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Sazetak

U ovom je istrazivanju provedena prva sveobuhvatna analiza toksi¢nosti vrsta roda Pseudo-nitzschia
iz uzgojnih podrucja SkoljkaSa srednjeg Jadrana s naglaskom na dinamiku rasta stani¢nih kultura i
njihov toksi¢ni potencijal. Vrste ovoga roda cesti su predstavnici fitoplanktonske zajednice
Jadranskog mora, a pojedine mogu proizvoditi neurotoksin domoi¢nu kiselinu (DK), odgovornu za
amnezijsko trovanje Skoljkasima (ASP). Stani¢ne kulture analizirane su pri standardnim
laboratorijskim uvjetima te u izmijenjenim uvjetima temperature i dostupnosti hranjivih tvari. Rast je
pracen odredivanjem brojnosti stanica, stopa rasta i fluorescencijskog signala, dok je proizvodnja DK
odredena LC-MS/MS metodom. Pri standardnim uvjetima analizirano je osam vrsta i 54 izolata, pri
¢emu je mjerljiva proizvodnja DK potvrdena samo za vrstu P. pseudodelicatissima, u 11 od 12
analiziranih izolata. U izmijenjenim uvjetima analizirane su Cetiri vrste, a proizvodnja DK potvrdena
je za vrstu P. pseudodelicatissima i P. multiseries. Smanjena dostupnost hranjivih tvari nije imala
jedinstven ucinak, nego je ovisila o vrsti i kombinaciji tretmana. Za vrstu P. pseudodelicatissima vise
vrijednosti DK bile su povezane s pojedina¢nim smanjenjem fosfata ili silikata, dok je za vrstu P.
multiseries najveca proizvodnja DK zabiljezena pri 18 °C, u kombiniranom nutritivnom stresu.
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Abstract

This study presents the first comprehensive analysis of the toxicity of Pseudo-nitzschia species from
shellfish farming areas of the central Adriatic Sea with an emphasis on cell-culture growth dynamics
and toxic potential. Species of this genus are common members of the Adriatic phytoplankton
community, and some can produce the neurotoxin domoic acid (DA), responsible for amnesic
shellfish poisoning (ASP). Cell cultures were analysed under standard laboratory conditions and under
modified conditions of temperature and nutrient availability. Growth was monitored by determining
cell abundance, growth rates and fluorescence signal, while DA production was measured using LC—
MS/MS. Under standard conditions, eight species and 54 isolates were analysed, with measurable DA
production confirmed only in P. pseudodelicatissima in 11 of 12 isolates. Under modified conditions,
four species were analysed, and DA production was confirmed in P. pseudodelicatissima and P.
multiseries. Reduced nutrient availability had a variable effect, depending on the species and
treatment combination. In P. pseudodelicatissima, higher DA values were associated with the
individual reduction of phosphate or silicate, whereas in P. multiseries, the highest DA production
was recorded at 18 °C under combined nutrient limitation.
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Popis slika

Slika 1.1 Stanice roda Pseudo-nitzschia u kulturi promatrane svjetlosnim mikroskopom pri
povecanju 200%. IzduZene stanice vidljive su pojedinacno i u lancima. Fotografija: Tina
TomaSevic.

Slika 1.2 Shematski prikaz zivotnog ciklusa roda Pseudo-nitzschia. Prilagodeno iz Marié¢
Pfannkuchen, 2013.

Slika 2.1 Podrudje istraZivanja i prikaz postaja: (a) V: Velebitski kanal, (b) S: Sibenski zaljev,
(c) K: Kastelanski zaljev, (d) M: Malostonski zaljev.

Slika 2.2 Vezani sustav tekucinska kromatografija — tandemska spektrometrija masa (LC-
MS/MS).

Slika 2.3 Pojednosatvljeni shematski prikaz uzgoja stani¢nih kultura Pseudo-nitzschia u
stanardnim uvjetima.

Slika 2.4 Shematski prikaz uzgoja Cetiri stani¢ne kulture Pseudo-nitzschia pri izmijenjenim
uvjetima.

Slika 3.1 Stope rasta (dan ) svih analiziranih izolata za svaku vrstu. Sredi$nja linija
prikazuje medijan, donji rub okvira donji kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-
oblikovane linije raspona protezu se do posljednje vrijednosti koja se jo$ nalazi unutar 1,5-
strukog interkvartilnog raspona. Ako nema izdvojenih vrijednosti, linije raspona prikazuju
najnize odnosno najvise vrijednosti.

Slika 3.2 Brojnost stanica (stanica mL™") po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia allochrona. Sredi$nja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji
kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, linije raspona prikazuju najniZze odnosno najvise vrijednosti.

Slika 3.3 Brojnost stanica (stanica mL™") po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia calliantha. Sredisnja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji kvartil,
a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, linije raspona prikazuju najnize odnosno najvise vrijednosti.

Slika 3.4 Brojnost stanica (stanica mL™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia delicatissima. SredisSnja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji
kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, brkovi prikazuju najnize odnosno najvise vrijednosti.

Slika 3.5 Brojnost stanica (stanica mL ™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia fraudulenta. Sredisnja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji
kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, linije raspona prikazuju najnize odnosno najvise vrijednosti.

Slika 3.6 Brojnost stanica (stanica mL ™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia galaxiae.

Slika 3.7 Brojnost stanica (stanica mL™") po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia mannii. Sredis$nja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji kvartil, a
gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje



vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, brkovi prikazuju najnize odnosno najvise vrijednosti.

Slika 3.8 Brojnost stanica (stanica mL™") po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia multistriata.

Slika 3.9 Brojnost stanica (stanica mL™") po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima. SrediS$nja linija prikazuje medijan, donji rub okvira
donji kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do
posljednje vrijednosti koja se jos nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, brkovi prikazuju najnize odnosno najvise vrijednosti.

Slika 3.10 LC-MS/MS kromatogram dobiven LC—MS/MS analizom izolata Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima K357ps u stacionarnoj fazi rasta (faza rasta 3), koji sadrzi pik domoic¢ne
kiseline pri retencijskom vremenu 2,603 min (crna krivulja). Crvena krivulja predstavlja
kromatogram standarda domoi¢ne kiseline iz kalibracijske serije, prikazan radi usporedbe
retencijskog vremena i potvrde identifikacije analita.

Slika 3.11 (a) Brojnost stanica (stanica mL™) u odredenim to¢kama rasta izolata Pseudo-
nitzschia pseudodelicatissima koji su pokazali proizvodnju toksina u najmanje tri faze rasta.
(b) Srednja vrijednost i raspon vrijednosti domoiéne kiseline (pg stanica™) u replikatnim
uzorcima tijekom faza rasta izolata koji su proizvodili toksin u najmanje tri razlicite faze.
Slika 3.12 Vrijednosti in vivo fluorescencije stani¢ne kulture Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima K357ps u tretmanima T1-T4 pri 14 °C i 18 °C. Prikazane su aritmeticke
sredine fluorescencije + standardna devijacija (SD) na temelju tri bioloske replike; paneli
prikazuju temperaturne uvjete.

Slika 3.13 Prosjetna maksimalna stopa rasta (M, dan™!) vrste Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima K357ps u razli¢itim tretmanima (T1-T4) pri 14 °C i 18 °C. Tocke
prikazuju srednje vrijednosti, a vertikalne linije standardnu devijaciju.

Slika 3.14 Promjene vrijednosti domoiéne kiseline (pg stanica™) vrste Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima kroz faze rasta (1-4) u tretmanima T1-T4 pri 14 °C i 18 °C. Prikazane
su aritmeticke sredine + standardna devijacija (SD) na temelju tri bioloske replike po skupini.
Faze rasta definirane su kao: 1 - rana eksponencijalna faza, 2 - kasna eksponencijalna faza, 3
-stacionarna faza i 4 - faza odumiranja.

Slika 3.15 Relativna vrijednost domoic¢ne kiseline u odnosu na kontrolni tretman (T1) tijekom
razli¢itih faza rasta izolata Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima K357ps pri 14 °C i 18 °C.
Vrijednosti su prikazane kao omjer koncentracije domoicne kiseline u pojedinom tretmanu i
koncentracije izmjerene u kontrolnom tretmanu unutar iste faze rasta i istog temperaturnog
uvjeta. Isprekidana linija oznaCava referentnu vrijednost 1, koja predstavlja razinu domoicne
kiseline jednaku kontroli. Vrijednosti ve¢e od 1 upuéuju na relativno povecanje, a vrijednosti
manje od 1 na relativno smanjenje koncentracije domoi¢ne kiseline u odnosu na kontrolni
tretman.

Slika 3.16 Vrijednosti in vivo fluorescencije stani¢ne kulture P.delicatissima K465de pracen
fluorescencijom (RFU) kroz vrijeme (dan) u tretmanima T1-T4 pri 14 °C i 18 °C. Prikazane
su aritmeticke sredine fluorescencije + standardna devijacija (SD) na temelju bioloskih
replika; paneli prikazuju temperaturne uvjete.

Slika 3.17 Prosje¢na maksimalna stopa rasta (J4, dan™') vrste Pseudo-nitzschia delicatissima
K465de u razli¢itim tretmanima (T1-T4) pri 14 °C 1 18 °C. Tocke prikazuju srednje
vrijednosti, a vertikalne linije standardnu devijaciju.



Slika 3.18 Vrijednosti in vivo fluorescencije stani¢ne kulture Pseudo-nitszchia multistriata
S442mu pracen fluorescencijom (RFU) u tretmanima T1-T7 pri 14 °C i 18 °C. Prikazane su
aritmeti¢ke sredine fluorescencije + standardna devijacija (SD) na temelju bioloskih replika;
paneli prikazuju temperaturne uvjete.

Slika 3.19 Prosjecna maksimalna stopa rasta (M, dan™') vrste Pseudo-nitzschia multistriata
S442mu u razlicitim tretmanima (T1-T7) pri 14 °C 1 18 °C. Tocke prikazuju srednje
vrijednosti, a vertikalne linije standardnu devijaciju.

Slika 3.20 Vrijednosti in vivo fluorescencije stani¢ne kulture Pseudo-nitzschia multiseries
TO01lms u tretmanima T1-T4 pri 14 °C i 18 °C. Prikazane su aritmetiCke sredine
fluorescencije + standardna devijacija (SD) na temelju bioloskih replika; paneli prikazuju
temperaturne uvjete.

Slika 3.21 ProsjeCna stopa rasta (u, dan') vrste Pseudo-nitzschia multiseries TO0O1lms u
tretmanima T1-T4 pri 14 °C i 18 °C. Tocke prikazuju srednje vrijednosti, a vertikalne linije
standardnu devijaciju.

Slika 3.22 Promjene u proizvodnji domoicne kiseline (DK; pg stanica™) tijekom faza rasta
(1-4) kod vrste Pseudo-nitzschia multiseries (TO01ms) uzgajane pri temperaturama od 14 i
18 °C u razli¢itim nutritivnim uvjetima (T1-T4). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti
+ standardna devijacija iz dviju bioloskih replika.

Slika 3.23 Relativna promjena proizvodnje domoicne kiseline (DK; pg stanica™) u odnosu na
kontrolni tretman (T1) tijekom faza rasta (1-4) pri temperaturama od 14 i 18 °C kod vrste
Pseudo-nitzschia multiseries (T001ms). Vrijednosti predstavljaju procijenjene sredine
dobivene linearnim mjeSovitim modelom (LMM), pri ¢emu je kontrolni tretman (T1)
normaliziran na vrijednost 1 unutar svake faze i temperature.

Slika 7.1 Promjena logaritamski transformirane fluorescence kroz vrijeme za dva izolata vrste
Pseudo-nitzschia galaxiae. Siva linija prikazuje promjenu vrijednosti log fluorescencije
tijekom trajanja pokusa, dok crveni segment oznacava dio krivulje koristen za izracun stope
rasta.

Slika 7.2 Odnos izmedu relativne fluorescencije (RFU) 1 brojnosti stanica (stanica mL™") kod
vrsta roda Pseudo-nitzschia. Isprekidane linije predstavljaju linearne regresijske odnose, a u
panelima prikazane su regresijske jednadzbe 1 koeficijenti determinacije (R?). RFU oznacava
relativne fluorescencijske jedinice.

Slika 7.3 Odnos izmedu fluorescencijskog signala (RFU) i brojnosti stanica (x10* stanica
mL™!) kod vrste P. pseudodelicatissima pri 14 °C i 18 °C. Pune linije prikazuju linearne
regresijske odnose, a zasjenjena podrucja 95 %-tni interval pouzdanosti. Na slici su prikazani
koeficijenti determinacije (R?) i pripadajuce p-vrijednosti za svaku temperaturu. RFU
oznacava relativne fluorescencijske jedinice.

Slika 7.4 Odnos izmedu fluorescencijskog signala (RFU) 1 brojnosti stanica (x10° stanica
mL™!) kod vrste P. delicatissima pri 14 °C i 18 °C. Pune linije prikazuju linearne regresijske
odnose, a zasjenjena podrucja 95 %-tni interval pouzdanosti. Na slici su prikazani koeficijenti
determinacije (R?) 1 pripadajuce p-vrijednosti za svaku temperaturu. RFU oznacava relativne
fluorescencijske jedinice.

Slika 7.5 Odnos izmedu fluorescencijskog signala (RFU) i brojnosti stanica (x103 stanica
mL™") kod vrste P. multistriata pri 14 °C i 18 °C. Pune linije prikazuju linearne regresijske
odnose, a zasjenjena podrucja 95 %-tni interval pouzdanosti. Na slici su prikazani koeficijenti



determinacije (R?) i pripadajuce p-vrijednosti za svaku temperaturu. RFU oznacava relativne
fluorescencijske jedinice.

Slika 7.6 Odnos izmedu fluorescencijskog signala (RFU) i brojnosti stanica (x10° stanica
mL™!) kod vrste P. multiseries pri 14 °C i 18 °C. Pune linije prikazuju linearne regresijske
odnose, a zasjenjena podrucja 95 %-tni interval pouzdanosti. Na slici su prikazani koeficijenti
determinacije (R?) i1 pripadajuce p-vrijednosti za svaku temperaturu. RFU oznacava relativne
fluorescencijske jedinice.



Popis tablica

Tablica 2.1 Gradijenti mobilnih faza za analizu DK na LC-MS/MS-u.

Tablica 2.2 Popis analiziranih stani¢nih kultura pri standardnim uzgojnim uvjetima s
podrucjem izolacije, datumima izolacije i temepraturom uzgoja. Oznaka vrste predstavlja
jedinstvenu identifikacijsku oznaku dodijeljenu pojedinoj vrsti ili stani¢noj kulturi radi
preglednijeg prikaza rezultata i povezivanja podataka izmedu tablica, slika i analiza.

Tablica 2.3 Popis analiziranih stani¢nih kultura pri izmijenjenim eksperimentalnim uvjetima s
podrucjem izolacije i datumima uzorkovanja.

Tablica 2.4 Opis tretmana za izmijenjene uvjete uzgoja stani¢nih kultura Pseudo-nitzschia.
Tablica 2.5 Prosirenje eksperimentalnog dizajna za vrstu Pseudo-nitzschia multistriata (trec¢i
eksperiment).

Tablica 3.1 Popis analiziranih izolata vrste P. allochrona uzgajanih pri standardnim uvjetima,
s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoi¢ne kiseline (pDK) u kulturi stanica (ng
mL™'), stopama rasta (dan') te najvi§im zabiljeZenim brojnostima stanica (x10% stanica
mL™).

Tablica 3.2 Popis analiziranih izolata vrste P. calliantha uzgajanih pri standardnim uvjetima,
s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoi¢ne kiseline (pDK) u kulturi stanica (ng
mL™"), stopama rasta (dan') te najviSim zabiljeZenim brojnostima stanica (x10° stanica
mL™).

Tablica 3.3 Popis analiziranih izolata vrste P. delicatissima uzgajanih pri standardnim
uvjetima, s pripadajuim vrijednostima partikulatne domoic¢ne kiseline (pDK) u kulturi
stanica (ng mL™"), stopama rasta (dan') te najviSim zabiljezenim brojnostima stanica (%103
stanica mL™).

Tablica 3.4 Popis analiziranih izolata vrste P. fraudulenta uzgajanih pri standardnim
uvjetima, s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u kulturi
stanica (ng mL™"), stopama rasta (dan') te najviSim zabiljezenim brojnostima stanica (x103
stanica mL™).

