcije, filteri su pohranjeni u tekucem dusiku.
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Slika 19. Struganje biofilma s pleksiglas plocice koriste¢i ¢etkicu

Slika 20. Aparatura za filtriranje uzoraka za pohranu u teku¢em dusiku

Drugi set plo¢ica sa kojih obrastaj nije bio sastrugan, ostavlien je na suSenje na sobnoj
temperaturi. Nakon suSenja, plo¢ica je mehanicki odlomljena na komadi¢ veli¢ine predmetnog
stakalca kako bi se izravno mogla pregledati pod epifluorescencijskim mikroskopom sa DAPI
bojom te na manji komadic koji se mogao staviti na aluminijski nosa¢ te pregledati pod
skeniraju¢im elektronskim mikroskopom Philips 515 SEM (FEI Co.).
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2.5.3. Fitoplankton

Uzorci fitoplanktona zapremine 5 L odvojeni su po 250 mL za brojanje po Utermdhlu
(1958), a ostaci su profiltrirani kroz planktonsku c¢asu velicine oka 20 pm izuzev uzorka od
jednog mjeseca koji je profiltriran kroz planktonsku c¢asu wvelicine oka 50 pum. Swvi uzorci su
prebaceni u plasticne bocice odgovarajute zapremine te konzervirani u 4%-tnoj otopini

formaldehida izuzev uzorka fitoplanktona od jednog tjedna.

2.5.4. Morska cvjetnica Cymodocea nodosa

Dio lista morske cvjetnice namakan je u destiliranoj (H,O) te je ostavljen na suSenje
preko no¢i da bi se mogao obloziti zlatom 1 pregledati SEM-om. Ostatak cvjetnice je ociS¢en od
organske tvari kako bi se pregledao taksonomski sastav stabilne epifitske zajednice (vidi p.

Elektronska mikroskopija)

2.6. Mikroskopija

2.6.1. Svjetlosna mikroskopija

Za kvantitativnu analizu perifitona i fitoplanktona koristena je metoda po Utermdhlu
(1958). Fiksirani uzorci fitoplanktona i perifitona lagano su izmjesani preokretanjem bocice te su
postavijeni na sedimentaciju (Slika 21). Koristene su manje sedimentacijske komorice zapremine
5 mL za obrastaj te vece sedimentacijske komorice zapremine 10 mL za fitoplankton. Dijatomeje
koje se nisu mogle identificirati svjetlosnom mikroskopijom popisivane su kao neidentificirane

pentane dijatomeje.
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Slika 21. Sedimentacijske komorice za fitoplankton (lijevo) i obrastaj (desno)

Svi uzorci su sedimentirani 24 sata te potom pregledani pod inverznim mikroskopom AxioVert
200, Zeiss GmbH (Oberkocher, Germany) (Slika 22).

Slika 22. Inverzni mikroskop AxioVert 200, Zeiss GmbH
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2.6.2. Elektronskamikroskopija

Kako bi se provela dodatna taksonomska analiza pod elektronskim mikroskopom, uzorci
su ocis¢eni od staninog sadrzaja 1 organske tvari. Proces ciS¢enja temeljio se na oksidaciji

organske tvari agresivnom metodom oksidacije kombinacijom jakih kiselina.

2.6.2.1.  Ci§éenje uzoraka

Cis¢enje uzoraka od organske tvari provedeno je u tri koraka:
1. Ispiranje uzorka od formaldehida

Nakon sedimentacije 24 sata, talog je pokuplien s dna bocice kapalicom i prebacen je u
kivetu. Uzorci su u kivetama isprani destiliranom vodom i centrifugirani (10 minuta na 4000

okretaja) te je nakon centrifugiranja vakuum sisasljkom uklonjen supernatant.
2. Uklanjanje anorganske i organske tvari

Uzorku 1z kojeg je uklonjen supernatant dodana je priblizno ista koli¢ina Kkloridne
kiseline (HCI) pri ¢emu je doslo do otapanja kalcijevog karbonata (CaCOs3). Zatim je uzorak
ispran od kloridne kiseline na isti na¢in kao i od formaldehida te je u njega dodan 4 x volumen
sulfatne kiseline (H2SO4). Uzorak je zatim paZljivo zagrijavan sve dok se opticki viSe nisu mogli
vidjeti fragmenti i Cestice organske tvari u njemu. Nakon zagrijavanja, u uzorak se dodalo par
kristalica kalijevog permanganata (KMnO,) da se obezboji.

3. lIspiranje kiseline iz uzorka

Nakon hladenja, uzorak se isprao sa destiliranom vodom viSe puta (ponavljan je postupak
opisan gore) sve do pojave pH neutralnog. Skuhani uzorci pohranili su se u epice u hladnjak na

+4 °C do koriStenja za eletronsku mikroskopiju.

Svi ofi¢eni uzorci u epicama lagano su promgeSani 1 sa kapalicom naneseni na
aluminijske nosate za SEM 1 ostavljeni preko noci da se posuSe (Slika 23). Takoder, mali

komadi¢i pleksiglas ploCice su zaljeplieni na nosace 1 skupa sa ociS¢enim materijalom
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postavljeni u uredaj za oblaganje zlatom S150A Sputter coater (Edwards Ltd., Crawley, UK).
Nakon oblaganja zlatom, svi uzorci su pregledani pod SEM-om (Slika 24) kako bi se utvrdila

taksonomska zajednica i slijed sukcesije na pocice.

Slika 23. Aluminijski nosaci sa nakapanim, osu$enim uzorcima i komadi¢ima pleksiglas plocica

oblozenim zlatom

Slika 24. SEM Philips 515 SEM (FEI Co.)
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2.7. Tekuéa kromatografija visokog ucinka (HPLC)

Koncentracija fitoplanktonskin pigmenata izmjerena je metodom tekuce kromatografije
visokog uc¢inka (HPLC, engl. High Performance Liquid Chromatography). Uzorci morske vode
za analizu pigmenata volumena 1 L profiltrirani su preko filtera sa staklenim vlaknima veli¢ine
pora 0,7 um (GF/FWhatman). Do ekstrakcije, filteri su pohranjeni u tekuéem dusiku. Sadrzaj
filtera je tijekom analize u laboratoriju ekstrahiran u 4 ml hladnog 90%-tnog acetona pomocu
ultrazvuéne Sipke, u trajanju od 1 minute te centrifigitan 10 minuta na 4000 okretaja.
Supernatant je prebacen u ¢istu smedu staklenu bocicu ipohranjen na -20 °C do kromatografske
analize. Neposredno prije analize na instrumentu ekstrakt je pomijesan u omjeru 1:1 s 1 M
amonijevim acetatom i 500 pl pripremljene otopine injektirano je u HPLC sustav preko
injektorske petlie volumena 200 pl Za samu analizu koriStena je kolona Thermo Hypersil
MOS2,C-8, sa 120 A porama, velicine 150 x 4,6 mm (Thermo Hypersil-Keystone). Pigmenti su
razdvojeni pri brzini toka od 1 mL min? koriste¢i program linearnog gradijenta u trajanju od 40
min. Otopina A sastojala se od metanola i 1 M amonijevog acetata u omjeru 70:30, a otopina B
od 100%-tnog metanola. Klorofili i karotenoidi detektirani su absorbancijom od 440 nm (Spectra
System,Model UV 2000). Kvalitativna i1 kvantitativna analiza pigmenata provedena je vanjskom

standardnom kalibracijom pomocu autenticnih standarda (VKI,Danska).
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Tablica 2. Popis materijala i metoda. "-" — uzorak nije uzet ili je izgubljen, Analiza obrastaja i analiza
fitoplanktona — kvantitativna metoda po Utermdhlu (1958); Odredivanje broja bakterija sa DAPI -
epifluorescencijska metoda prebrojavanja bakterijskin  stanica; Direktna analiza podloge -
epifluorescencijska i elektronska mikroskopija osusenih plo¢a; Odredivanje ukupnog broja bakterija —
nacjepljivanje na selektivne podloge i prebrojavanje poraslin kolonija; SEM — kvalitativna taksonomska
analiza skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom; HPLC — analiza pigmenata metodom tekuce
kromatografije visokog uc¢inka

Analiza Analiza Odredivanje Direktna Odredivanje SEM HPLC
EKSPOZICIJA obrastaja fitoplanktona broja analiza ukupnog

bakterija sa  podloge broja

DAPI bakterija
1h + + + + + + +
12 h + - + + + + -
24 h + + + + + + +
48 h + + + + - + +
4 dana + + + + - + +
1 tjedan + - + + + + +
1 mjesec + + + + + + +
Cymodocea nodosa - - - - - + -
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3. Bakteriolo§ka analiza

Bakterije porasle na Marine Agar-u dosegle su brojnost 1,96+0,79 x 10* CFU cm™
Abundancija tijlekom mjesec dana ekspozicije prikazana je na slici (Slika 25). Unato¢ tome S$to
su fekalni koliformi 1 intestinalni enterokoki zapazeni u vodenom stupcu na pocetku
eksperimenta (fekalni koliformi 255+78 CFU L, intestinalni enterokoki 180+28 CFU L}),
fekalni koliformi uzgajani na podlogama s m-FC agarom nisu narasli niti nakon mjesec dana,
dok su se intestinalni enterokoki uzgajani na podlogama sa Slanetz-Bartley agarom nakon

mjesec dana pojavili u zanemarivom broju kolonija od 60+10 CFU cm™.
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35+
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25t
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Heterotrofne bakterije (logCFU cm?)
i

M hean
10 E T MeantSD
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1h 12 h 24 h 1 tjedan 1 mjesec

Slika 25. CFU cm™ heterotrofnih bakterija tijegkom mjesec dana ekspozicije; crni kvadrat — srednja
brojnost; linile — odstupanje od srednje brojnosti
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Rezultati
3.1. Algoloska analiza
Perifitonske dijatomeje su takoder pokazale stabilan rast tijjekom mjesec dana

ekspozicije. Maksimalna srednja vrijednost abundancije perifitonskih dijatomeja bila je

5,80x10° st. cm®. Abundancija perifitonskih dijatomeja prikazana je na slici (Slika 26).

Abundancija perifitonskih dijatomeja (log cells cm?)