Tablica 3.5 Popis analiziranih izolata vrste P. galaxiae uzgajanih pri standardnim uvjetima, s
pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u kulturi stanica (ng mL™),
stopama rasta (dan') te najviSim zabiljeZenim brojnostima stanica (x10?* stanica mL™).
Tablica 3.6 Popis analiziranih izolata vrste P. mannii uzgajanih pri standardnim uvjetima, s
pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u kulturi stanica (ng mL™),
stopama rasta (dan') te najvisSim zabiljezenim brojnostima stanica (x10? stanica mL™).
Tablica 3.7 Popis analiziranih izolata vrste P. multistriata uzgajanih pri standardnim
uvjetima, s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u kulturi
Stanica (ng mL™), stopama rasta (dan™') te najviSim zabiljeZenim brojnostima stanica (x103
stanica mL™).

Tablica 3.8 Popis analiziranih izolata vrste P. pseudeodelicatissima uzgajanih pri
standardnim uvjetima, s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u
kulturi stanica (ng mL™"), stopama rasta (dan™') te najviSim zabiljeZenim brojnostima stanica
(x10° stanica mL™).

Tablica 3.9 Srednje brojnosti stanica (stanica mL™%, n=3), u pojedinim fazama rasta tijekom
kojih su izolati vrste Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima proizvodili domoiénu kiselinu, s
pripadaju¢im srednjim vrijednostima domoicne kiseline u kulturi stanica i po stanici.



Tablica 3.10 Sazetak izmijerenih vrijednosti prosjecne fluorescencije (RFU) po tretmanu i
temperaturi Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima-K357ps.

Tablica 3.11 Ucinci tretmana, temperature i1 dana mjerenja na log-transformirani
fluorescencijski signal stani¢ne kulture P. pseduodelicatissima prema linearnom mjeSovitom
modelu. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Tablica 3.12 Post-hoc usporedbe tretmana na procijenjenim marginalnim sredinama log-
transformiranog fluorescencijskog signala vrste P.pseudodelicatissima. Podebljane su
statistiCki znaCajne p-vrijednosti 1 pripadajuci smjerovi razlike.

Tablica 3.13 Vremenski obrazac znacajnih razlika u log-transformiranom fluorescencijskom
signalu izmedu temperatura za vrstu P. pseudodelicatissima. Podebljane su statisticki
znacajne p-vrijednosti i pripadajuci smjerovi razlike.

Tablica 3.14 Prosjecne vrijednosti domoicne kiseline (pg stanica™) za pojedine tretmane (T1—
T4), temperaturne uvjete (14 °C, 18 °C) i faze rasta (1-4) vrste P. pseudodelicatissima.
Prikazane su aritmetic¢ka sredina DK te standardna devijacija kao mjera varijabilnosti izmedu
bioloskih replikata (n = 3 po kombinaciji).

Tablica 3.15 U¢inci tretmana, temperature i faze rasta na proizvodnju domoicne kiseline u
vrste P. pseudodelicatissima. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Tablica 3.16 Znacajne post-hoc usporedbe tretmana za vrijednosti domoi¢ne kiseline P.
pseudodelicatissima. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti i pripadajuc¢i smjerovi
razlike.

Tablica 3.17 Znacajne post-hoc usporedbe faza rasta za proizvodnju domoi¢ne kiseline za
vrstu P. pseudodelicatissima. Podebljane su statisti¢ki zna¢ajne p-vrijednosti i pripadajuéi
smjerovi razlike.

Tablica 3.18 Statisticki znacajne post-hoc usporedbe temperaturnih uvjeta unutar faza rasta za
vrstu P. pseudodelicatissima. Podebljane su statisti¢ki zna¢ajne p-vrijednosti i pripadajuéi
smjerovi razlike.

Tablica 3.19 Sazetak izmjerenih prosjecnih vrijednosti fluorescencije (RFU) po tretmanu i
temperaturi za izolat Pseudo-nitzschia delicatissima K465de.

Tablica 3.20 U¢inci tretmana, temperature i vremenske tocke mjerenja na log-transformirani
fluorescencijski signal stani¢ne kulture P. delicatissima prema linearnom mjeSovitom
modelu. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Tablica 3.21 Post-hoc usporedbe tretmana na procijenjenim marginalnim sredinama log-
transformiranog fluorescencijskog signala vrste P. delicatissima. Statisticki znacajne p-
vrijednosti 1 odgovarajuci smjerovi razlike oznaceni su podebljanim slovima.

Tablica 3.22 Post-hoc usporedba temperaturnih uvjeta na procijenjenim marginalnim
sredinama log-transformiranog fluorescencijskog signala vrste P. delicatissima. Statisticki
znacajna p-vrijednost 1 odgovarajuci smjer razlike oznaceni su podebljanim slovima.

Tablica 3.23 Sazetak izmijerenih vrijednosti fluorescencije (RFU) po tretmanu i temperaturi
Pseudo-nitzschia multistriata-S442mu.

Tablica 3.24 Ucinci tretmana, temperature 1 dana mjerenja na fluorescencijski signal stani¢ne
kulture Pseudo-nitzschia multistriata S442mu prema linearnom mjesovitom modelu.

Tablica 3.25 Post-hoc usporedbe tretmana na procijenjenim marginalnim sredinama log-
transformiranog fluorescencijskog signala vrste P. multistriata. Statisticki znaajne p-
vrijednosti 1 odgovarajuc¢i smjerovi razlike oznaceni su podebljanim slovima.



Tablica 3.26 Post-hoc usporedba temperaturnin uvjeta na procijenjenim marginalnim
sredinama log-transformiranog fluorescencijskog signala vrste P. multistriata. Statisticki
znacajna p-vrijednost i odgovarajuci smjer razlike oznaceni su podebljanim slovima.

Tablica 3.27 Post-hoc usporedbe tretmana u odnosu na kontrolni tretman T1 unutar pojedinog
temperaturnog uvjeta za vrstu P. multistriata. Statisticki znacajne p-vrijednosti i odgovarajuci
smjerovi razlike oznac¢eni su podebljanim slovima.

Tablica 3.28 Sazetak izmijerenih vrijednosti fluorescencije (RFU) po tretmanu i temperaturi
Pseudo-nitzschia multiseries TOO1ms.

Tablica 3.29 Ucinci tretmana, temperature i vremenske tocke mjerenja na log-transformirani
fluorescencijski signal za vrstu P. multiseries prema linearnom mjesovitom modelu.

Tablica 3.30 Post-hoc usporedba temperaturnih uvjeta na procijenjenim marginalnim
sredinama log-transformiranog fluorescencijskog signala vrste P. multiseries. Statisticki
znacajna p-vrijednost i odgovarajuci smjer razlike oznaceni su podebljanim slovima.

Tablica 3.31 Prosje¢ne vrijednosti domoi¢ne kiseline (DK; pg stanica™) i1 pripadajuce
standardne devijacije za vrstu Pseudo-nitzschia multiseries T0OO1ms uzgajane pri razli¢itim
temperaturama (14 i 18 °C), tretmanima (T1-T4) i fazama rasta (1-4).

Tablica 3.32 UCcinci tretmana, temperature i faze uzorkovanja na log-transformiranu
koncentraciju domoicne kiseline P. multiseries prema linearnom mjeSovitom modelu.
Podebljane su statisti¢ki znacajne p-vrijednosti.

Tablica 3.33 Znacajne post-hoc razlike u koncentraciji domoi¢ne kiseline (DK; pg stanica™)
medu tretmanima tijekom faza uzorkovanja kod vrste Pseudo-nitzschia multiseries TO01ms.
Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti i pripadajuéi smjerovi razlike.

Tablica 3.34 Znacajne post-hoc razlike u koncentraciji domoi¢ne kiseline (DK; pg stanica™)
izmedu temperatura tijekom faza uzorkovanja kod vrste Pseudo-nitzschia multiseries
T001ms. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti i pripadajuci smjerovi razlike.
Tablica 4.1 Utjecaj ispitivanih nutritivnih tretmana i temperature na rast analiziranih izolata
roda Pseudo-nitzschia.

Tablica 4.2 Sazetak proizvodnje domoicne kiseline kod toksi¢nih vrsta roda Pseudo-nitzschia
u razli¢itim temperaturnim 1 nutritivnim uvjetima.

Tablica 7.1 Brojnost stanica (x10° stanica mL™') vrste Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima
u tretmanima T1-T4 pri 18 °C. Replike (a, b, c) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi
se na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tablica 7.2 Brojnost stanica (x10° stanica mL™") vrste Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima
u tretmanima T1-T4 pri 14 °C. Replike (a, b, ¢) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi
se na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tablica 7.3 Tablica 5.2a. Brojnost stanica (x103 stanica mL™) vrste Pseudo-nitzschia
delicatissima u tretmanima T1-T4 pri 18 °C. Replike (a, b, c) predstavljaju paralelne uzorke.
Dan 0 odnosi se na po¢etnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tablica 7.4 Brojnost stanica (x103 stanica mL!) vrste Pseudo-nitzschia delicatissima u
tretmanima T1-T4 pri 14 °C. Replike (a, b, c) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tablica 7.5 Brojnost stanica (%103 stanica mL™') vrste Pseudo-nitzschia multistriata u
tretmanima T1-T7 pri 14 °C. Replike (a, b, c) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu toc¢ku, odnosno inokulaciju.



Tablica 7.6 Brojnost stanica (x10° stanica mL™) vrste Pseudo-nitzschia multistriata u
tretmanima T1-T7 pri 18 °C. Replike (a, b, ¢) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.
Tablica 7.7 Brojnost stanica (x10° stanica mL™) vrste Pseudo-nitzschia multiseries u
tretmanima T1-T4 pri 18 °C. Replike (a, b) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.
Tablica 7.8 Brojnost stanica (x10° stanica mL™) vrste Pseudo-nitzschia multiseries u
tretmanima T1-T4 pri 14 °C. Replike (a, b) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu toc¢ku, odnosno inokulaciju.



Popis kratica

DK-domoicna kiselina

HPLC-teku¢inska  kromatografija  visoke djelotvornosti  (high-performance liquid
chromatography)

LC-MS/MS-tekuc¢inska kromatografija spregnuta s tandemnom masenom spektrometrijom
(liquid chromatography—tandem mass spectrometry)

LMM-linearni mjesoviti model (linear mixed model)

N-dusik

OTU-operacijska taksonomska jedinica (operational taxonomic unit)

P-fosfor

RFU-relativne jedinice fluorescencije (relative fluorescence units)

Si-silicij

Si:N-omjer silicija i dusika

T1-kontrolni tretman

T2 -tretman sa smanjenom dostupnoscu fosfata

T3- tretman sa smanjenom dostupnoscu silikata

T4-kombinirani tretman sa smanjenom dostupnoscu fosfata i silikata

T5- tretman s ve¢im smanjenjem dostupnosti fosfata

T6- tretman s ve¢im smanjenjem dostupnosti silikata

T7-kombinirani tretman sa ve¢im smanjenjem dostupnosti fosfata i silikata



1 Uvod

1.1  Fitoplankton

Fitoplankton obuhvaca fotosintetske autotrofne i miksotrofne, jednostani¢ne ili kolonijalne
organizme koji lebde u vodenom stupcu (Vili¢i¢, 2002). Kao primarni proizvodac u vodenim
ekosustavima, fitoplankton ima izniman ekoloski znacaj: sudjeluje u priblizno 50 % globalne
fotosintetske proizvodnje kisika te ¢ini temelj vecine pelagi¢kih hranidbenih mreza.
Fitoplankton znacajno utjece na biogeokemijske cikluse ugljika jer, putem bioloske pumpe,
apsorbira atmosferski CO:, §to doprinosi njegovom smanjenju u zraku i regulaciji globalnog
ekosustava (Dokulil i Qian, 2020; Falkowski i sur., 1998).

Taksonomski, fitoplankton ne predstavlja monolitnu biolosku skupinu niti zasebno carstvo,
ve¢ funkcionalnu i ekoloSku kategoriju organizama sli¢nog nacina Zivota (Pan, 2022; Pierella
Karlusich i sur., 2020). Zbog svoje taksonomske raznolikosti, fitoplankton je polifiletska
skupina, buduc¢i da ne obuhvaca sve potomke jedinstvenog zajednickog pretka. Stoga danas
fitoplankton  predstavlja  funkcionalnu  skupinu razlic¢itih  klada fotosintetskih
mikroorganizama, a ne kao taksonomska jedinica carstva (Pierella Karlusich i sur., 2020). U
fitoplankton se ubrajaju dijatomeje (Bacillariophyta), dinoflagelati (Dinophyta), haptofite
(Haptophyta), kriptofite (Cryptophyta), klorofite (Chlorophyta) te cijanobakterije
(Cyanobacteria) (Reynolds, 2006).

Glavne sastavnice fitoplanktona ukljucuju dvije osnovne taksonomske domene Zivota:

1. Prokarioti — cijanobakterije (Cyanobacteria): ove fotoautotrofne bakterije nemaju
jezgru ni unutarnju membranu i pripadaju domeni Bacteria. Cijanobakterije su medu
najranijim fotosintetskim organizmima na Zemlji te su oblikovale atmosferu Zemlje
kroz proizvodnju kisika u geoloskoj proslosti (Liu i sur., 2024).

2. Eukarioti — mikroskopske alge: ukljucuju razne skupine fotosintetskih eukariota
(npr. diatomeje, dinoflagelati, haptofiti, zelene alge) koje su sistematski rasporedene u
glavne eukariotske supergrupe. Ove eukariotske skupine tradicionalno su se svrstavale
unutar carstva Protista prema klasi¢nim taksonomskim modelima, ali suvremena

filogenetika koristi raSireniji sustav supergrupa umjesto “carstava” (Thoré i sur.,
2023).

Fitoplankton se prema veli€ini stanica dijeli u tri osnovne frakcije:

1. Mikrofitoplankton (20 — 200 pm)
2. Nanofitoplankton (2 — 20 um)
3. Pikofitoplankton (0,2 — 2 pm)



U mikrofitoplanktonu prevladavaju dijatomeje i dinoflagelati, dok manje frakcije
fitoplanktona, poput nanofitoplanktona 1 pikofitoplanktona, obuhvacaju kriptofite,
kokolitoforide, i cijanobakterije (Sieburth i sur., 1978; Vascotto i sur., 2024).

Procjene globalne raznolikosti fitoplanktona temeljem klasi¢ne taksonomije ukazuju na
nekoliko tisu¢a opisanih vrsta, no molekularna istrazivanja pokazuju znatno vecu, do sada
podcijenjenu raznolikost (Falkowski i sur. 1998.; Pierella Karlusich, i sur. 2020.; De Vargas i
sur. 2015.). Prema autorima Vili¢i¢ i sur., 2002 u Jadranskom moru zabiljeZeno je ukupno
888 vrsta, medu kojima dominiraju dijatomeje (518 vrsta), zatim dinoflagelati (264 vrste),
haptofiti (101 vrsta), dok su ostale skupine zastupljene u manjem broju. Novija istrazivanja
ukazuju na to da je broj zabiljezenih taksona u porastu, ponajprije zbog napretka
tradicionalnih metoda te uvodenja molekularnih i drugih suvremenih pristupa, pri ¢emu
procjene ovise o podrucju i metodologiji istrazivanja (Mozeti¢ i sur. 2019).

Fitoplankton ¢ini temelj pelagickih hranidbenih mreza i predstavlja glavni izvor organske
tvari za viSe trofiCke razine, ukljucujuéi zooplankton, ribe i1 druge morske organizme.
Njegova prostorna i vremenska raspodjela uvjetovana je dostupno$éu svjetlosti,
koncentracijom hranjivih soli (dusika, fosfora i silicija), temperaturom, stabilno$¢u vodenog
stupca te hidrodinami¢kim procesima poput mijeSanja i stratifikacije (Margalef, 1978.;
Reynolds, 2006).