12h 24h 48h 96h 168h 720h

2021189299 2725135413 3.485891705 3.784784845 4.542056575 5.78506751

Slika 26. Abundancija perifitonskih dijatomeja (log st. cm?) tilekom ekspozicile od mjesec dana
(prikazano u satima 1 — 720); zeleni kvadrati — vrijednosti abundanicije pridruzeni vremenu

ekspozicije; crvena linija — trend rasta

3.1.1. Taksonomska analiza obrastaja svjetlosnom mikroskopijom

Taksonomskom analizom perifitonskih  dijatomeja utvrdila se raspodjela vrsta po
vremenu ekspozicije (Tablica 3). Pionirskim vrstama su se pokazale Cylindroteca closterium,
Dactyliosolen fragilissimus, Diploneis bombus, Nitzschia longissima, Proboscia alata te

grupa Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima “sensu lato”, a slijedile su ih Thalassionema

38




Rezultati

nitzschioides, Leptocylindrus danicus, Microtabella interrupta, Pleurosigma angulatum,

Licmophora sp. i Melosira nummuloides. Najve¢u abundanciju pokazala je vrsta Cylindroteca

closterium  (5,5x10* st cm?). Najabundantnije perifitonske dijatomeje bile su Licmophora sp.

(3,7x10% st. cm?) i Cylindroteca closterium(5,5x10* st. cm™).

Tablica 3. Vrste perifitonskih dijatomeja po vremenu ekspozicije (h - sati). U poljima je prikazana

abundancija pojedine vrste (broj st. cm?).

Ekspozicija
Vrsta 1h 12h 24h 48 h 96 h 168 h 720 h
Dactyliosolen fragilissimus (Bergon) Hasle 2
Cylindroteca closterium (Ehrenberg) Reimann 16 60 115 150 7230 55760
& J.C.Lewin
Diploneis bombus Ehrenberg 2
Leptocylindrus danicus Cleve 26
Licmophora sp. 1430 37170
Melosira nummuloides C.Agardh 700
Microtabella interrupta (Ehrenberg) Round 200 90
Nitzschia longissima (Brébisson) Ralfs 16 25 30
Pleurosigma angulatum (Quekett) W. Smith 2
Probosciaalata (Brightwell) Sundstrém 65 30 25
Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima "sensu 200 160 140 180
lato”
Thalassionema nitzschioides (Grunow) 25 80 520 780 250
Mereschkowsky
Neidentificirane penatne dijatomeje 310 50 225 2230 4900 25720 515810
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3.1.2. Taksonomska analiza obrastaja elektronskom mikroskopijom

Kvalitativnom analizom je sveukupno utvrdeno 30 svojti perifitonskin dijatomeja od
kojih su tri svojte (Achnanthes sp., Cyclophora sp. te Microtabella interrupta zabiljezene samo
analizom cvjetnice Cymodocea nodosa (Tablica 4). Dominantne wvrste u obraStaju bile su
Amphora ovalis, Navicula sp. i Thalassiosira sp. (Slike 27 - 29) sa frekvencijom pojavijivanja
71,42%, potom Amphora sp. (42,85%), Licmophora sp. (42,85%), Mastogloia sp. (42,85%),
Proschkinia bulnheimii (42,85%), Thalassionema nitzschioides (42,85%), Cyclotella sp.
(42,85%).

Tablica 4. Taksonomski sastav perifitonskih dijatomeja analiziran SEM-om; Vrijeme ekspozicije
prikazano je u satima (h) (1-96) te 1 tjedan i 1 mjesec; fr — frekvencija pojavljivanja svojti (nalazi za

cvjetnicu C. nodosa su izuzeti iz raCunanja frekvencije)

Ekspozicija
Svojta 1h 12h 24h 48h 96h 1tjedan 1mjesec C.nodosa fr (%)
Achnanthes sp. * 0
Amphora coffeaeformis Cleve * * * * * 57
Amphora ovalis (Kutzing) * * * * * * 71
Kitzing

Amphora sp. * * * * 43

Bacteriastrum sp. *
Cocconeis sp. * * * 29
Cyclophora sp. * 0
Cyclophora tenuis Castracane * 14
Cyclotella sp. * * * 43
Cylindrotheca closterium * * 29

(Ehrenberg) Reimann &
J.C.Lewin
Diploneis bombus Ehrenberg * 14
Diploneis sp. * * * 43
Fallacia sp. * 14
Gomphonema sp. * 14
Grammatophora marina * 14
(Lyngbye) Kutzing
Licmophora flabellata (Grev.) * 14
C.Agardh

Licmophora sp. * * * 43
Mastogloia sp. * * * * 43
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Ekspozicija
Svojta 1h 12h 24h 48h 96h 1tjedan 1mjesec C.nodosa fr (%)
Mastogloia undulata Grunow * 14
Microtabella interrupta * 0
(Ehrenberg) Round
Navicula sp. * * * * * 71
Nitzchia sp. * * * 29
Paralia sulcata (Ehrenberg) * 14
Cleve
Pleurosigma angulatum * 14
(Quekett) W. Smith
Proschkinia bulnheimii * * * * 43
(Grunow) Karayeva
Psammodictyon mediterraneum * * * 29
(Hustedt) D.G.Mann
Rhizosolenia sp. * 14
Thalassionema nitzschioides * * * 43
(Grunow) Mereschkowsky
Thalassiosira sp. * * * * * 71
Triceratium spp. * 14