Fitoplankton karakterizira prisutnost raznolikih fotosintetskih pigmenata koji omogudéuju
apsorpciju svjetlosne energije u Sirokom rasponu valnih duljina. Klorofil a sredisnji je
pigment fotosintetski aktivnih fitoplanktonskih organizama, prisutan u svim glavnim
skupinama fitoplanktona, zbog ¢ega se koristi kao osnovni pokazatelj biomase fitoplanktona i
intenziteta primarne produkcije (Falkowski i Raven, 2007). Uz klorofil a, u stanicama
fitoplanktona prisutni su i brojni dodatni fotosintetski pigmenti, ukljucujuéi klorofile b i c,
razli¢ite karotenoide te fikobiliproteine. Budu¢i da se sastav i relativni udjeli pojedinih
pigmenata razlikuju medu taksonomskim skupinama fitoplanktona, odredeni pigmenti mogu
sluziti kao pokazatelji prisutnosti pojedinih skupina. Primjerice, dijatomeje i ostali
predstavnici Pripadnici skupine Stramenopila sadrze klorofil ¢ i fukoksantin, karotenoid koji
omogucuje ucinkovitije iskoriStavanje plavo-zelenog dijela spektra, osobito u uvjetima
smanjene dostupnosti svjetlosti u vodenom stupcu. Dinoflagelate obiljeZzava prisutnost
peridinina, dok su klorofite prepoznatljive po vecem udjelu klorofila b. Cijanobakterije, kao
prokariotski fotosintetski organizmi, umjesto klorofila b i ¢ sadrze fikobiliproteine, medu
kojima su najces¢i fikocijanin i fikoeritrin (Jeffrey i sur., 2011). Analiza fotosintetskih
pigmenata stoga se Cesto primjenjuje u istraZivanjima sastava fitoplanktonske zajednice.
Posebno je vazna primjena tekucinske kromatografije visoke u¢inkovitosti (HPLC), kojom se
razdvajaju, identificiraju 1 kvantificiraju pojedinacni pigmenti u uzorku. Na temelju
dobivenog pigmentnog profila moguce je procijeniti relativni doprinos glavnih skupina
fitoplanktona te pratiti njihove sezonske i prostorno-vremenske promjene (Dursun i sur.,
2021; Jeffrey i sur., 2011; Mackey i sur., 1996).

Suvremena istrazivanja sve vise ukljucuju molekularne pristupe, poput analize okolisne DNA
(eDNA) i visoko proto¢nog sekvencioniranja temeljenog na razli¢itim markerima.
Molekularne metode omoguéuju prepoznavanje kriptinih vrsta, odnosno morfoloski vrlo
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sli¢nih vrsta, koje se ne mogu pouzdano razlikovati na temelju mikroskopskih morfoloskih
obiljezja. (De Vargas i sur., 2015).

Fitoplanktonske zajednice u vodenim ekosustavima pokazuju izrazene sezonske promjene u
brojnosti, biomasi i taksonomskom sastavu. U razdobljima kada okoli$ni uvjeti pogoduju
rastu pojedinih skupina, moze do¢i do cvjetanja fitoplanktona, odnosno naglog povecanja
njihove biomase. Takvi su dogadaji najces¢e povezani s povecanom dostupnoS¢u hranjivih
tvari, stabilnim hidrografskim uvjetima i povoljnim svjetlosnim rezimom. lako cvjetanja
mogu pridonijeti ukupnoj produktivnosti ekosustava, pojedina cvjetanja mogu imati
negativne ekoloske posljedice. To se osobito odnosi na Stetna cvjetanja algi (engl. Harmful
Algal Blooms, HAB), koja Cesto ukljucuju dinoflagelate ili cijanobakterije, a mogu biti
povezana s proizvodnjom toksina i razvojem hipoksi¢nih uvjeta u vodenom stupcu (Anderson
i sur., 2010; Bravo i sur., 2010; Trainer i sur., 2010).

Fitoplankton brzo reagira na promjene okoli$nih uvjeta zbog kratkog generacijskog vremena,
visokog reproduktivnog potencijala te neposredne ovisnosti o temperaturi, dostupnosti
svjetlosti i koncentracijama hranjivih tvari. Zbog toga se promjene u njegovoj brojnosti,
taksonomskom sastavu i fotosintetskoj aktivnosti ¢esto koriste kao pokazatelji ekoloSkog
stanja vodenih sustava. Takve promjene mogu odrazavati u€inke antropogenih pritisaka, ali 1
dugoro¢nih promjena povezanih s klimatskim promjenama, ukljucujuéi porast temperature
mora, promjene u stratifikaciji vodenog stupca, izmijenjenu dostupnost hranjivih tvari te
pomake u sezonskoj dinamici fitoplanktonske zajednice. (Behrenfeld i Falkowski 1997).

1.2 Morfoloska obiljezja dijatomeja

Dijatomeje (Bacillariophyceae, Diatomeae) ¢ine morfoloski i ekoloski izrazito raznoliku
skupinu, prepoznatljivih po silicificiranoj ovojnici koja ih jasno izdvaja od drugih skupina
algi (Armbrust, 2009; Round i sur., 1990). Za razliku od vecine algi, dijatomeje nemaju
celuloznu stani¢nu stijenku, ve¢ specijalizirani periplast u koji je uklopljena silicificirana
frustula. Frustula nastaje unutar specijaliziranih vezikula uklju€enih u proces
biomineralizacije (Hildebrand i Lerch, 2015; Krdger i Poulsen, 2008). U tim se vezikulama
talozi amorfni 1 netopljivi opal (SiO:x nH20), koji nastaje polimerizacijom ortosilicijeve
kiseline (HaSi04) — glavnog bioloski dostupnog oblika silicija u morskim ekosustavima
(Treguer i De La Rocha, 2013). Tijekom silicifikacije, odnosno procesa ugradnje silicija u
frustulu, formirani silikatni materijal izluCuje se na vanjsku stranu stanice 1 ugraduje u cvrstu
ovojnicu (Hildebrand i Lerch, 2015; Mari¢ Pfannkuchen, 2013). Zrela silicificirana ovojnica,
poznata kao frustula, sastoji se od dviju medusobno uklopljenih valvi koje se ponaSaju poput
komponenata kutijice — veca valva (epivalva) preklapa manju (hipovalvu). Ove dvije valve
boc¢no su povezane pleurama koje tvore prstenasti pojas (cingulum), a zajedno daju frustuli
karakteristican viSedijelni izgled (Round i sur., 1990). Morfologija frustule iznimno je
raznolika, pa se valvama mogu opazati kruzne, elipti¢ne, izduzene ili valovite forme, Sto
odrazava 1 visoku taksonomsku raznolikost skupine. Unutrasnjost stanice ispunjena je
velikom centralnom vakuolom, koja moze zauzimati oko 90 % ukupnog volumena stanice
(Armbrust 2009; Mari¢ Pfannkuchen, 2013).



Vrste iz roda Pseudo-nitzschia pripadaju redu Pennatae, skupini dijatomeja (Hasle, 2002;
Hasle 1994b). Na temelju grade frustule i simetrije valvi dijatomeje se razvrstavaju u dvije
glavne morfoloSke skupine Centricae i Pennatae. Centricae pokazuju radijalnu simetriju i
najcesce su povezane s planktonskim zivotnim strategijama, zbog ¢ega dominiraju otvorenim
morskim vodenim stupcem. Nasuprot njima, Pennatae karakterizira izduzena, bilateralno
simetri¢na frustula, ¢esto s razvijenim rafa sustavom koji omogucéuje aktivno kretanje po

podlogama. Ova skupina daleko je zastupljenija u bentoskim staniStima (Lelong i sur., 2012;
Mari¢ Pfannkuchen, 2013).

Stanice se mogu pojavljivati pojedinac¢no, ali se najéeS¢e povezuju u lance nastale
preklapanjem apikalnih krajeva (Bates, 2000). Morfoloski, stanice mogu biti ravne, igli¢aste
ili blago sigmoidalne, dok su u valvarnom pogledu lanceolatne do linearne, s glatko
zaobljenim ili povremeno S$iljastim zavrSecima (Slika 1.1).
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Slika 1.1 Stanice roda Pseudo-nitzschia u kulturi promatrane svjetlosnim mikroskopom pri
povecanju 200x. Izduzene stanice vidljive su pojedina¢no i u lancima. Fotografija: Tina
Tomasevic.

U bo¢nom pogledu oblik stanice najcesce je fuziforman ili pravokutan, a veéina vrsta ima dva
lateralno smjesStena kloroplasta koji okruzuju stani¢nu jezgru (Hasle, 2002; Trainer i sur.,
2012). Sve vrste ovog roda posjeduju bo¢no smjestenu rafu koja se proteze gotovo cijelom



duzinom valve. Rafe dviju valva pozicionirane su na suprotnim stranama, $to je obiljezje
blisko povezano s rodom Nitzschia (Hasle, 1994b). Rafa moze biti kontinuirana ili
djelomicno prekinuta u sredisSnjem dijelu valve, gdje se nalazi oja¢ano podrucje i eventualno
razvijena sredisnja pora (lat. porus centralis) smjestena u centralnom ¢voru (lat. nodulus
centralis). Unutarnja strana rafe premoscena je fibulama, popreénim silicificiranim
mostovima koji ¢ine kanal rafe i predstavljaju jedno od klju¢nih obiljezja u odredivanju vrsta.
Valve su ukraSene strijama, transverzalnim silicificiranim trakama gradenima od areola, dok
su interstrije jace silicificirane. Broj strija, njihov raspored i nacin silicifikacije vazna su
taksonomska obiljeZja. Strije mogu biti uniserijatne (npr. P. pungens, P. calliantha) ili
multiserijatne (npr. P. fraudulenta, P. multiseries) (Lundholm i sur., 2003). Areole zatvara
tanak silicificirani sloj naziva velum ili cribrum, perforiran karakteristi¢cnim uzorcima ovisno
0 vrsti, a ovaj ultrastrukturni detalj ima ulogu i u fiziologiji izmjene tvari (Lundholm i sur.,
2003) (Slika 1.2).
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Slika 1.2 Morfologija stanice iz roda Pseudo-nitzscha (a) stanica u bo¢nom poloZaju (presjek
kroz apikalnu ravninu -AA i (b) stanica u valvalnom polozaju. AA, apikalna os. Preuzeto iz
Mari¢ Pfannkuchen, 2013.

Za precizno odredivanje vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia neophodno je analizirati niz
mikromorfoloskih obiljezja, ukljucujuci broj i raspored strija i fibula, dimenzije valve, oblik
zavrsetaka i prisutnost srediSnje pore. U tu svrhu elektronska mikroskopija je nezaobilazna
(Lundholm i sur., 2003; Trainer i sur., 2012). Tradicionalna taksonomija roda temeljila se na
morfologiji 1 ultrastrukturi frustule, no posljednjih dvadesetak godina molekularne analize
postaju klju¢ne za raspoznavanje morfoloski sli¢nih ili kripti¢nih vrsta. Filogenetske analize



sekvenci nuklearnih i Kkloroplastnih markera (ITS, LSU rDNA) otkrile su visoku razinu

kripti¢ne raznolikosti i omogucile opis novih taksona te redefiniranje postojecih (Amato i sur.
2007; Lundholm i sur., 2002).

1.3  Znacajke roda Pseudo-nitszchia

Dijatomeje roda Pseudo-nitzschia (Heterocontae, Bacillariophyceae) prvi je opisao H.
Peragallo u razdoblju od 1897. do 1908. godine. Kasnije ih je Hustedt (1958) svrstao u rod
Nitzschia. Medutim, Hasle (1994) je, na temelju morfoloskih i taksonomskih znacajki,
izdvojila Pseudo-nitzschia kao zaseban rod. Za razliku od vrsta roda Nitzschia, stanice
Pseudo-nitzschia tvore lancaste strukture (,,stepenaste kolonije*) djelomi¢nim preklapanjem
vrhova stanica, uz prisutnost i drugih morfoloskih razlika (Hasle 1994a; Lelong i sur., 2012).

Dijatomeje roda Pseudo-nitzschia $iroko su rasprostranjene u morskoj fitoplanktonskoj
zajednici te su zabiljezene u svim oceanima, ukljucujuéi i polarne regije Arktika i Antarktike
(Bates i sur., 2018) (Slika 1.3). U skladu s ranijim mikroskopskim opaZanjima koja potvrduju
kozmopolitsku  rasprostranjenost roda  Pseudo-nitzschia (Hasle, 2002), analiza
metabarkodiraju¢ih podataka iz uzoraka prikupljenih na globalnoj razini, dobivenih
visokoproto¢nim sekvenciranjem V9 regije gena za 18S rRNA, pokazala je da ovaj rod ¢ini
priblizno 4,4 % svih ribotipskih sekvenci dijatomeja te da ima najveéi broj operativnih
taksonomskih jedinica (OTU) medu penatnim dijatomejama. (Malviya i sur., 2016).
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Slika 1.3 Svjetska rasprostranjenost vrsta roda Pseudo-nitzschia. Toksi¢ne vrste oznac¢ene su
podebljano 1 zvjezdicom (*), pri ¢emu su toksi¢ni samo pojedini sojevi. Simboli s plavim
obrubom oznac¢avaju nalaze prije taksonomskih revizija. Prilagodeno prema Bates (2018).

Do danas su unutar roda Pseudo-nitzschia opisane 63 vrste, od kojih 28 mogu proizvesti
neurotoksin domoicu kiselinu (DK) (Dong i sur., 2020; Lundholm i sur., 2024; von Dassow i
sur., 2023; Guiry i Guiry, 2025.). DK se prenosi kroz hranidbeni lanac akumulacijom toksina
u Skoljkasima i ribama koje se hrane filtracijom morske vode, Sto moze dovesti do trovanja
kod ljudi i raznih morskih Zivotinja (npr. ptica, morskih lavova, glavonozaca) (Trainer i sur.,
2012). Simptomi trovanja mogu biti gastroeneteroloske prirode (proljev, povracanje i
mucnina), no mogu biti 1 neuroloSki (gubitak pamcenja i dezorijentacija) zbog Cega se
trovanje DK naziva i amnezijsko trovanje $koljkasima (engl. Amnesic Shellfish Poisoning,
ASP) (Teitelbaum i sur., 2010). Nadalje, istrazivanja su pokazala da DK moze izazvati
neuroloske simptome i kod planktivornih riba poput in¢una (Lefebvre i sur., 2001). Nasuprot
tome, Skoljkasi ne pokazuju takve simptome zbog slabije razvijenog Ziv€anog sustava, §to
moze objasniti razlike u osjetljivosti na DK (Bates i sur., 2018).

Prvi slucaj ASP-a zabiljezen je 1987. godine na otoku Prince Edward u Kanadi, kada su tri
osobe preminule, a najmanje 107 ih je razvilo simptome trovanja. Tada je Pseudo-nitzschia
multiseries odredena kao vrsta odgovorna za pojavu toksina, a u dagnjama (Mytilus edulis)
izmjereni su maseni udjeli DK do 790 ug g' (Wright i sur., 1989; Perl i sur., 1990). Zbog
navedenog dogadaja u svijetu su uvedene redovite analize DK u tkivu Skoljkasa. Od prvog
opisanog dogadaja nisu zabiljezeni smrtni slucajevi povezani s ASP-om. Unato¢ tome, DK,
njezini izomeri te pojave potencijalno toksi¢nih vrsta roda Pseudo-nitzschia se sve ¢esce
evidentira. Ovaj porast je u velikoj mjeri posljedica ciljanih programa kontrole, kao i razvoj
taksonomskih i analiti¢kih metoda. Unaprijedeno taksonomsko odredivanje vrsta omogucilo



je pouzdanije prepoznavanje toksicnih vrsta, dok je uvodenje osjetljivih analitickih tehnika
poput tekucinske kromatografije s tandemskom masenom spektrometrijom (LC-MS/MS)
omogucéilo kvantifikaciju domoic¢ne kiseline u vrlo niskim koncentracijama, ukljucujuci
vrijednosti koje ranije nisu bile mjerljive (Quilliami sur., 1995; Trainer i sur., 2012).
Istodobno, ¢injenica da se u posljednjim desetlje¢ima ne prijavljuju potvrdeni slucajevi ASP-
a vjerojatno ne odrazava stvarno odsustvo pojave DK u okoli$u, ve¢ se smatra da je trovanje
DK-om ¢esto nedovoljno klini¢ki prepoznato (Bates i sur., 2018).

1.3.1 Zivotni ciklus roda Pseudo-nitzschia

Dijatomeje roda Pseudo-nitzschia razmnozavaju se nespolno i spolno. Tijekom nespolnog,
vegetativnog dijeljenja, hipoteka roditeljske stanice postaje epiteka jedne od novih stanica,
dok se druga hipoteka iznova sintetizira. Zbog takvog nacina podjele, prosjecna se veli¢ina
stanica postupno smanjuje sve dok ne dosegnu kriticnu veli¢inu ispod koje populacija vise ne
moze uspjesno opstati. U toj razvojnoj tocki kljuénu ulogu preuzima spolno razmnozavanje,
kojim se obnavlja pocetna veli¢ina stanica (Amato i sur., 2005) (Slika 1.3).
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Slika 1.2 Shematski prikaz zivotnog ciklusa roda Pseudo-nitzschia. Prilagodeno iz Marié¢
Pfannkuchen, 2013.