Total: 30 taxa
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Slika 27. Ljusturice vrste Amphora ovalis snimliene SEM-om

——6pum—

Slika 28. Ljusturice svojte Navicula sp. snimliene SEM-om
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Slika 29. Ljusturice svojte Thalassiosira sp. snimljene SEM-om

3.2. Fitoplankton

Svjetlosnom  mikroskopijjom  utvrdene su 24  dominantne  vrste  skupine
Bacillariophyceae, 6 dominantnih wrsta skupine Dinophyceae te skupine Cryptophyceae i
nano Chlorophyceae (Tablica 5). Sastav fitoplanktona kroz period ekspozicije bio je relativno
stalan sa dominantnom grupom Pseudo nitzschia pseudodelicatissima "sensu lato" ¢ija je

najveéa abundanicija bila 7. listopada 2013. godine (10,2x10%st. L'?).
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Tablica 5. Taksonomski sastav fitoplanktona u uvali Val de Lesso kod Rovinja u periodu od 9. rujna

do 7. listopada 2013. godine. Abundancija vrsta prikazana je u poljima (broj st. L™ ); ekspozicija

prikazana u satima (1-720).

Ekspozicija
Vrsta 1h 24 h 48 h 96 h 720 h
Bacillariophyceae
Achnantes sp. 760 380
Amphora sp. 380
Bacteriastrum jadranum Godrijan, Maric & 4180
Pfannkuchen
Chaetoceros contortus F.Schitt 3420
Chaetoceros danicus Cleve 5320
Chaetoceros sp. 380
Chaetoceros vixvisibilis Schiller 7600
Cyclotella sp. 380
Cyclotella choctawhatcheeana Prasad 3040
Dactyliosolen fragilissimus (Bergon) Hasle 4180 1140 2660 380 4940
Detonula sp. 380
Cylindroteca closterium (Ehrenberg) Reimann & 2280 380
J.C.Lewin
Diploneis bombus Ehrenberg 380 380
Guinardia flaccida (Castracane) Peragallo 760
Guinardia striata (Stolterfoth) Hasle 120 1520
Hemiaulus hauckii Grunow 380
Leptocylindrus danicus Cleve 1520 2280 3040 760 5320
Lioloma pacificum (Cupp) Hasle 9880
Microtabella interrupta (Ehrenberg) Round 80
Nitzschia longissima (Brébisson) Ralfs 760 380
Pleurosigma sp. 380 760 380
Proboscia alata (Brightwell) Sundstrém 1520 1520 760 4180 1140
Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima*sensu lato" 12540 24700 17480 44460 102220
Rhizosolenia imbricata Brightwell 380
Thalassiosira sp. 760
Neidentificirane penatne dijatomeje 180855 45931 120570 8360
Dinophyceae
Ceratium maseliense (Gourret) E.G.Jgrgensen 760 380
Ceratium tripos (Muller) Nitzsch 1520
Hermesinum adriaticum Zacharias 40 380 40
Ostreopsis sp. 380
Prorocentrum micans Ehrenberg 4560 380
Neidentificirane vrste skupine Dinophyceae 380
Chryptophyceae
Neidentificirane Chryptophyceae 14200 1419 8514 12771 2127
Chlorophyceae
Neidentificirane nano Chlorophyceae 5676 1419 1419
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3.3. Morska cvjetnica Cymodocea nodosa

Kvalitativnom analizom stabilne zajednice perifitonskih dijatomeja na listovima
cvjetnice Cymodocea nodosa pronadeno je ukupno 11 svojti (Tablica 6). Dominantne vrste

bile su Amphora ovalis, Cyclophora sp., Navicula sp. te Proschkinia bulnheimii (Slike 30 -
33).

Tablica 6. Taksonomski sastav perifitonskih dijatomeja na cvjetnici Cymodocea nodosa

Vrsta Cyjetnica Cymodocea nodosa
Achnanthes sp. *

Amphora coffeaeformis Cleve
Amphora ovalis (Kutzing) Kiitzing
Amphora sp.
Bacteriastrum sp.
Caloneis alpestris (Grunow) Cleve
Cocconeis sp.
Cyclophora sp.
Cyclophora tenuis Castracane
Cyclotella sp.
Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann &
J.C.Lewin
Diploneis sp.

Fallacia sp.
Gomphonema sp.
Grammatophora sp.
Licmophora sp.

Mastogloia sp. *
Microtabella interrupta (Ehrenberg) Round
Navicula sp.
Nitzchia sp. *

Paralia sulcata (Ehrenberg) Cleve
Pleurosigma sp.

Proschkinia bulnheimii (Grunow) Karayeva
Psammodictyon mediterraneum (Hustedt) D.G.Mann
Rhizosolenia sp.

Thalassionema nitzschioides (Grunow)
Mereschkowsky
Thalassiosira sp.

Triceratium spp.
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F——5um —
Slika 30. Ljusturice vrste Navicula sp. snimliene SEM-om

7 ym —
Slika 31. Ljusturice vrste Amphora ovalis snimliene SEM-om




Rezultati

%

\4 "
——3pym——-

Slika 33. Ljusturice vrste Cyclophora sp. snimliene SEM-om

——6puym— ——10 ym —
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3.4. Kemotaksonomija

HPLC analizom pigmenata obrastaja utvrdilo se 10 razicitih pigmenata koji pripadaju
razli¢itim skupinama: peridinin, diadinoksantin, butinin (Dinophyceae), klorofil a (Chl a),
kKloroil ¢ (Chl c), fukoksantin,  heksanoiloksifukoksantin,  zeaksantin,  p-karoten
(Bacillariophyceae) te prasinoksantin (Prasinophyceae). Tijekom ovog istrazivanja klorofil c,
prasinoksantin i zeaksantin detektirani su tek nakon 96 sati ekspozicije Sto je u korelaciji sa
pojavljivanjem cijanobakterija na ploCama tek nakon prvog tjedna. Klorofil a, fukoksantin i
peridinin od pocetka dominiraju Sto indicira na dijatomeje 1 dinoflagelate kao primarne

kolonizatore (Tablica 7).

Tablica 7. HPLC analiza pigmenata (ng cm®); ekspozicija je prikazana u satima (1-720); vrijednosti

koncentracije pigmenata su u poljima

Ekspozicija
Pigmenti 1h 24h 48h 96h 168h 720h
Peridinin 0,00 4,47 39,44 31,81 18,10 8,68
Butinin 0,00 0,46 411 3,57 1,64 0,81
Fukoksantin 0,00 0,18 0,22 4,52 35,10 108,27
Heksanoilfukoksantin 0,00 0,00 0,57 0,11 0,31 0,00
Prasinoksantin 0,00 0,00 0,25 0,41 4,05 4,29
Diadinoksantin 0,00 0,00 0,25 0,41 4,05 4,29
Zeaksantin 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 2,84
Klorofil a (Chl a) 0,00 0,22 3,77 7,72 61,88 132,42
Klorofil ¢ (Chl c) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 32,78
[B-karoten 0,00 0,00 0,00 0,89 7,03 14,68
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Najveéu koncentraciju imali su klorofil a i1 fukoksantin, karakteristicni pigmenti skupine
Bacillariophyta. Odnos dvaju potonjih prikazan je slikom (Slika 34). Klorofil a je nakon mjesec
dana dostigao koncentraciju 132,42 ng cm?, dok je fukoksantin dostigao 108,27 ng cm>.
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1h 24h 48h 96h 168h 720h

mFukoksantin  0.00 0.18 0.22 4.52 35.10 108.27
oKlorofil a 0.00 0.22 3.77 7.72 61.88 132.42

Slika 34. Koncentracije pigmenata klorofila a i fukoksantina (ng cm™); legenda prikazuje toéne
koncentracije fukoksantina i klorofila a po vremenu ekspozicije u satima (1-720)

3.5. Direktna analiza podloge

Zbog boljeg uvida u na¢in naseljavanja podloge, pleksiglas plo¢ice su pregledane pod
epifluorescencijskim  mikroskopom 1  skenirajuéim  elektronskim mikroskopom.  Tijekom
razvijanja biofilma neki dijelovi povrSine su ostali nenaseljeni, dok se na drugima razvijao
opsezni  trodimenzionalni  biofilm.  Debljina biofilma varira od svega nekoliko mikrometara do

par centimetara ovisno o sastavu medija. Takoder, debljina biofima nije homegena na svim
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djelovima substrata, pa je dvjema deskriptivnim metodama dobiven bolji redosljed naseljavanja
organizama.

Nakon suSenja na sobnoj temperaturi, plocice su nakapane sa DAPI bojom i pregledane
pod epifluorescencijskim mikroskopom. Odabrane slke slozene su u kronologju (shjed

naseljavanja) po vremenu ekspozicije (Slika 35, Slika 36).

Takoder, manji komadi¢i osuSenih pleksiglas plo¢ice su nakon oblaganja zlatom,
pregledani pod SEM-om (Slika 37, Slika 38, Slika 39) kako bi se utvrdio slijed sukcesije na

pocice.

Slika 35. Direktna analiza podloge epifluorescencijskim mikroskopom po vremenu ekspozicije (1 — 48

h); b — bakterijska stanica
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Slika 36. Direktna analiza podloge epifluorescencijskim mikroskopom po vremenu ekspozicije (96 — 720

h); b — bakterijska stanica; cb — lanac cijanobakterija; ¢ — stanica dijatomeje Cylindrotheca closterium; ma
— makroagregat u trodimenzionalnom biofilmu nakon 720 h kontakta
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b= 40 pm —i e T Y i

Slika 37. Direktna analiza podloge elektronskom mikroskopijom po vremenu ekspozicije (1— 48 h); b—

bakterijska stanica
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Slika 38. Direktna analiza podloge elektronskom mikroskopijom po vremenu ekspozicije (96 — 168 h); b
— bakterijska stanica; p — stanica dijatomeje Prischkinia bulnheimii; ¢ — stanica dijatomeje Cylindrotheca
closterium; np — neidentificirane pentane dijatomeje; s — stalak s kojim se pri¢vrséuju dijatomeje roda
Licmophora sp.
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Slika 39. Direktna analiza podloge elektronskom mikroskopijom po vremenu ekspozicije (720 h); cb —
stanice i lanci cijanobakterija; np — neidentificirane pentane dijatomeje; bc — stanica dijatomeje
Bacteriastrum sp. zalijepljena u organsku tvar; ot — organska tvar (EPS); pl — stanica dijatomeje