Vecina vrsta roda Pseudo-nitzschia je heterotali¢na (iznimka je P. brasiliana), sto znaci da je
za spolno razmnoZavanje potreban kompatibilan par stanica, oznacenih kao ,,+* 1 ,,—. Spolni
proces naziva se cis-anizogamija. Nekoliko sati nakon priblizavanja partnerskih stanica — bez
stvaranja sluzi ili direktnog fizickog prianjanja - zapocinje spolno razmnoZzavanje. Prije



kopulacije, diploidne jezgre prolaze mejotsku diobu, pri ¢emu svaka roditeljska stanica
formira dvije sfericne anizogamete bez biCeva. lako morfoloski jednake, gamete imaju
razliCito ponasanje: ,,+ gamete pokazuju laganu pokretljivost, dok su ,— gamete
nepokretne. Spajanje gameta, plazmogamija, se odvija unutar jedne do dvije minute i
rezultira formiranjem jedne zigote iz para gameta. Zigota ostaje povezana s roditeljskom
stanicom te se razvija unutar auksospore smjestene u perizonijumu. Tijekom dva do Cetiri
dana unutar auksospore nastaje nova stanica pocetne (najvece) veliine, koja napusta
perizonij tijekom njegovog pucanja (Amato i sur., 2005; Amato i Montresor, 2008;
Chepurnov i sur., 2005; D’Alelio i sur., 2009). U prirodnim uzorcima spolne faze teSko je
uociti zbog iznimne krhkosti gameta, zigota i auksospora. No, istrazivanja iz 2010. zajedno s
prethodnim laboratorijskim istrazivanjima, pokazala su da zivotni ciklus Pseudo-nitzschia u
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prirodi traje priblizno dvije do tri godine. Medutim, jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjeno
kako se u prirodnim uvjetima susre¢u kompatibilni spolni tipovi i koji ¢imbenici poti¢u
pokretanje spolnog razmnozavanja (D’ Alelio i sur., 2010a; Holtermann i sur., 2010).

1.4 Domoic¢na kiselina

Domoic¢na kiselina (DK) je trikarboksilna, cikli¢na kiselina, topiva u vodi. DK je analog L-
glutaminske kiseline koja je jedan od najvaznijih neuro prijenosnika u ziv€anom susatvu
kraljeznjaka (Wright i sur., 1989). U slu¢aju unosa DK u organizam, DK se veze na mjesto
vezivanja L-glutaminske Kkisline. Do sada je opisano vise strukturalnih izomera (izo-
domoicna kiselina, A-H) (Lelong i sur., 2012). Pojedini izomeri se sintetiziraju u algama
Chondira armata, te u dijatomejama Nitzschia spp. i Pseudo-nitzschia spp. (Hansen i sur.,
2011; Kotaki i sur., 2004). Dok, su neki izomeri DK pronadeni u tkivu $koljkasa kao rezultat
degradacije DK. Epi-DK moze nastati epimerizacijom DK pri povi§enim temperaturama, pri
¢emu dolazi do promjene stereokemijske konfiguracije molekule. (McCarron i sur., 2011)
(Slika 1.4).
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Slika 1.4 Molekularna struktura DK i njenih izomera. Prilagodeno iz Lelong i sur., 2012.

Nakon ulaska u organizam, DK se veZe na glutamatne receptore u centralnom zivéanom
sustavu pri ¢emu pokazuje afinitet tri puta veéi od kaini¢ne kiseline i ¢ak stotinu puta veéi od
glutaminske kiseline. S obzirom na to da DK nije otpuStena iz neurona, uzrokuje produljenju
depolarizaciju neurona i povec¢anu koncentraciju kalcija unutar neurona te posljedi¢no smrt
neurona (Lelong i sur., 2012). Neuroni koji se nalaze u hipokampusu (imaju klju¢nu ulogu u
pamcenju, ucenju 1 prostornoj orijentaciji) podlozni su oSte¢enjima, Sto rezultira
anteretogradnom amnezijom ili gubitkom kratoro¢nog pamcenja pa se zbog toga trovanje DK
naziva i amnezijsko trovanje Skoljkasima (ASP). Simptomi ovise o koncentraciji unesene DK
te o zdravlju ¢ovjeka. Stariji ljudi, ljudi s poremecenom funkcijom bubrega ili ljudi u kojih je
poremecena krvno-mozdana barijera su najugrozenijih ukoliko dode do trovanja s DK
(Lelong i sur., 2012). Do sada nije pronaden protuotrov za DK (Pulido, 2008).

1.5 Cimbenici proizvodnje domoicne kiseline

Prethodna istrazivanja su pokazala da postoji znacajna razlika u proizvodnji DK kako izmedu
razli¢itih vrsta roda Pseudo-nitzschia, tako i unutar razli¢itih izolata iste vrste (Trainer i sur.
2012). Thessen i sur., 2009 pokazali su da su medu devet izolata P. calliantha samo dva
proizvela toksin DK, kao i dva od pet izolata P. fraudulenta, $to potvrduje izrazenu
varijabilnost unutar vrste u sintezi toksina. Razlicite vrste i izolati mogu pokazivati razlicite
obrasce proizvodnje DK: pojedini pocinju sintetizirati toksin tijekom eksponencijalne faze
rasta, kada je dioba stanica najintenzivnija, dok je kod drugih povecana proizvodnja DK
zabiljezena u stacionarnoj fazi, najéeS¢e kao odgovor na ograni¢enje hranjivih tvari ili druge
okolisne stresore. Osim toga, ukupan broj stanica u populaciji ne mora biti izravno povezan s
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koncentracijom DK, budu¢i da neke vrste ili izolati mogu proizvoditi viSe ili manje toksina
neovisno o gusto¢i populacije (Bates i sur., 2018).

Ovakve razlike upucuju na slozenost biosinteze DK te ukazuju na to da je ona uvjetovana
kombinacijom fizioloskih i okolisnih ¢imbenika (Bates i sur., 2018). Na proizvodnju DK
utjece niz ¢imbenika kao $to su: unutarnji, kemijski, bioloski te fizikalni (Lelong i sur. 2012)
(Slika 1.5).

Kemijski co, HCOz  Tiis

Urea

bez promjene u
proizvodnji DK
DK ovisi o

vrsti ili soju

starost kulture
faza rasta
N/ unutarnji
salinitet 7/ temperatura
; S svjetlo :
Bioloski fotoperiod pH Fizikalni

Slika 1.5 Cimbenici koji utje¢u na proizvodnju domoiéne kiseline. Crne strelice oznadavaju
¢imbenike koji poticu proizvodnju DK. Crne isprekidane strelice oznacavaju ¢imbenike koji
smanjuju DK. Sive oznacavaju ¢imbenike koji ovise o vrsti ili izolatu Pseudo-nitzschia. Sive
isprekidane strelice oznacavaju ¢imbenike za koje postoje opre¢ni podatci u literaturi.
Preuredeno iz Lelong i sur. (2012).

Unutarnji ¢imbenici obuhvacaju fizioloSko stanje stanica, ukljuCujuéi fazu rasta i starost
stani¢ne kulture, koji znaCajno utjeCu na metabolicku aktivnost te time i na sposobnost
stanica da sintetiziraju DK (Mafra i sur., 2010; Bates, 1989).

Kemijski ¢imbenici, prvenstveno dostupnost makro- i mikronutrijenata, imaju klju¢nu ulogu
u regulaciji sinteze toksina. Dostupnost ili ogranicenje silicija (Si), fosfora (P), bakra (Cu),
zeljeza (Fe) 1 amonijevog iona (NH4"), ima vaZznu ulogu u regulaciji sinteze DK, pri ¢emu
stres uzrokovan nedostatkom hranjivih tvari ¢esto dovodi do povecanih razina toksina
(Lelong i sur. 2012; Pan i sur., 1996a). Omjeri hranjivih tvari predstavljaju kljucni ¢imbenik
u sintezi domoic¢ne kiseline. Redfieldov omjer (N:P = 16:1) opisuje prosje¢ne biogeokemijske
potrebe fitoplanktona, dok je Brzezinski (1985) prosirio koncept na dijatomeje uvodenjem
Si:N:P odnosa. Odstupanja u dostupnosti silicija, dusSika i fosfora—posebice ograni¢enje
silicija ili fosfora uz relativni viSak duSika-mogu znacajno utjecati na fiziologiju Pseudo-
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nitzschia i potaknuti sintezu domoiéne kiseline (Brzezinski, 1985; Brzezinski, 1992; Redfield
i sur., 1963).

Bioloski ¢imbenici, poput prisutnosti predatora (npr. zooplanktona), mogu potaknuti ili
pojacati proizvodnju DK kao oblik obrambenog mehanizma (Lundholm i sur., 2018).
Eksperimentalna istrazivanja pokazala su da prisutnost kopepoda moze potaknuti povecanu
proizvodnju DK. Primjerice, Tammilehto i sur. (2015) utvrdili su da se toksi¢nost vrste P.
seriata povecava pri izravnoj i neizravnoj izloZenosti kopepodima Calanus hyperboreus i C.
finmarchicus (Tammilehto i sur.). Lundholm i sur. (2018) dodatno su pokazali da taj odgovor
ovisi 0 tipu organizma Kkoji se hrani fitoplanktonom: biljojedni kopepodi inducirali su
proizvodnju DK, dok mesojedni kopepodi nisu izazvali isti u¢inak (Lundholm i sur.).

Fizikalni parametri, kao §to su temperatura, salinitet, pH vrijednost, fotoperiod 1 intenzitet
svjetla, dodatno utjeCu na razinu toksicnosti. Brojna istrazivanja pokazala su da odredene
kombinacije ovih uvjeta, osobito poviSena temperatura i salinitet te jaca osvijetljenost, mogu
pogodovati povecanoj sintezi DK (Fehling i sur., 2006; Trainer i sur, 2012).

Ipak, ve¢ina dosadasnjih saznanja o ¢imbenicima koji reguliraju proizvodnju DK temelji se
na laboratorijskim istrazivanjima, u kojima se pojedini okoliSni uvjeti najceSce ispituju
zasebno. Takav pristup omogucuje razjas$njavanje pojedinacnih mehanizama proizvodnje DK,
ali ne odrazava slozenost uvjeta u okoliSu, u kojima se ucinci hranjivih tvari, temperature,
saliniteta, svjetlosti, pH vrijednosti i bioloskih interakcija odvijaju istodobno. Stoga se
zakljucci dobiveni u laboratorijskim uvjetima trebaju razmatrati uzimaju¢i u obzir Sire
okoli$ne uvjete.

Vrste roda Pseudo-nitzschia sastavni su dio fitoplanktona i kao primarni proizvodaci
predstavljaju izvor organske tvari visim trofickim razinama. Domoié¢na kiselina (DK), koju
proizvode toksi¢ni sojevi Pseudo-nitzschia, moze se nakupljati u primarnim potro$ac¢ima
fitoplanktona, osobito S$koljkasima, zooplanktonu i sitnim planktivornim ribama. Preko
hranidbene mreze DK se zatim moze prenijeti na vise potrosace, ukljucujuci predatorske ribe,
morske ptice, morske sisavce i ¢ovjeka (Lelong i sur., 2012; Trainer i sur., 2012). U Meksiku
su 1996. godine zabiljeZeni slucajevi uginu¢a morskih ptica nakon $to su se hranile in¢unima
i srdelama u kojima je bila prisutna DK povezana s toksi¢nom vrstom Pseudo-nitzschia
australis (Sierra-Beltran i sur., 1997). Pretpostavlja se da je Hitchcockov film ,,Ptice* (1963.)
nadahnut stvarnim dogadajem zabiljeZenim na podrucju Santa Cruza u Kaliforniji, gdje su
morske ptice, nakon hranjenja ribom koja je sadrzavala DK, pokazivale dezorijentirano i
agresivno ponasanje prema ljudima (Bargu i sur., 2012). Morski sisavci takoder mogu imati
posljedice ukoliko su izlozeni toksinu DK. U Kaliforniji je 1998. zabiljezeno 400 uginulih
morskih lavova (Zalophus californianus) nakon unosa in¢una kontaminiranim toksinom.
Prezivjele jedinke pokazivale su izrazene neuroloSke smetnje, uklju¢uju¢i nekontrolirane
pokrete glavom, ataksiju 1 neuobiCajene obrasce ponaSanja, usporedive s klini¢kim
znakovima opazenima kod laboratorijskih Zivotinja izlozenih DK (Bargu i sur., 2012; Scholin
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i sur., 2000). Sli¢ni su se neurotoksi¢ni poremecaji kod morskih lavova i vidri biljezili i
ranijih godina: 1978., 1986., 1988. i 1992 (Scholin i sur., 2000). DK se kasnije povezala i s
uginuc¢ima kitova usana (Balaenoptera acutorostrata) u juznoj Kaliforniji (Fire i sur., 2010)
te patuljastih i patuljasto-kljunastih uljesura (Kogia spp.) u vodama jugoisto¢nog i srednjeg
Atlantika SAD-a (Fire i sur., 2009). S iznimkom pacifickih kamenica (Crassostrea gigas)
(Jones i sur., 1995), vec¢ina $koljkasa pokazuje visok stupanj otpornosti na DK, ¢ak i pri
koncentracijama koje dosezu 790 mg g, §to je zabiljezeno kod dagnji tijekom ASP sindroma
1987. godine (Bates, 1989). Sli¢no kao i kod otpornih pacifickih britvicastih $koljkasa
(Siliqua patula), pretpostavlja se da neke vrste Skoljkasa posjeduju proteine koji vezu DK ili
izmijenjuju osjetljivost receptora, ¢ime se ograniava vezanje toksina (Trainer i Bill, 2004).
Relativno slabo razvijen zZiv¢ani sustav Skoljkasa u usporedbi s pticama i sisavcima vjerojatno
pridonosi njihovoj manjoj osjetljivosti na neurotoksi¢ne u¢inke DK. Domoicna kiselina moze
se tijekom toksi¢nih cvjetanja Pseudo-nitzschia sp. nakupljati i u drugim bentoskim
organizmima, §to predstavlja dodatni izvor toksina za predatore poput morskih ptica, morskih
lavova i riba (Kvitek i sur., 2008).

Nakon masovnog trovanja 1987. godine u Kanadi, odredena je grani¢ni maseni udio od 20 pg
po gramu SkoljkaSa nakon koje se zatvaraju uzgajaliSta. Takoder, istu granicu su preuzele i
zemlje Europske unije.

U Jadranskom moru DK je prvi put zabiljezena 2000. godine u tkivu dagnji s talijanske
zapadne obale (Ciminiello i sur. 2005). Premda je maseni udio bio nizak (2,5 pg g!), uveden
je sustav pracenja u Jadranu zbog osiguranja zdravstvene ispravnosti Skoljkasa u skladu s
Uredbom (EZ) br. 853/2004 (EU parlament, 2004) i hrvatskom regulativom. U hrvatskim
vodama DK u $koljkasima je prvi put potvrdena u sije¢nju 2006. godine u uzorcima dagnji
(M. galloprovincialis) s najvisim masenim udjelom od 6,5486 pg g * (Ujevic i sur., 2010). Od
tada je DK povremeno odredena u tkivu Skoljkasa, no maseni udjeli su uvijek bili ispod
propisane granice. Na podrucju sjevernog Jadranskog mora maseni udjeli u $koljkasima bili
su u rasponu od 0,097 do 1,320 pg g* (Ljubesi¢ 1 sur., 2011; Mari¢ 1 sur., 2011; Kvrgi¢ 1 sur.,
2022), dok su u srednjem Jadranu zabiljezene vrijednosti od 0,17 do 3,24 pg g (Ujevi€ i
sur., 2019; Arapov i sur, 2017; Arapov i sur., 2016).