Pleurosigma sp.
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4. Rasprava

Nakon 30 dana ekspozicije umjetnih pleksiglas ploc¢a postavljenih na pet metara dubine u
naselje cvjetnice Cymodocea nodosa pojavio se sluzavi mukozni biofilm. Biofilm se sastojao od
pricvrS¢enih stanica bakterija, cijanobakterija, dijatomeja, dinoflagelata, zelenih (Chlorophyceae)

i smedih (Phaeophyceae) alga.

Za naseljavanje perifitonskih zajednica Sladeckova (1962) upravo preporuca pleksiglas
materijal jer je pogodniji od prirodnih substrata. Takoder, dubina od pet metara osigurala je
razvoju biofilma dowvoljno svjetlosti, dok utjecaji pridneninh valova te plime i oseke nisu ometali
sukscesiju. Istrazivanje se olakSalo i odabirom kasnog ljeta/pocetka jeseni za period ekspozicije
jer je temperatura kao bitan Cimbenih brzine naseljavanja obrastaja na umjetnim podlogama
(Hillebrand 1 Sommer 1997) bila relativno stalna unutar raspona od 19,90 — 22,20 °C. U
istrazivanjima  perifitonskih alga na prirodnim i umjetnim podlogama dolazi do poteSkoca u
kvantificiranju povrSine supstrata te do razli¢itosti i netoCnosti u tehnici skidanja obrastaja s
podloge, $to otezava usporedbu rezultata (Barbiero 2000). Kod umjetnih substrata moguce je
izabrati materijal podloge, teksturu i1 velicmu podloge (Cattaneo i Amireault 1992), a lako
rukovanje (Weitzel 1 sur. 1979) uz moguénost odredivanja lokaliteta 1 trajanja izloZenosti
podloge bitno doprinosi kvaliteti proucavanja procesa imigracije, kolonizacije i mjerenja stope
rasta. Takoder, umjetni substrati su kritizirani zbog selektivnosti bentoske mikroflore obzirom na

sposobnost pricvrS¢ivanja stanica (Snoeijs 1991).

U ovom istrazivanju odabirom pleksiglas plo¢a kao umjetnog substrata olakSalo se
mjerenje povrSine skidanja obrastaja, omogucilo lakSe rukovanje te izbjegla moguénost pojave
organizama koji nisu od interesa za razvoj biofilma. Ploe su se postavile okomito S§to je
pogodnije za istrazivanje jer je smanjeno gomilanje mulja i biomasa alohtonih alga u perifitonu
(Sladeckova 1962). Problem metodologije skidanja obraStaja pojavio se pri kvantitativnoj analizi
bakterijskih stanica. Metoda brojanja kolonija na selektivnim plo¢ama dala je vjerodostojnije
podatke nego metoda prebrojavanja bakterija putem filtracije na polikarbonatni filltar i bojanja sa

DAPI. Naime, uzorci obrastaja koji su se filtrirali za epifluorescencijski mikroskop nisu bili
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razbijani ultrazvukom u sterinim uvjetima nego strugani sa Cetkicom u nesterilnim uvjetima §to

je rezultiralo krivim podacima.

Danas se smatra da je mnostvo ¢imbenika koji su ukljueni U procese naseljavanja,
ukljuCujuéi i strukturu povrSine, maseni transport, povrSinski naboj, hidrofobonost, hrapavost
povrSine 1 povrSinski mikro - reljef (Palmer i sur. 2007). Nalaz koji upucuje da su fekalni
koliformi i intestinalni enterokoki zabiljezeni u stupcu vode, ali ne u biofilmu mogu se objasniti s
kemijskim sastavom, hrapavosti i mikro - topografiji pleksiglas ploca. Za koliforme se zna da
nastanjuju  mjeSovite zajednice biofilma u vodenim staniStima (Camper i sur. 1996). U
laboratorijskim uvjetima pricvrs¢ivanje 1 ostanak koliforma u mjeSovitim biofilmovima na
polikarbonatnim povrSinama uvelike ovisi 0 stopi rasta inokuluma i vrsti podloge. Pronaden je
znacajno veci broj heterotrofa 1 koliforma na Celiku (reaktivna povrSina) nego na polikarbonatu
uspjeSno naseljavaju podloge, mogu se lako prilagoditi uvjetima u kojima su hranjive soli u
niskim koncentracijama (more) (Camper i sur. 1996, Kurath i Morita 1983; Novitsy i Morita,
1978). Prema tome, izostanak fekalni koliformi i intestinalnin enterokoka u biofilmu u
eksperimentu je vjerojatno zbog izbora podloge; navedene wvrste nisu u stanju se na pocetku

pricvrstiti na povrSinu inertnog pleksiglasa i nastaviti rast u biofilmu.

U prvom tjednu sukscesije kao bitan ¢imbenik istiu se jaCina i smjer vjetra dan prije
(SSW, 3) i na sam dan postavljanja eksperimenta (SSE, 4) jer su doprinjeli mijeSanju vodenog
stupca i pojavijivanju vise planktonskih vrsta dijatomeja medu pionirskim vrstama na plo¢ama
kao $to su Dactyliosolen fragilissimus, Nitzschia longissima, Proboscia alata, grupa Pseudo-
nitzschia pseudodelicatissima “sensu lato”, Thalassionema nitzschioides, Leptocylindrus danicus,
Melosira nummuloides. Sto je vise sukscesija odmicala, planktonske wvrste zamijenjene su
penatnim bentoskim dijatomejama koje su eksponencionalno povecavale svoju abundanciju.
Nakon 30 dana eskpozije perifitnsku zajednicu su Cinlle dijatomeje Licmophora  sp,
Cylindrothaeca  closterium, Microtabella interrupta i1 visoki udio neidedtificiranih  stanica
dijatomeja. Taksonomski sastav i brojnost perifitonskin dijatomeja u ovom istrazivanju potvrduje
dosadasnja istrazivanja radena u sjevernom Jadranu. Prema DeNicola i MclIntyre 1990 medu

najistaknutijim Kkolonizatorima nakon prvog tjedna ekspozicije predstavijaju dijatomeje roda
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Licmophora, Cocconeis i Achnantes, te pokretne penatne dijatomeje koje su kompetitori za
svjetlost i nutrijente kao $to je rod Amphora

Planktonske wrste Cyclotella sp., Thalassionema nitzschioides i Thalassiosira sp.,
razvijale su se u planktonu te su se slu¢ajno nasle u ve¢ formiranom mukoznom biofilmu. Kako
je potwrdeno i kvantitativnom analizom biofilma, u kvalitativnoj analizi je vidljivo da je u
inicijalnom stvaranju biofilma od prvog do cetvrtog dana imigracija najvazniji ¢imbenik te da se
najvise planktonskih vrsta moze naéi upravo u pocetku kolonizacije (Stevenson 1986), dok se
kasnije (od 7. do 30. dana) dogada znacajan razvoj perifitonskin bentoskih dijatomeja koje se
pricvrs¢uju cijelom powrsinom valve (rodovi Cocconeis i Amphora) te proizvodnjom EPS u
formi stalaka (Licmophora sp.), apikalnih ploca, mucilaznin ploc¢a i stanicnih ovoja (Hoagland i
sur. 1993). Takoder, ovo istrazivanje korelira sa prijasnjim nalazima (Caput i sur. 2008) i velikoj
abundanciji vrste Amfora coffeaeformis i Navicula veneta koje su dominirale (f > 83%,
abundancija > 10° st. cm®) u estuariju Zrmanje. Uz ove dvije wrste, Nitzschia longissima (f =

80%, abundancija = 1,5 x 10° st. cm’®) je kodominantna.

Sastav fitoplanktona kroz period ekspozicije bio je relativno stalan sa dominantnom
grupom Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima "sensu lato™ cija je najveca abundancija bila
nakon mijesec dana, 7. listopada 2013. godine (10,2x10* st L'!). Grupa P. pseudodelicatissima
"sensu lato" pozitivno korelira s temperaturom u sjevernom Jadranu, s§to je bio slucaj i u
zapadnom Sredozemlju gdje je visa abundancija zabiljezena u toplijem dijelu godine npr. u
kasno ljeto i jesen sto je i u skladu sa ovim istrazivanjem (Ljubesi¢ i sur., 2011; Mari¢ i sur.,
2012).

Rodovi Cyclophora i Achnantes te wrsta Microtabella interrupta nisu zabiljezeni u
obrastaju na plocama nakon mjesec dana §to se moze objasniti ¢injenicom da naseljavaju kasnije
ili samo prirodni supstrat kao sto je list cvjetnice. Ipak koliko je rezultat s C. nodosa mjerodavan
upitno je, posto se za svaku od plocica zna vremenski period izlaganja morskom okolisu, a za
izdanke uzete iz naselja cvjetnice nije odredena starost. Mnoga istrazivanja su pokazala da
makrofiti opcenito sluze kao izvor hranjivin tvari za perifiton (Cattaneo i Kalff 1979, Carignan i
Kalff 1982, Burkholder i Wetzel 1990, Cattaneo i Amireault 1992). Zbog rasta na povisenom
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mjestu epifiti imaju bolju dostupnost svjetla te pristup hranjivim tvarima iz vodenog stupca i iz
podloge (Hutchinson 1975).

Gieskes i suradnici (1988) smatraju da je omjer pigmenata konstantan unutar odredenih
skupina alga. Jedno od glavnih postignuéa HPLC analize pigmenata je smanjenje potrebnog
vremena kojeg iziskuje mikroskopska analiza (Brotas i Plante-Cuny 2003). Neki pigmenti su
zajednicki svim skupinama algi (npr. klorofil a i B-karoten) dok su neki pigmenti (zeaksantin za
cijanobakterije, peridinin za dinoflagelate) ili njihovi omjeri specificni za pojedine skupine (npr.
fuco: chl a za dijatomeje) (Althuis 1 sur. 1994). Tijekom ovog istrazivanja klorofil c,
prasinoksantin 1 zeaksantin detektirani su tek nakon 96 h ekspozicije sto je u korelaciji sa
pojavijivanjem cijanobakterija na plocama tek nakon prvog tjedna. Klorofil a, fukoksantin i
peridinin od pocetka dominiraju sto indicira na dijatomeje i dinoflagelate kao primarne

kolonizatore.