1.7 Dosadasnja istrazivanja roda Pseudo-nitzschia u Jadranskom moru

Vrste roda Pseudo-nitzschia vazna su skupina fitoplanktonske zajednice Jadranskog mora te
su redovito zabiljeZene u razli¢itim prostornim i vremenskim okvirima, ukljucujuci i otvorena
i obalna podru¢ja tijekom cijele godine (Turk i sur., 2025; Nincevi¢ Gladan i sur., 2020).
Zastupljenost roda Pseudo-nitzschia u obalnim vodama je osobito izrazena, gdje Cine
prosjec¢no 35,01 % ukupne fitoplanktonske zajednice, dok u otvorenim morskim podru¢jima
njihov udio iznosi 15,35 % (Skeji¢ i sur., 2024). Takva prostorna raspodjela ukazuje na
visoku prilagodljivost ovog roda razli¢itim ekoloSkim uvjetima te na to da visoke brojnosti,
osobito u obalnim podru¢jima, mogu znacajno utjecati na strukturu i dinamiku hranidbenih
mreza (Aubry i sur., 2012). Cvatnje vrsta roda Pseudo-nitzschia zabiljezene su na podrucju
Jadranskog mora tijekom svih sezona: zimi/jeseni (Buri¢ i sur., 2008; Turk Dermastia i sur.,
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2020), te proljece/ljeti/jeseni (Mari¢ i sur., 2012; Arapov i sur., 2020; Giulietti i sur., 2021).
Tijekom zabiljezenih cvatnji, vrste Pseudo-nitzschia mogu predvladavaju u fitoplanktonskoj
zajednici i to ¢ak vise od 90% (Turk Dermastia i sur., 2025; Arapov i sur., 2025; Skeji¢ i sur.,
2024). U dosadasnjim istrazivanjima na podru¢ju Jadranskog mora odredeno je 14 vrsta
Pseudo-nitzschia (Bonaci¢ i sur., 2025; Turk Dermastia i sur. 2025), te je proizvodnja DK
potvrdena za pet vrsta: P. calliantha (Arapov i sur., 2020; Tankovi¢ i sur., 2022), P.
delicatissima (Penna i sur., 2013; Tankovi¢ i sur., 2022; Turk Dermastia i sur., 2022), P.
galaxiae (Turk Dermastia i sur., 2022), P. multistriata (Turk Dermastia i sur., 2022) i P.
pseudodelicatissima (Tankovic i sur., 2022; Tomasevi¢ i sur., 2025).

U istrazivanju koje su proveli Arapov i sur. (2020) na podrucju srednjeg Jadranskog mora,
toksi¢nost je potvrdena za vrstu P. calliantha, pri ¢emu je u stani¢noj kulturi utvrdena
vrijednost DK u rasponu od 0,022 do 0,0855 pg/stanici. Najvisa vrijednost DK zabiljezena je
u ranim fazama rasta stani¢ne kulture, kada je brojnost stanica bila najniza (Arapov i sur.).
Vazno je naglasiti da su do ovog istrazivanja dostupni podaci o prisutnosti domoicne kiseline
u stani¢nim kulturama vrsta roda Pseudo-nitzschia na podrucju srednjeg Jadranskog mora bili
ograni¢eni. Odnosno, navedeno istrazivanje koje su proveli Arapov i sur., 2020 bilo je jedino
istrazivanje prisutnosti DK u stani¢noj kulturi s podruéja srednjeg Jadranskog mora. Takoder,
najvise vrijednost DK (od 0,003 do 0,16 pg/stanici) su zabiljezene u ranoj fazi pri nizim
brojnostima za vrstu P. multistriata s podru¢ja sjevernog Jadranskog mora (Turk Dermastia i
sur., 2022). Za vrstu P. delicatissima zabiljezene su vrijednosti DK od 0,000063 do 0,0015
pg/stanici (Turk Dermastia, i sur., 2022; Penna i sur., 2013; Tankovi¢ i sur., 2022), dok su za
P. pseudodelicatissima utvrdene vrijednosti od 0,0007 do 0,025 pg/stanici (Tankovi¢ i sur.,
2022; TomasSevi¢ i sur., 2025). Kod vrste P. galaxiae koncentracije su odredene u mediju
stani¢ne kulture i iznosile su od 5 do 24,8 ng/mL (Turk Dermastia i sur., 2022).
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1.8 Ciljevi i hipoteze istrazivanja

Ciljevi ovog istrazivanja su:

- analizirati toksi¢nost i dinamiku rasta razli¢itih vrsta roda Pseudo-nitzschia izoliranih
s podrucja uzgoja skoljkasa u srednjem Jadranskom moru. Toki¢nost se analizirala,
kroz razli¢ite faze rasta te pri standardnim i eksperimentalno izmijenjenim uzgojnim
uvjetima;

- izolacija S$to veceg broja stani¢nih kultura, kako bi se omogucila detaljna analiza
stani¢nih kultura Pseudo-nitzschia pri kontroliranim laboratorijskim uvjetima;

- U slucajevima pojave DK u tkivu Skoljkasa na istrazivanim podru¢jima provoditi
dodatnu i ¢es¢u izolacija stanica te analizirati toksi¢nost stani¢nih kultura.

Hipoteze:

1. Analiza toksi¢nosti i stopa rasta stani¢nih kultura vrsta roda Pseudo-nitzschia pri
standardnim laboratorijskim uvjetima:

1.1.  ne postoji razlika u toksi¢nosti izmedu razli¢itih ispitivanih vrsta;

1.2. ne postoji razlika u toksi¢nosti unutar iste vrste tijekom razli€itih faza rasta stanicne
kulture;

1.3. ne postoji razlika u toksi¢nosti ispitivane vrste s razli€itih podrucja;
1.4.  ne postoji razlika u stopi rasta izmedu razli€itih ispitivanih vrsta;

1.5. ne postoji razlika u stopi rasta unutar istih vrsta izoliranih s razli¢itih podrugja.

2. Analiza toksi¢nosti i stopa rasta stani¢nih kultura vrsta roda Pseudo-nitzschia pri
izmijenjim uvjetima (promjena temperature i dostupnosti hranjivih tvari):

2.1.  ne postoji razlika u utjecaju promjene temperature na toksi¢nost ispitivanih vrsta;

2.2.  ne postoji razlika u utjecaju promjene dostupnosti hranjivih tvari na toksi¢nost
ispitivanih vrsta;

2.3.  ne postoji razlika u utjecaju promjene temperature na stopu rasta ispitivanih vrsta;

2.4. ne postoji razlika u utjecaju promjene dostupnosti hranjivih tvari na stopu rasta
ispitivanih vrsta.
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2 Materijali i metode

2.1 Podrugje istrazivanja

Podrugje istrazivanja obuhvaca Cetiri lokacije duz obale srednjeg Jadranskog mora, koje su
znadajna mjesta izlova i uzgoja $koljkasa: Velebitski kanal (44.2696° S, 15.5165° 1), Sibenski
zaljev (43.7441° S, 15.8712° 1), Kastelanski zaljev (43.5208° S, 16.2717° 1) i Malostonski
zaljev (42.8676° S, 17.6871°1) (Slika 2.1). Istrazivane postaje prostiru se od sjevernog prema
juznom dijelu srednjeg Jadrana te obuhvacaju razlicite tipove obalnih sustava - od otvorenijih
kanala do poluzatvorenih i bocatih zaljeva.

(@)
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X N
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\ ®

Batimetrija

[ ]0-50
50 - 100
[ 100 - 200

[ 200 - 500
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Slika 2.1 Podrugje istrazivanja i prikaz postaja: (a) V: Velebitski kanal, (b) S: Sibenski zaljev,
(c) K: Kastelanski zaljev, (d) M: Malostonski zaljev.
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Velebitski kanal je smjesten izmedu sjevernih jadranskih otoka (Krka, Prvic¢a, Paga i Raba) i
kopna te je najduzi kanal u sjevernom dijelu srednjeg Jadrana. Velebitski i Paski kanal
zajedno ¢ine sustav dug 40 km i Sirok 4-14 km koji je paraleleran s obalom. Kanal je povezan
s otvorenim morem kroz Kvarneri¢, dok je juzni dio kanala spojen s us¢em rijeke Zrmanje
preko Novigradskog mora. Hidrografske karakteristike podruc¢ja definirane su dotokom rijeke
Zrmanje i brojnim slatkovodnim izvorima - vruljama (Novosel i sur., 2002). Tijekom kiSne
sezone (od listopada do prosinca) i razdoblja topljenja snijega (od oZujka do svibnja),
posbeno je izraZzen utjecaj dotoka rijeke i vrulja (Bonacci, 2001). Osim toga, na hidrografiju
utjeCe vjetar bura s brzinama do 40 m/s. Zbog dotoka slatke vode i bure, u kanalu je smanjen
salinitet i temperatura povrSinskih voda u usporedbi s podrué¢jem izvan kanala (Novosel i
sur., 2002).

Sibenski kanal je pod utjecajem estuarija rijeke Krke kojeg karakterizira izrazena haloklina
koja se moze javljati tijekom cijele godine ovisno o dotoku rijeke Krke te ima vazan utjecaj
na biogeokemijske procese (Svensen i sur., 2007). Haloklina predstavlja akumulacijski sloj za
slatkovodne i morske fitoplanktonske vrste te je i podruéje intezivne bakterijske aktivnosti
(Fuks i sur., 1991; Vili¢i¢ i sur., 1989). Ovo podrucje je bogato nutritivnim tvarima koje
dolaze iz rijeke Krke - nitrati i silikati, te fosforom koji je antropogenog podrijetla (Legovicé i
sur., 1994). Temperatura i salinitet definirani su kao najvazniji pokazatelji dotoka rijecne
vode koji utjeu na sastav fitoplanktonskih zajednica i njihove sezonske dinamike (Cetini¢ i
sur., 2006).

Kastelanski zaljev najve¢i je zaljev srednjeg Jadrana, smjeSten izmedu Trogira 1 Splita, u
urbaniziranom podrucju koje je osobito tijekom druge polovice 20. stoljeca bilo izloZeno
snaznom antropogenom utjecaju. Najznacajniji izvor slatke vode je rijeka Jadro, koja se
ulijeva u istoc¢ni dio zaljeva, dok su podmorski izvori prisutni, ali znatno manjeg intenziteta.
Povijesno opterecenje zaljeva bilo je povezano s ispustima neprociS¢enih komunalnih i
industrijskih otpadnih voda, urbanim otjecanjem te unosom organske tvari i hranjivih soli,
osobito u istoénom dijelu zaljeva uz usc¢e Jadra i podrucje Vranjica (Ujevi¢ i sur., 2000;
Lovrenci¢ Mikeli¢ i sur., 2017). Nakon izgradnje centralnog kanalizacijskog kolektora 2004.
godine antropogeni pritisak znatno je smanjen, §to je povezano s postupnim prijelazom
trofickog stanja prema oligotrofnijim uvjetima (Skeji¢ i sur., 2015). Na cirkulaciju u zaljevu
utjeCu vjetrovi, pri ¢emu bura i1 maestral pogoduju ciklonalnoj, a jugo anticiklonalnoj
cirkulaciji; tijekom ljeta istocni dio zaljeva moze biti slabije povezan s ostatkom zaljeva 1
ponasati se kao djelomi¢no izdvojeno vodeno tijelo (Zore-Armanda, 1980; Lovrenc¢i¢ Mikeli¢
i sur., 2017). Zbog kombinacije dotoka rijeke Jadro, urbanog utjecaja i specifi¢ne
hidrodinamike, isto¢ni dio Kastelanskog zaljeva razlikuje se od otvorenijih dijelova zaljeva
po hidrografskim uvjetima i sastavu fitoplanktonske zajednice (Buzancic i sur., 2012; Skeji¢ i
sur., 2024).

Malostonski zaljev duboko je uvuceno obalno podrucje smjesteno izmedu kopna 1 poluotoka
Peljesca, na zavrSetku Neretvanskog kanala (Buzanci¢ i sur., 2016). Hidrografiju zaljeva
oblikuju dotok slatke vode rijeke Neretve, najvece rijeke isto¢ne obale Jadrana, podmorski
krski izvori unutar zaljeva te stalna izmjena vode s otvorenijim dijelom mora. Estuarij
Neretve pripada tipu slanog klina, pri ¢emu se bocata voda povrsinski §iri prema moru, dok
slanija morska voda ulazi ispod halokline (Buzan¢i¢ i sur., 2016; Krvavica i Ruzi¢ 2020).
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Zbog takvih hidrografskih obiljezja, kao 1 izrazenog utjecaja Neretve i podmorskih izvora,
Malostonski zaljev ima specificne uvjete za rast fitoplanktona te se prema koncentracijama
hranjivih soli, prozirnosti vodenog stupca i koli¢ini fitoplanktona opisuje kao umjereno
prirodno eutrofiziran sustav (Vili¢i¢, 1989; Buzanci¢ i sur., 2016; Jasprica i sur., 2012,
Skeji¢ 1 sur., 2015; Vili¢i¢ i sur., 1998). Zbog povoljnih hidrografskih uvjeta i primarne
proizvodnje, zaljev je poznat po uzgoju Skoljkasa te danas predstavlja jedno od najvaznijih
podrudja uzgoja skoljkasa u Hrvatskoj (Cali¢ i sur., 2013).

2.2  Prikupljanje uzoraka, uspostava i odrzavanje stani¢nih kultura

Uzorkovanje u svrhu uspostave stani¢nih kultura se vrsilo svaki mjesec u trajanju od dvije
godine (od veljace 2022. do veljace 2024) na uzgojnim podruc¢jima Skoljkasa. Uzorak morske
vode prikupljen je fitoplanktonskom mrezicom promjera oka 20 um u vertikalnom potegu od
5 m na svim postajama osim u Sibenskom kanalu gdje se mreza vukla od 7 m do povrsine
zbog halokline.

Nakon prikupljanja uzorka, u §to kra¢em vremenu su se izolirale pojedina¢ne stanice ili lanac
stanica Pseudo-nitszchia. Izolacija stanica iz okolisnog uzorka morske vode obavila se pod
inverznim svjetlosnim mikroskopima Olympus 1X51 (Olympus Corporation, Tokio, Japan) i
Leica DMI 4000B (Leica Microsystems CMS, Wetzlar, Njemacka) pri povec¢anjima od 100x
ili 200x.

Nakon izolacije, stanica se prenijela u kapljicu sterilnog stani¢nog medija u svrhu ispiranja i
uklanjanja ostatka izvornog uzorka. Stanice su zatim presadene na ploCe s jazicama
ispunjenima istim stanicnim medijem. Rast novoizoliranih kultura pracen je redovitim
mikroskopskim pregledom, pri ¢emu se procjenjivala brojnost stanica 1 opce stanje kulture.
Kada bi kultura postigla dovoljnu gustocu stanica za daljnje odrZavanje, presadila bi se u veci
volumen stani¢nog medija, od 25 do 35 mL. Stani¢ne kulture odrzavane su u svjetlosnojim
komorama (modeli:BJPX-L250 i BJPX-L350, BIOBASE, Narodna Republika Kina) pri
ciklusu svjetlosti 12 h : 12 h, odnosno dan : no¢, 1 intenzitetu svjetla od 108 pmol fotona m
s'!. Temperatura odrzavanja stani¢nih kultura kretala se u rasponu od 14 °C do 20 °C £ 0,5
°C, ovisno o okoli$nim uvjetima pri izolaciji, pri ¢emu su pojedine skupine stani¢nih kultura
odrzavane na odgovarajucoj temperaturi unutar navedenog raspona. Stanic¢ne kulture su se
presadivale u svjezi sterilni medij svakih 15 dana.

Za izolaciju i uzgoj kultura koriSten je stani¢ni medij f/2 uz dodatak silikata, odnosno
obogaceni medij na bazi morske vode namijenjen uzgoju morskih mikroalgi, osobito
dijatomeja (Guillard, 1975). Medij f/2 + Si pripremljen je dodatkom makrohranjivih tvari,
elemenata u tragovima i vitamina u prethodno obradenu morsku vodu. U standardnoj
pripremi, po litri medija dodano je 1 mL stock otopine nitrata (NaNOs; 75 g/L), 1 mL stock
otopine fosfata (NaH:PO4 x H-0O; 5 g/L) te 1 mL stock otopine silikata u obliku natrijeva
metasilikata nonahidrata (Na.SiOs x 9H20; 30 g/L), ¢ime su konacne koncentracije iznosile
priblizno 882 puM nitrata, 36 uM fosfata i 106 uM silikata. Elementi u tragovima i vitamini
dodani su prema standardnom sastavu medija /2 (Guillard, 1975).
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Stani¢ni medij se pripremao s predfiltiranom morskom vodom sakupljenom s podrucja
otvorenog mora (veli¢ina pora 1 um; GF 6, Whatman, Maidstone, UK). Nakon predfiltracije
morska voda je bila u tami najmanje 2 mjeseca kako bi se razgradila organska tvar. Potom se
morska voda autoklavirala (1 sat na 121°C) te su se dodale hranjive tvari nakon (Guillard,
1975) cega je uslijedila filtracija kroz filter pore 0,22 pm (Whatman, Maidstone, UK). Prije
dodatka nutrijenata, salinitet morske vode odreden je salinometrom te je korigiran dodatkom
autoklavirane Milli-Q vode do vrijednosti od 35 do 36 PSU. Nakon podeSavanja saliniteta
dodane su hranjive tvari prema sastavu medija f/2 + Si, a pH pripremljenog medija iznosio je
od 8,11 do 8,19. Stani¢ne kulture su bile nesterilne (engl. non-axenic), te su potencijalno
sadrzavale prirodno prisutne nepatogene bakterije koje ne utje¢u znac¢ajno na rast stanica, ali
mogu doprinijeti stvaranju uravnoteZzenog mikrobnog okoli$a unutar stani¢ne Kulture.

Stakleno laboratorijsko posude koriSteno u radu sa stanicnim kulturama prethodno je
temeljito oprano deterdZzentom specijalne namjene (Contrad 70, Beckman Coulter, SAD)
nakon cega je viSestruko isprano destiliranom vodom. Posude je potom napunjeno 1 M
otopinom klorovodi¢ne kiseline (HCI) i ostavljeno 24 sata radi uklanjanja mogucih organskih
ostataka. Nakon kiselinskog tretmana, posude je ponovno isprano destiliranom vodom te
napunjeno istom i ostavljeno stajati 24 sata kako bi se osigurala potpuna neutralizacija
zaostalih tragova kiseline. Nakon zavrSetka procesa ciS€enja, sav stakleni materijal je
autoklaviran (121 °C, 20 minuta) radi sterilizacije te pohranjen u sterilnim uvjetima do
trenutka uporabe.

Po zavrSetku eksperimenata, preostali volumen stani¢nih kultura zasebno je prikupljan u
posude predvidene za bioloski otpad. Prikupljeni materijal autoklaviran je najmanje 1 sat,
zatim fiksiran formalinom te potom zbrinut prema vaze¢em internom protokolu ustanove za
zbrinjavanje bioloSkog otpada. Stakleno posude koriSteno u radu sa stani¢nim kulturama
nakon toga je obradeno prema prethodno opisanom postupku, koji ukljucuje pranje, kiselinski
tretman, viSestruko ispiranje i sterilizaciju autoklaviranjem.

2.3 Pracenje rasta stani¢ne kulture in vivo fluorescencijom

Rast stani¢nih kultura prac¢en je mjerenjem in vivo fluorescencije klorofila a fluorimetrom
(Turner Designs fluorometar, model 7200-000, Turner Designs, San Jose, CA, SAD).
Fluorescencija klorofila a koristena je kao neizravan pokazatelj gustoce stanica i dinamike
rasta stani¢nih kultura.

Za mjerenje fluorescencije uzimao se poduzorak od 1 mL stani¢ne kulture dva sata nakon
pocetka svjetlosne faze u stani¢noj komori. Prije uzimanja poduzorka, stani¢na kultura ru¢no
je homogenizirana najmanje 15 sekundi kako bi se stanice ravnomjerno rasporedile u mediju.
Prije mjerenja, uzorak u bocici dodatno je homogeniziran blagim okretanjem desetak puta,
nakon ¢ega je vanjska povrsina bocice pazljivo obrisana radi uklanjanja kapljica i necistoc¢a
koje bi mogle utjecati na ocitanje fluorescencije. Fluorimetrijska analiza kod stani¢nih kultura
Pseudo-nitzschia prvenstveno se koristila za kvantifikaciju klorofila a, koji predstavlja
pokazatelj biomase 1 rasta stanica, te omogucuje pracenje dinamike rasta tijekom
eksperimenata. Fluorimetar mjeri fluorescenciju klorofila, ¢ime se neinvazivno i brzo moze
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procijeniti koncentracija fotosintetski aktivnog materijala u stani¢noj kulturi. Svaki
poduzorak je mjeren tri puta te je za daljnje analize uzeta aritmeticka sredina. Prema
izmjerenim vrijednostima fluorescencije tijekom eksperimentalnog perioda odredila se faza
rasta u kojoj se stani¢na kultura nalazila. Stopa rasta stani¢nih kultura odreduje se izmedu
dvije tocke u vremenu (t: i t2) kada se stani¢na kultura nalazi u eksponencijalnoj fazi rasta,
odnosno u fazi kada se stanice dijele konstantnom brzinom te se populacija povecava
eksponencijalno. Za svaku stani¢nu kulturu izraden je graf logaritamske funkcije
fluorescencije u funkciji vremena (Prilozi-Slika 7.1). Na temelju tog grafa odredio se interval
u kojem stani¢na kultura pokazuje linearan porast u logaritamskoj skali - taj interval
odgovara eksponencijalnoj fazi rasta. Stopa rasta (p) se izracunala prema jednadzbi:
§= In( fe2 /fer)

tp— 4

Prirodni logaritam od fi predstavlja fluorescenciju mjerenu u vremenskoj tocki t2, a fu
predstavlja fluorescenciju mjerenu u vremenskoj tocki t1 (Guillard, 1975; D’Alelio i sur.,
2009).

S obzirom na to da su mjerenja fluorescencije provedena svakodnevno tijekom eksperimenta,
ovaj je parametar omogucio pouzdaniju procjenu stope rasta u odnosu na brojnost stanica,
koja je odredivana u pet odabranih vremenskih to¢aka. Povezanost izmedu fluorescencijskog
signala i odgovarajuce brojnosti stanica za svaku analiziranu vrstu roda Pseudo-nitzschia
odredena je linearnom regresijskom analizom. Za sve analizirane vrste nagib regresijske linije
bio je statisti¢ki znacajan (p < 0,005), a vrijednosti koeficijenta determinacije (R?) kretale su
se od 0,6963 do 0,9761. Ovisnost relativnih fluorescencijskih jedinica (RFU) o brojnosti
stanica, odnosno linearna regresija RFU-a i brojnosti, za vrste analizirane u standardnim
uvjetima prikazana je u Prilozima na slici 7.2, dok je za vrste analizirane u eksperimentalnim
uvjetima prikazana na slikama 7.3-7.6. U slucajevima u kojima presjek regresijske linije nije
bio statisticki znacajan (p = 0,2121-0,8685), regresijski model postavljen je kroz ishodiste,
odnosno presjek je fiksiran na nulu(Wood i sur., 2005). Fluorescencija se tijekom
eksponencijalne faze rasta pokazala pouzdanim pokazateljem gustoce stanica; medutim, u
fazi raspadanja stanica rezultati nisu bili pouzdani (Alvarez i sur., 2017). Zbog toga su
podatci koji odgovaraju fazi raspadanja/odumiranja iskljuceni iz analize.

2.4  Odredivanje brojnosti stani¢ne kulture

Odradivanje brojnosti stani¢ne kulture provodila se na nacin da se poduzorak (3 mL) stani¢ne
kulture uzimao u pet vremenskih tocaka. Prije uzorkovanja, stani¢na kultura se ruc¢no
homogenizirala barem 15 sekundi. Nakon homogenizacije, uzorak je prebacen u tubicu te je
dodana kisela Lugolova otopina radi fiksacije. Prije samog brojanja, svaki uzorak ponovno je
homogeniziran inverzijom gore—dolje najmanje 50 puta. Po potrebi, uzorci su bili razrijedeni
kako bi se postigao optimalan broj stanica po vidnom polju (15-30 stanica); potreba za
razrjedivanjem procjenjivala se na temelju visoke intenzivnosti fluorescencije. Brojenje je
provedeno u Sedgewick—Rafter komorici na invertnim sjetlosnom mikroskopima Olympus
IX51 (Olympus Corporation, Tokio, Japan) i Leica DMI 4000B (Leica Microsystems CMS,
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Wetzlar, Njemacka) pri povecanjima od 100x ili 200x. U svakom uzorku izbrojalo se
najmanje 50 polja i 500 stanica (Guillard i Sieracki 2005). Brojnost stanica izraCunata je
prema jednadzbi:

t broj stani
Nt(s):( n (broj stanica)

— x1000 x DF
mlL broj izbrojanih polja ) ¥ ¥

Nt predstavlja broj stanica u mililitru u trenutku uzorkovanja, a DF faktor razrjedenja.

2.5 Priprema uzoraka za analizu tekucinskom kromatografijom - tandemskom
spektrometrijom masa (LC-MS/MS)

Uzorci su se filtrirali kroz filter veli¢ine pore 0,7 um (GF/F, Whatman, Maidstone,
Ujedinjeno Kraljevstvo) najmanjim moguc¢im vakumom filtriralo se od 50 do 100 mL.
Volumen filtriranog uzorka ovisio je 0 gusto¢i stani¢ne kulture, pri ¢emu se manji volumen
filtrirao u slucajevima veée gustoce, buduéi da prevelika koncentracija stanica onemogucuje

pravilno filtriranje i moze dovesti do zacepljenja filtera. Filteri su se do analize pohranjivali
na -20 °C.

Ekstrakcija toksina domoicne kiseline vrSila se iz stanica sakupljenih na filteru. Filter se
stavio u tubicu od 2 mL zajedno sa stakleno/cirkonijskim perlicama promjera 0,5mm i 1 mL
metanola kao ekstrakcijskim otapalom. Tubice bi se potom stavile u Magna Lyser (Roche,
Basel, Svicarska) 30 sekundi na brzinu okretaja 6000 rpm. Perlice su koristene za mehanicko
pucanje filtera i stanica zadrZanih na njegovoj povrsini, kako bi se omogucilo oslobadanje
DK iz stanica, ukoliko je bila prisutna. Nakon mehani¢kog pucanja stanica, tubice su
preneSene u centrifugu na 4 °C te su se centrifugirali dva puta pri 14000 rpm u trajanju od 20
min. Nakon svake centrifuge, supernatanat se prenio u novu tubicu. Nakon sakupljanja
supernatanta, uzorak se profiltrirao kroz filter pore 0,22 um (Nylon Syringe Filter, 13 mm
diameter, FilterBio, Nantong, Kina). Tako pripremljeni uzorci analizirali su se teku¢inskom
kromatografijom - tandemskom spektrometrijom masa (Liquid Chromatography — Tandem
Mass Spectrometry, LC-MS/MS) na instrumentu Agilent Technologies (Santa Clara, CA,
SAD), opremljenom sustavom Triple Quad 6410, Degasser 1200, Quaternary Pump 1200,
Auto Sampler 1290 i Thermostatted Column Compartment 1290 (Slika 2.2).
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Slika 2.2 Vezani sustav tekucinska kromatografija — tandemska spektrometrija masa (LC-
MS/MS).

2.6  Analiza teku¢inskom kromatografijom - tandemskom spektrometrijom masa

Uvjeti za kromatografiju za Poroshell 120 (EC-C18, 2.1 mm x 50 mm, 2,7 um) kolonu
povezanu s Poroshell 120 (EC-C18, 2.1 mm x 5 mm, 2,7 um) predkolonom bili su: protok 0,3
mL/min, temperatura 30 °C, a gradijanti mobilnih faza su prikazani u Tablici 2.5. Mobilna
faza A sastojala se od 100% vode s 2 mM amonijevog formata i 50 mL mravlje kiseline, dok
se mobilna faza B sastojala od 95% acetonitrila, 5% vode s 2 mM amonijevog formata i 50
mL mravlje kiseline (Tablica 2.1).

Tablica 2.1 Gradijenti mobilnih faza za analizu DK na LC-MS/MS-u.

Vrijeme (min) A (%) B (%0)
0 90 10
4 20 80
6 20 80
6,5 90 10
10,5 90 10
11 90 10

DK je bila kvantificirana pomocu kalibracijske krivulje Sest radnih standardnih otopina.
Standardne radne otopine pripremile su se razrijedenjem temeljne standardne otopine koja
sadrzi certificirani DK standard (National Research Council of Canada, Halifax, Kanada).
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Koncentracija DK u temeljnoj standardnoj otopini bila je 3000 ng/mL, a pripremljena je u
metanolu. Temeljna standardna otopina je bila razrijedena u Sest radnih otopina s
koncentracijama 30, 60, 90, 180, 300 i 450 ng mL!. Uzorak volumen od 2 uL injektiran je u
LC-MS/MS. Granica detekcije (LOD) izraCunatata je temeljem omjera signala i Suma 3:1. Za
ovo istrazivanje koristila se samo LOD koncentracija, budu¢i da su eksperimenti bili
provedeni u relativno malom volumenu medija u kojem su stanice rasle.

Vrijednost domoi¢ne kiseline (DK) izrazena je po stanici te izraCunata prema slijedecoj
jednadzbi:

DK( ng ) _ DK koncentracija (ng mL™") X volumen ekstrakcijske otopine (mL)

stanica broj stanica (stanica mL™1) X volumen filtrirane kulture (mL)

2.7 Ustroj eksperimenata

U svrhu analize toksi¢nosti i dinamike rasta odabrane su stani¢ne kulture roda Pseudo-
nitzschia koje su prethodno identificirane do razine vrste primjenom molekularnih metoda
i/ili pretrazne elektronske mikroskopije (SEM). Identifikacija vrsta provedena je u okviru
povezanih istrazivackih aktivnosti primjenom morfoloskih i molekularnih metoda, a sekvence
koriStene za potvrdu taksonomske pripadnosti ve¢inom su objavljene u radu Bonaci¢ i sur.
(2025). Za daljnje analize odabrane su kulture koje su pokazivale stabilan rast u
laboratorijskim uvjetima, §to je procijenjeno redovitim mikroskopskim pra¢enjem povecanja
brojnosti stanica, ocuvane morfologije i izostanka vidljive kontaminacije. Analize stani¢nih
kultura uglavnom su provedene unutar ¢etiri mjeseca nakon izolacije stanica.

IstraZivanje je bilo podijeljeno u dva eksperimentalna dijela: prvi je obuhvacao analizu
toksi¢nosti i dinamike rasta u standardnim uzgojnim uvjetima, odnosno uvjetima prethodno
opisanima za odrzavanje stani¢nih kultura, dok je drugi obuhvacao analizu istih parametara
pri izmijenjenoj temperaturi 1 razli¢itim koncentracijama hranjivih tvari.

Analize toksi¢nosti u oba dijela istrazivanja provedene su tijekom cetiri kljuéne faze rasta
staniéne kulture. Faze su odredene na temelju promjena gustofe stanica, pracenih
fluorimetrijskom metodom mjerenja klorofila:

1. Rana eksponencijalna faza (faza rasta 1) - pocetno razdoblje eksponencijalnog rasta,
tijekom kojeg se stanice pocinju dijeliti, a stopa rasta pokazuje uzlazni trend

2. Kasna eksponencijalna faza (faza rasta 2) - faza intenzivnog proliferacijskog rasta,
obiljeZzena visokom stopom diobe stanica, porastom brojnosti stanica i izraZenom
metabolickom aktivnoséu

3. Stacionarna faza (faza rasta 3) - razdoblje u kojem se rast usporava i uspostavlja
ravnoteza izmedu stope diobe i mortaliteta; ukupna brojnost stanica ostaje priblizno
nepromjenjiva

4. Faza raspadanja/odumiranja (faza rasta 4) - zavr$na faza u kojoj dolazi do smanjenja
ukupne gustoce stanica, zbog povecane stope mortaliteta u odnosu na stani¢nu diobu,
Sto rezultira opadanjem gustoce stanica.
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Osim poduzoraka za mjerenje fluorescencije, uzimani su i poduzorci za odredivanje gustoce
stanica i1 koncentracije domoicne kiseline. Poduzorci od 3 mL za odredivanje gustoce stanica
uzeti su na dan inokulacije, odnosno dan 0, te u cetiri kljucne faze rasta. Uzorci za
odredivanje koncentracije domoi¢ne kiseline uzimani su filtracijom 50 do 100 mL stani¢ne
kulture u istim fazama rasta.

2.8 Eksperimentalni pristup I: analiza stani¢nih kultura u standardnim uzgojnim uvjetima

U prvom eksperimentalnom pristupu analizirane su 54 stani¢ne kulture roda Pseudo-nitzschia
u standardnim uzgojnim uvjetima, s ciljem dobivanja Sireg uvida u osnovne parametre rasta i
proizvodnje domoi¢ne kiseline u ve¢em broju kultura. Sve stani¢ne kulture uzgajane su u
stanicnom mediju /2 s dodatkom silikata prema protokolu Guillard (Guillard, 1975) (Slika
2.3).