Deskriptivnim metodama direktne analize biofilma epifluorescencijskom i elektronskom
mikroskopijom u ovom istrazivanju dobio se bolji uvid u slijed naseljavanja na pleksiglas ploce.
Do sada te metode nisu koristene u istrazivanjima, pa su podaci dobiveni ovim istrazivanjem
ishodiste za razvoj takvih metoda u buducnosti. Ono sto se utvrdilo je da su bakterije definitivno
prvi kolonizatori koji procesom imobilizacije (revezibilnog vezivanja) ispituju podlogu i
raspolozivost hranjivin tvari te zatim procesom konsolidacije (ireverzibilnog vezivanja) pocinju
izlucivati EPS. Na ljepljive proteine, proteoglikane te ugljikohidrate kolonizaciju zapocinju
penatne dijatomeje koje dalje formiraju kompleksne trajne adhezivne strukture kao S§to su ploce,
drske i stalci. Vrste planktonskih dijatomeja koje su pronadene u biofilmu predstavijaju slucajnu
biomasu biofilma jer su “upale” u ljepljivi EPS matriks, $to se na fotografijama slikanih SEM-om
moze lijepo vidjeti. Takoder, razvojem biofilma i pra¢enjem brojnosti perifitonskin dijatomeja i
bakterija utvrdeno je da su medusobno pozitivno korelirane posto imaju eksponencionalne
razvoje tijekom perioda ekspozicije. Na plocama je vidljiv trodimenzionalni biofilm koji nije na
svim dijelovima jednako razvijen, pa se na golim dijelovima powrsine ploca jos uvijek vide

bakterijske stanice.
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5. Zakljucci

Ovo istrazivanje je potvrdio da je pleksiglas materijal pogodan za procese naseljavanja u
morskom okoliSu u periodu od 30 dana kontakta. Brojnost bakterijskih stanica kao i1 dijatomeja
povecavao se tijekom istrazivanja pri tome stvarajuci optimalni mikro-okolis. Sa HPLC analizom
pigmenata, istrazivanje je potvrdilo vremensku distribuciju 1 sljed naseljavanja na ploCice: prvim
kolonizatorima su se pokazale bakterije i cijanobakterije, a slijedile su ih dijatomeje koje skupa
¢ine primarni biofilm u moru. Interakcije dijatomeja, abiotickih Cimbenika i podloge su se
pokazale bitnima za formiranje dijatomejskih zajednica u biofilmovima unutar morskih
mikrobioloskih  zajednica. Ovim istrazivanjem se nisu testirale prehrambene i kemijske
nterakcije medu bakterijama i dijatomejama, no pokazana je odredena prostorna neovisnost
medu stanicama te ranim i kasnim Kolonizatorima $to ukazuje na vaznost abiotickih faktora koji

utjecu na rano formiranje primarnog biofilma.

Analiziranje biofilma u periodu izmedu prvog tjedna i mjesec dana je preporucliivo kako bi
se dobio bolji uvid u promjenama omjera pigmenata, prirasta u broju stanica i kvalitativnog
mijenjanja  perifitonske zajednice. Istrazivanjem su se utvrdile bakterije koje naseljavaju
selektivnu podlogu Marine Agar, ali bi se  molekularnim metodama moglo analizirati kojim

skupinama pripadaju i kako se njihnov kvalitativni sastav mijenja obzirom na vrijeme ekspozicije.
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7. Prilozi

Fotografije svojti dijatomeja snimljene
skeniraju¢im elektronskim mikroskopom:

a) Achnanthes sp.

b) Amphora coffeaeformis Cleve

¢) Amphora ovalis (Kitzing) Kitzing
d) Amphora sp.

e) Bacteriastrum sp.

f) Cocconeis sp.

g) Cyclotella sp.

h) Cylindrotheca closterium
(Ehrenberg) Reimann & J.C.Lewin

i) Diploneis sp.

j) Fallacia sp.

k) Grammatophora sp.
[) Licmophora sp.

m) Mastogloia sp.

n) Microtabella interrupta (Ehrenberg)
Round

0) Navicula sp.
p) Nitzchia sp.
g) Paralia sulcata (Ehrenberg) Cleve
r) Pleurosigma angulatum W.Smith

s) Pleurosigma sp.

Prilozi

t) Proschkinia bulnheimii (Grunow)
Karayeva

u) Psammodictyon mediterraneum
(Hustedt) D.G.Mann

v) Rhizosolenia sp.

w) Thalassionema nitzschioides
(Grunow) Mereschkowsky

X) Triceratium spp

Fotografije listova morske cvjetnice C.
nodosa:

y) Lanac bakterija

z) Mikrotopografija lista sa
dijatomejom Cocconeis sp.
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