Svakodnevno Poduzorak (1 mL)
3 A —> za mjerenje fluorescencije
54 staniéne kulture roda Pseudo-nitzschia na fluorimetru.

uzgoj pri temperaturi

f 1 N okoli$a u tenurtku izolacije =
| (16-19 °C) U pet tocaka Poduzorak (3 mL)
. / ,f - > ——— > za odredivanje brojnosti
( na svjetlosnom mikroskopu.

viSe vrsta iz razli¢itih podrucja izolacije

U Getiri tocke Filtriranje minimalno 50 mL uzorka
uzgoj u f/2 + Si mediju — za analizu sadrzaja

domoicne kiseline (DK).

Slika 2.3 Pojednosatvljeni shematski prikaz uzgoja stani¢nih kultura Pseudo-nitzschia u
stanardnim uvjetima.

Temperaturni uvjeti u ovom dijelu istrazivanja nisu bili eksperimentalno zadani, nego su
odgovarali temperaturama okoli$a zabiljezenima u trenutku izolacije pojedinih kultura. Na taj
je nacin svaka kultura odrzavana pri temperaturi koja je odrazavala izvorne okoliSne uvjete u
vrijeme izolacije (Tablica 2.2).
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Tablica 2.2 Popis analiziranih stani¢nih kultura pri standardnim uzgojnim uvjetima s
podru¢jem izolacije, datumima izolacije i temepraturom uzgoja. Oznaka vrste predstavlja
jedinstvenu identifikacijsku oznaku dodijeljenu pojedinoj vrsti ili stani¢noj kulturi radi
preglednijeg prikaza rezultata i povezivanja podataka izmedu tablica, slika 1 analiza.

Temperatura
Vrsta Oznaka vrste Podrucje Datum izolacije tijekom
eksperimenta (°C)
P. allochrona S222al Sibenik Sep 2022 19
P. allochrona S223al Sibenik Sep 2022 19
P. allochrona S280al Sibenik Oct 2022 19
P. calliantha MO074ca Malostonski zaljev Feb 2022 18
P. calliantha V061ca Velebitski Kanal Feb 2022 18
P. calliantha V065ca Velebitski kanal Feb 2022 18
P. calliantha V068ca Velebitski kanal Feb 2022 18
P. calliantha VV070ca Velebitski kanal Feb 2022 18
P. calliantha V071ca Velebitski kana Feb 2022 18
P. calliantha V072ca Velebitski kanal Feb 2022 18
P. calliantha VO077ca Velebitski kanal Feb 2022 18
P. calliantha V079ca Velebitski kanal Feb 2022 18
P. delicatissima K057de Kastelanski zaljev Dec 2021 18
P. delicatissima K058de Kastelanski zaljev Dec 2022 18
P. delicatissima K129de Kastelanski zaljev Mar 2022 18
P. delicatissima K134de Kastelanski zaljev Apr 2022 18
P. delicatissima MO75de Malostonski zaljev Feb 2022 18
P. delicatissima MO085de Malostonski zaljev Feb 2023 18
P. delicatissima MO088de Malostonski zaljev Feb 2024 18
P. delicatissima M144de Malostonski zaljev Apr 2022 19
P. delicatissima M461de Malostonski zaljev Jan 2024 16
P. delicatissima M462de Malostonski zaljev Jan 2024 16
P. delicatissima \V040de Velebitski kanal Nov 2021 18
P. delicatissima V041de Velebitski kanal Nov 2021 18
P. delicatissima V042de Velebitski kanal Nov 2021 18
P. delicatissima VV043de Velebitski kanal Nov 2021 18
P. fraudulenta K450fr Kastelanski zaljev Dec 2023 16
P. fraudulenta K455fr Kastelanski zaljev Dec 2023 16
P. fraudulenta K456fr Kastelanski zaljev Dec 2023 16
P. fraudulenta K458fr Kastelanski zaljev Dec 2023 16
P. galaxiae K136ga Kastelanski zaljev Apr 2022 18
P. galaxiae M232ga Malostonski zaljev Sep 2022 19
P. mannii K231ma Kastelanski zaljev Sep 2022 19
P. mannii K237ma Kastelanski zaljev Sep 2022 19
P. mannii M233ma Malostonski zaljev Sep 2022 19
P. mannii M236ma Malostonski zaljev Sep 2022 19
P. mannii M239ma Malostonski zaljev Sep 2022 19
P. mannii M240ma Malostonski zaljev Sep 2022 19
P. mannii M241ma Malostonski zaljev Sep 2022 19
P. mannii V229ma Velebitski kanal Sep 2022 19
P. multistriata S290mu Sibenik Nov 2022 18
P. multistriata S442mu Sibenik Nov 2022 16
P. pseudodelicatissima K328pa Kastelanski zaljev Nov 2022 18
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P. pseudodelicatissima K336ps Kastelanski zaljev Nov 2022 18
P. pseudodelicatissima K339ps Kastelanski zaljev Nov 2022 18
P. pseudodelicatissima K340ps Kastelanski zaljev Nov 2022 18
P. pseudodelicatissima K349ps Kastelanski zaljev Nov 2022 18
P. pseudodelicatissima K350ps Kastelanski zaljev Nov 2022 18
P. pseudodelicatissima K351ps Kastelanski zaljev Nov 2022 18
P. pseudodelicatissima K352ps Kastelanski zaljev Nov 2022 18
P. pseudodelicatissima K356ps Kastelanski zaljev Dec 2022 18
P. pseudodelicatissima K357ps Kastelanski zaljev Dec 2022 18
P. pseudodelicatissima K358ps Kastelanski zaljev Dec 2022 18

P. pseudodelicatissima K359ps Kastelanski zaljev Dec 2022 18

2.9 Eksperimentalni pristup II: analiza odabranih stani¢nih kultura u izmijenjenim uvjetima
rasta

U drugom eksperimentalnom pristupu analizirane su Cetiri odabrane stani¢ne kulture roda
Pseudo-nitzschia pri kontroliranim promjenama temperature i dostupnosti hranjivih tvari. Cilj
ovog pristupa bio je ispitati fizioloski i1 toksikoloski odgovor odabranih kultura na nutritivni i
temperaturni stres.

Za eksperimente u izmijenjenim uvjetima odabrane su kulture P. pseudodelicatissima
K357ps, P. delicatissima K465de, P. multistriata S442mu i P. multiseries TO01ms (Slika
2.4)). Stani¢na kultura P. pseudodelicatissima K357ps odabrana je zbog potvrdene
proizvodnje domoicne kiseline u ovom istrazivanju, dok su ostale kulture uklju¢ene zbog
potvrdenog toksi¢nog potencijala pripadajucih vrsta prema literaturnim podacima.

Stanicne kulture ] [ Tretmani ] [ Uvjeti pokusa ] [ Replikati ] [ Poduzorkovanje i analize ]

—

Fluorescencija

m_’[ T1-T4 ]__,[ 14°Ci18°C ]-—»[ x3 replike ]— —> H

K357ps 1 mL poduzorka
svakodnevno
P. delicatissima N o ¢ o > ;
K465de [ Ti-T4 ] [ 14°Cit8°C ] [ x3 replike ]_ Brojnost stanica
B 3 mL poduzorka
— 5 vremenskih tocaka
P | —s[ 17 |—[ 1ccitgec |—>[ x3replike |—

S442mu

P. multiseries
TOO1ms

Domoicna kiselina
= I filtriranje = 50 mL

4 vremenske tocke

=00

— 11 |—| 1accitsec |—[ x2replike |—

Slika 2.4 Shematski prikaz uzgoja Cetiri stani¢ne kulture Pseudo-nitzschia pri izmijenjenim
uvjetima.

U istrazivanje je ukljuCen izolat vrste Pseudo-nitzschia multiseries TO01ms, podrijetlom iz
Mramornog mora, Turska. Usporedna analiza provedena je kako bi se procijenile moguce
razlike u fizioloskim i toksikoloSkim svojstvima medu kulturama koje potjecu iz razli¢itih
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hidroloskih i1 ekoloSkih uvjeta, s naglaskom na varijabilnost u rastu, proizvodnji domoic¢ne
kiseline i odgovoru na izmijenjene eksperimentalne uvjete (Tablica 2.3).

Tablica 2.3 Popis analiziranih stani¢nih kultura pri izmijenjenim eksperimentalnim uvjetima s
podruc¢jem izolacije i datumima uzorkovanja.

Vrsta Oznaka vrste Podrucje Datum izolacije
P. pseudodelicatissima K357ps Kastelanski zaljev Dec 2022.
P. delicatissima K465de Kastelanski zaljev Jan 2024.
P. multistriata S442mu Sibenik Nov 2023.
P. multiseries* TO01ms Mramorno more, Turska 2023.

*Sezgin i sur., 2025

Za sve cCetiri odabrane stani¢ne kulture ispitani su dinamika rasta i proizvodnja domoicne
kiseline pri dva temperaturna rezima, 18 °C 1 14 °C. Temperatura od 18 °C koriStena je kao
standardna temperatura uzgoja, odnosno kontrolni temperaturni uvjet, dok je temperatura od
14 °C predstavljala snizeni temperaturni tretman. Uz promjenu temperature, stani¢ne kulture
1zloZene su 1 razli¢itim uvjetima dostupnosti hranjivih tvari. Kao kontrolni tretman koriSten je
standardni /2 medij s dodatkom silikata, dok su eksperimentalni tretmani ukljucivali
smanjenu pocetnu koncentraciju fosfata, smanjenu pocetnu koncentraciju silikata te
kombinirano smanjenje pocetnih koncentracija fosfata i silikata (Tablica 2.4).

Tablica 2.4 Opis tretmana za izmijenjene uvjete uzgoja stani¢nih kultura Pseudo-nitzschia.

Tretman Opis uvjeta tretmana Temperature
T1 /2 uz dodatak silikata 14°Cil8°C
T2 —50 % fosfata 14°Ci18°C
T3 —50 % silikata 14°Ci18°C
T4 —50 % fosfata i —50 % silikata 14°Cil8°C

Standardni /2 + Si medij pripremljen je u sterilnoj morskoj vodi prema protokolu Guillard
(1975). U standardnoj pripremi po litri medija dodano je 1 mL stock otopine NaNOs
koncentracije 75 g/L, 1 mL stock otopine NaH.PO4-H-O koncentracije 5 g/L te 1 mL stock
otopine Na:Si03-9H20 koncentracije 30 g/L. Time su konacne koncentracije glavnih
hranjivih tvari u standardnom mediju iznosile priblizno 882 uM nitrata, 36 M fosfata i 106
MM silikata (Guillard, 1975). U tretmanima smanjene dostupnosti hranjivih tvari dodatak
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mL odgovarajuce stock otopine po litri medija. Na taj su nacin konaéne koncentracije iznosile
priblizno 18 puM fosfata i/ili 53 pM silikata, dok su ostale komponente medija ostale
nepromijenjene. Takva prilagodba medija omogucila je kvantitativnu usporedbu rasta i
proizvodnje domoicne kiseline izmedu kontrolnih i tretiranih kultura.

Stani¢na kultura vrste Pseudo-nitzschia multiseries, odrzavana je u K mediju (Keller i sur.,
1987), koji predstavlja standardni medij koriSten u laboratoriju iz kojeg stani¢na kultura
potjece. Budu¢i da se K i f/2 medij razlikuju u sastavu i koncentracijama pojedinih hranjivih
tvari, stanicna kultura je tijekom eksperimentalnog razdoblja zadrzana u izvornom mediju
kako bi se izbjegao dodatni fizioloski stres i potencijalni utjecaj prilagodbe na dinamiku rasta
1 metabolizam stanica. U odnosu na f/2 + Si medij, K medij sadrzava dodatni izvor
anorganskog dusika u obliku NH4Cl, organski oblik fosfora u obliku Na. B-glicerofosfata te
viSu koncentraciju silikata, uz druk¢iji sastav elemenata u tragovima i veéi udio kelatora
EDTA. U K mediju kona¢ne koncentracije iznose 882 uM nitrata, 50 pM amonijeva klorida,
10 uM B-glicerofosfata i 504 puM silikata, dok u /2 + Si mediju iznose 882 uM nitrata, 36
MM fosfata i 106 UM silikata. Ovakav pristup omogucuje oCuvanje stabilnosti stani¢ne
kulture i smanjuje moguénost da promjene u fizioloskom odgovoru budu posljedica nagle
promjene medija, a ne eksperimentalnih uvjeta. lako su stani¢ne kulture odrzavane u
razli¢itim medijima, eksperimentalni tretmani temeljili su se na istim relativnim promjenama
dostupnosti hranjivih tvari unutar svakog medija, ¢cime je omogucena usporedba fizioloskih
odgovora izmedu stani¢nih kKultura.

Eksperimentalni tretmani provedeni su u tri replike po tretmanu za vecéinu analiziranih
kultura. Iznimku je ¢inila kultura P. multiseries TOO1ms, kod koje je zbog slabijeg rasta i
smanjene sposobnosti namnazanja u laboratorijskim uvjetima broj replika bio ograni¢en na
dvije. Ova je prilagodba eksperimentalnog dizajna bila nuZzna kako bi se omogucilo
odrZavanje stabilne kulture tijekom trajanja pokusa.

U tretmanima smanjene dostupnosti hranjivih tvari, stani¢ne kulture wvrsta P.
pseudodelicatissima, P. delicatissima i P. multistriata (K357ps, K465de, S442mu) su bile
postupno prilagodene na uvjete smanjene dostupnosti hranjivih tvari. Prilagodba je provedena
kako bi se smanjio nagli fizioloski stres uzrokovan promjenom nutritivnih uvjeta te kako bi se
omogucila stabilizacija rasta prije pocetka eksperimentalnih mjerenja. Za razliku od promjene
u dostupnosti hranjivih tvari, za temperaturni uvjet od 14°C nije se provodila faza prilagodbe
stani¢nih kultura.

Prilagodba stani¢nih kultura na eksperimentalne uvjete provela se tijekom izmjene barem 20
generacija (Thorel i sur, 2014; Wingert i Cochlan, 2021). Broj generacija (k) odredivao se
mjerenjem in vivo fluorescencije (RFU) te se izraCunao prema slijedecoj jednadzbi:

log, (Lt

k=—10
At

ft oznacava fluorescenciju izmjerenu u vremenskoj tocki t, a fo oznaCava fluorescenciju
izmjerenu u vremenskoj to¢ki to (Lundholm i sur., 2004).
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Za razliku od autohtonih izolata, kultura Pseudo-nitzschia multiseries pokazivala je sporiji
rast, nize stope rasta i manju gustocu stanica, §to se moze povezati s ¢injenicom da je ova
kultura dulje odrzavana u laboratorijskim uvjetima u odnosu na ostale analizirane kulture.
Zbog ograniCene gustoce stanica i slabije prilagodbe na uzastopna presadivanja, faza
prilagodbe na smanjene koncentracije hranjivih tvari nije provedena, nego je kultura izravno
izloZzena eksperimentalnim tretmanima. Pokus je proveden u dvije replike, u skladu s
dostupnom koli¢inom stani¢ne kulture. Unato¢ tome, izolat je ukljucen u istrazivanje zbog
izrazite toksi¢nosti vrste P. multiseries i njegove vrijednosti za usporedbu fizioloskih i
toksikoloskih odgovora s autohtonim vrstama roda Pseudo-nitzschia.

U eksperimentima s vrstama Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (K357ps), P.
delicatissima (K465de) i P. multiseries (T001ms) koristen je eksperimentalni dizajn koji je
ukljuéivao kontrolni tretman (T1) i tri tretmana sa smanjenim koncentracijama odabranih
hranjivih tvari (T2-T4) (Tablica 2.4). Za vrstu P. multistriata (S442mu) u eksperimentu
ispitan je i proSireni skup tretmana, kako bi se procijenio fizioloski odgovor stanica na
dodatne nutritivne uvjete te njihov utjecaj na brojnost, stope rasta i potencijalnu proizvodnju
domoicne kiseline (Tablica 2.5).

Tablica 2.5 Prosirenje eksperimentalnog dizajna za vrstu Pseudo-nitzschia multistriata (trec¢i
eksperiment).

Tretman Opis uvjeta tretmana Temperature
T1 /2 uz dodatak silikata 14°Cil8°C
T2 —50 % fosfata 14°Cil18°C
T3 —50 % silikata 14°Cil8°C
T4 —50 % fosfata i —50 % silikata 14°Cil8°C
T5 —75 % silikata 14°Cil8°C
T6 —75 % fosfata 14°Cil18°C
T7 —75 % fosfata i —75 % silikata 14°Cil8°C

Prosirenje eksperimentalnog dizajna temeljilo se na hipotezi da proizvodnja domoicne
kiseline moze biti potaknuta specificnim kombinacijama okoliSnih ¢imbenika ili stresnih
uvjeta koji nisu bili obuhvadeni u pocetnim eksperimentima. Ukljucivanjem dodatnih
tretmana nastojalo se povecati vjerojatnost detekcije potencijalnog toksicnog odgovora.
Takav pristup omogucio je sustavno testiranje poticanja proizvodnje toksina te preciznije
razgranicenje uvjeta pod kojima dolazi do promjena u metabolizmu toksina ispitivanih vrsta.
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2.10 Analiza podataka

Analiza podataka obuhvacala je graficku vizualizaciju 1 statisticku obradu. Graficki prikazi i
statistiCka obrada izradeni su u programskom okruZenju RStudio, uz koristenje odgovarajuc¢ih
R paketa za obradu i vizualizaciju podataka (R Core Team, 2019).

Normalnost i homogenost varijanci provjerene su dijagnostikom statistickog modela,
odnosno analizom reziduala. Normalnost reziduala procijenjena je graficki pomocu Q-Q
dijagrama i testom normalnosti reziduala, dok je homogenost varijanci procijenjena
pregledom odnosa reziduala i prilagodenih vrijednosti modela. Budu¢i da su podaci
fluorescencije i koncentracije domoi¢ne kiseline odstupali od normalnosti i homogenosti
varijance, obje su varijable log-transformirane radi stabilizacije varijance i smanjenja utjecaja
ekstremnih vrijednosti. Log-transformacija je odabrana jer su vrijednosti fluorescencije i
koncentracije domoi¢ne kiseline bile pozitivne i rasporedene u Sirokom rasponu, pri ¢emu su
pojedine visoke vrijednosti mogle nerazmjerno utjecati na analizu. Promjene
fluorescencijskog signala i koncentracije domoic¢ne kiseline analizirane su linearnim
mjesovitim modelima (engl. linear mixed models, LMM). LMM je odabran zbog strukture
podataka koja ukljucuje ponovljena mjerenja istih eksperimentalnih jedinica, odnosno
tikvica, kroz vrijeme. Takav pristup omogucuje procjenu ucinaka eksperimentalnih
¢imbenika, poput tretmana, temperature 1 vremena/faze uzorkovanja, uz istodobno
uvazavanje varijabilnosti izmedu pojedinih tikvica.

Promjene fluorescencijskog signala analizirane su zasebnim LMM-om. U model su kao fiksni
ucinci ukljuceni tretman, temperatura i dan mjerenja te njihove interakcije. Budu¢i da rast
stani¢nih kultura nije linearan proces, dan mjerenja ukljucen je kao kategorijska varijabla,
¢ime se nije pretpostavljao linearan trend promjene fluorescencije kroz vrijeme. Umjesto
toga, usporedivale su se vrijednosti fluorescencijskog signala izmedu pojedinih vremenskih
toc¢aka mjerenja. U LMM analizu uklju¢ene su samo vremenske to¢ke u kojima su bile
zastupljene sve kombinacije tretmana i temperaturnih uvjeta. Buduéi da je svaka tikvica
mjerena vise puta tijekom eksperimenta, mjerenja unutar iste tikvice mogu biti medusobno
sliénija nego mjerenja izmedu razlicitih tikvica. Zbog toga je tikvica ukljucena u model kao
slu¢ajni ucinak, ¢ime se uzima u obzir ovisnost ponovljenih mjerenja unutar iste
eksperimentalne jedinice.

Vrijednost domoié¢ne kiseline analizirana je drugim LMM-om. U model su kao fiksni u¢inci
ukljuceni tretman, temperatura 1 faza uzorkovanja te njihove interakcije. Slucajni presjek za
tikvicu ukljucen je iz istog razloga kao i u modelu fluorescencije, odnosno radi uvazavanja
povezanosti mjerenja unutar iste tikvice.

Parametri linearnih mjeSovitth modela procijenjeni su metodom ograni¢ene najvise
vjerojatnosti (REML). Znacajnost fiksnih uc¢inaka procijenjena je analizom varijance tipa Ill
uz Satterthwaiteovu aproksimaciju stupnjeva slobode. Za detaljnije tumacenje znacajnih
interakcija provedene su post-hoc usporedbe procijenjenih marginalnih sredina koriStenjem
paketa emmeans. Za usporedbe medu tretmanima primijenjena je Tukeyjeva korekcija za
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viSestruka testiranja, dok je za usporedbe izmedu temperatura primijenjena Holmova
korekcija p-vrijednosti. Razina zna¢ajnosti postavljena je na a = 0,05.

Pretpostavke modela provjerene su analizom reziduala, ukljuéuju¢i QQ-grafove i grafove
reziduala u odnosu na predvidene vrijednosti. Stabilnost slu¢ajnog ucinka provjerena je
funkcijom isSingular. U slu¢ajevima kada je model pokazivao grani¢no rjeSenje ili kada
pojedine kombinacije faktora nisu bile dovoljno zastupljene za pouzdanu procjenu svih
parametara, koriSten je jednostavniji model bez prekomjerno slozenih interakcija, uz
zadrzavanje glavnih eksperimentalnih ¢imbenika relevantnih za tumacenje rezultata.
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3 Rezultati

3.1 Analiza stani¢nih kultura Pseudo-nitzschia pri standradnim uzgojnim uvjetima

U ovom dijelu istrazivanju analizirane su Stope rasta i proizvodnja domoic¢ne kiseline (DK) za
ukupno 54 izolata roda Pseudo-nitzschia spp., koji obuhvacaju osam vrsta: Pseudo-nitzschia
allochrona, P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. mannii, P.
multistriata 1 P. pseudodelicatissima. Izolati su izolirani s Cetiri istrazivacka lokaliteta u
srediSnjem Jadranu. Iz Velebitskog kanala izolirane su tri vrste (P. calliantha, P.
delicatissima i P. mannii), iz Sibenskog kanala dvije vrste (P. allochrona i P. multistriata), iz
Kastelanskog zaljeva pet vrsta (P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. mannii i P.
pseudodelicatissima), dok su iz Malostonskog zaljeva izolirane Cetiri vrste (P. calliantha, P.
delicatissima, P. galaxiae i P. mannii).

Vrijednosti stope rasta su pokazale izrazenu varijabilnost medu vrstama, ali i medu sojevima
iste vrste, $to upucuje na razlike u dinamici rasta unutar roda Pseudo-nitzschia (Slika 3.1.)
NajviSe stope rasta zabiljezene su kod izolata vrste P. delicatissima, s najvisim vrijednostima
do 1,66 dan™!, dok su visoke vrijednosti zabiljezene i kod pojedinih izolata vrsta P.
pseudodelicatissima i P. mannii. Umjerene stope rasta zabiljezene su kod izolata vrsta P.
calliantha, P. fraudulenta, P. galaxiae i P. multistriata, u rasponu od 0,40 do 1,09 dan'.
NajniZza pojedinacna vrijednost stope rasta zabiljezena je kod izolata P. allochrona S222al,
dok se raspon vrijednosti za ovu vrstu kretao od 0,26 do 1,18 dan™'. Raspon zabiljeZenih
vrijednosti pokazuje da se potencijal rasta razlikuje ne samo medu vrstama, nego i medu
sojevima.
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Slika 3.1 Stope rasta (dan ) svih analiziranih izolata za svaku vrstu. Sredi$nja linija
prikazuje medijan, donji rub okvira donji kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-
oblikovane linije raspona protezu se do posljednje vrijednosti koja se jo$ nalazi unutar 1,5-

strukog interkvartilnog raspona. Ako nema izdvojenih vrijednosti, linije raspona prikazuju
najnize 0dnosno najvise vrijednosti.

Pseudo-nitzschia allochrona

Analizirana su tri izolata vrste Pseudo-nitzschia allochrona (S222al, S223al i S280al),
izolirana krajem ljeta i poéetkom jeseni sa podruéja Sibenskog kanala (Tablica 3.1).

Tablica 3.1 Popis analiziranih izolata vrste P. allochrona uzgajanih pri standardnim uvjetima,
s pripadajué¢im vrijednostima partikulatne domoi¢ne kiseline (pDK) u kulturi stanica (ng

mL™"), stopama rasta (dan') te najviSim zabiljeZenim brojnostima stanica (x10° stanica
mL™).

Vrsta / izolat prthI?(l:J;tun Stopa rasta p Maks. brojnosti x103
(ng mL") (dan™) (stanica mL™)
P. allochrona / S222al <LOD 0,26 322,20
P. allochrona / S223al <LOD 0,83 301,20
P. allochrona / S280al <LOD 1,18 289,40
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Analize su provedene pri temperaturi od 19 °C. Pocetna brojnost stanica zabiljezena je u
rasponu od 2,64 x 10°* do 30,34 x 10° stanica mL™'. NajviSe brojnosti zabiljezene su u
stacionarnoj fazi rasta (faza 3) i iznosile su izmedu 289,40 x 10%i 322,20 x 10° stanica mL™.
Stopa rasta iznosila je 0,26-1,18 dan'. Nijedan od analiziranih sojeva nije pokazao
proizvodnju domoicne kiseline, neovisno o fazi rasta (Slika 3.2).
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Slika 3.2 Brojnost stanica (stanica mL™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia allochrona. Sredi$nja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji
kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, linije raspona prikazuju najnize 0dnosno najvise vrijednosti.

Pseudo-nitzschia calliantha
Ukupno je analizirano devet izolata vrste Pseudo-nitzschia calliantha koji su izolirani s dva

podruc¢ja istrazivanja: Velebitskog kanala (izolati V061ca, V065ca, V068ca, V070ca,
V071ca, VO72ca, V0O77ca i V079ca) te Malostonskog zaljeva (izolat M074ca) (Tablica 3.2).
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Tablica 3.2 Popis analiziranih izolata vrste P. calliantha uzgajanih pri standardnim uvjetima,
s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoi¢ne kiseline (pDK) u kulturi stanica (ng
mL™"), stopama rasta (dan') te najviSim zabiljezenim brojnostima stanica (x10°? stanica
mL™).

Vrsta | izolat pDK u kulturi stanica Stopa rasta Maks. brojnosti x103
(ng mL™) (dan™) (stanica mL™)
P. calliantha / M074ca <LOD 0,63 201,20
P. calliantha / V061ca <LOD 0,83 276,68
P. calliantha / V065ca <LOD 0,51 124,44
P. calliantha / V068ca <LOD 0,63 277,60
P. calliantha / V070ca <LOD 1,04 259,40
P. calliantha / V071ca <LOD 0,46 270,00
P. calliantha / V072ca <LOD 0,40 202,80
P. calliantha / VO77ca <LOD 0,52 200,60
P. calliantha / V079ca <LOD 0,63 113,75

Svi izolati vrste P. calliantha izolirani su tijekom zimskog razdoblja i uzgajani pri
temperaturi od 18 °C. Pocetna brojnost stanica kretala se u rasponu od 8,49 x 10* do 24,60 x
10° stanica mL ", dok su najviSe brojnosti iznosile izmedu 113,75 x 10?1 277,60 x 10? stanica
mL"!. Najvise brojnosti zabiljezene su u fazi rasta 3 (Slika 3.3). Stopa rasta iznosile su 0,40—
1,04 dan'. Budu¢i da je velina izolata potjecala iz Velebitskog kanala, dok je iz
Malostonskog zaljeva analiziran samo jedan izolat, usporedba stopa rasta s obzirom na
podrucje izolacije nije bila uravnotezena. Izolat iz Malostonskog zaljeva imao je stopu rasta
unutar raspona vrijednosti zabiljeZenih za izolate iz Velebitskog kanala, pa se na temelju ovih
podataka ne moze izdvojiti ué¢inak podrucja izolacije na rast vrste P. calliantha. Najmanje
razlike u brojnosti stanica medu izolatima vrste P. calliantha uoc¢ene su na dan inokulacije,
dok su najvece razlike zabiljezene u fazi rasta 3. Nijedan od analiziranih izolata vrste Pseudo-
nitzschia calliantha nije pokazao proizvodnju domoicne kiseline, neovisno o fazi rasta
kulture.
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Slika 3.3 Brojnost stanica (stanica mL™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia calliantha. Sredisnja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji kvartil,
a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, linije raspona prikazuju najnize 0dnosno najvise vrijednosti.

Pseudo-nitzschia delicatissima

Ukupno je analizirano Cetrnaest izolata vrste Pseudo-nitzschia delicatissima, izoliranih
tijekom jeseni i kasne zime s tri podrucja istrazivanja: Kastelanskog zaljeva (izolati KO57de,
K058de, K129de i K134de), Velebitskog kanala (izolati V040de, V041de, V042de i VV043de)
te Malostonskog zaljeva (izolati M075de, M085de, M088de, M144de, M461de i M462de)
(Tablica 3.3).
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Tablica 3.3 Popis analiziranih izolata vrste P. delicatissima uzgajanih pri standardnim
uvjetima, s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoi¢ne kiseline (pDK) u kulturi
stanica (ng mL™"), stopama rasta (dan™') te najviSim zabiljezenim brojnostima stanica (x10?
stanica mL™).

Vrsta/ izolat pDK u(:;nllijlfjlitanica Sto?ja:ff)ta ] Ma(l:i;l::coirlzfj;los
P. delicatissima / KO57de <LOD 0,53 512,22
P. delicatissima / KO58de <LOD 0,65 789,60
P. delicatissima / K129de <LOD 0,64 636,60
P. delicatissima / K134de <LOD 0,66 515,80
P. delicatissima / M0O75de <LOD 0,74 482,00
P. delicatissima / M085de <LOD 0,96 411,20
P. delicatissima / M088de <LOD 0,48 509,20
P. delicatissima / M144de <LOD 0,33 566,40
P. delicatissima / M461de <LOD 1,66 641,60
P. delicatissima / M462de <LOD 1,52 514,40
P. delicatissima / V040de <LOD 0,64 808,60
P. delicatissima / V041de <LOD 0,55 819,00
P. delicatissima / V042de <LOD 0,60 612,40
P. delicatissima / V043de <LOD 0,53 677,40

Izolati vrste P. delicatissima analizirani su pri temperaturnim uvjetima u rasponu od 16 do 18
°C. Brojnosti stanica na dan inokulacije kretale su se izmedu 18,78 x 10% 1 55,28 x 10° stanica
mL™" (Slika 3.4). NajviSe brojnosti zabiljezene su u stacionarnoj fazi rasta (faza rasta 3), u
rasponu od 411,20 x 10° do 819,00 x 10° stanica mL"'. Interval stope rasta iznosio je 0,33—
1,66 dan™'. NajviSe stope rasta zabiljezene su kod izolata iz Malostonskog zaljeva, osobito
M461de 1 M462de, dok su izolati iz Kastelanskog zaljeva i Velebitskog kanala imali uze 1
niZe raspone vrijednosti. Ipak, zbog neujednacenog broja izolata po podrucjima, zabiljezene
razlike treba tumaciti kao mogucu varijabilnost medu izolatima, a ne kao jednoznacan uc¢inak
podrucja izolacije. Najvece razlike u brojnosti stanica medu izolatima uocene su u fazi
propadanja kulture (faza rasta 4). Nijedan od analiziranih izolata vrste Pseudo-nitzschia
delicatissima nije pokazao proizvodnju domoi¢ne kiseline, neovisno o fazi rasta kulture.
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Slika 3.4 Brojnost stanica (stanica mL™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia delicatissima. Sredisnja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji
kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, brkovi prikazuju najnize 0dnosno najvise vrijednosti.

Pseudo-nitzschia fraudulenta

Analizirana su Cetiri izolata vrste Pseudo-nitzschia fraudulenta, pri ¢emu su svi izolirani iz
Kastelanskog zaljeva poc¢etkom zimskog razdoblja (izolati K450fr, K455fr, K456fr i K458fr)
(Tablica 3.4.).

Tablica 3.4 Popis analiziranih izolata vrste P. fraudulenta uzgajanih pri standardnim
uvjetima, s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u kulturi
stanica (ng mL™"), stopama rasta (dan') te najviSim zabiljezenim brojnostima stanica (x10?
stanica mL™).

Vrsta / izolat pDK u kulturi stanica Stopa rasta p Maks. brojnost x103
(ng mL™) (dan™) (stanica mL™)
P. fraudulenta / K450fr <LOD 0,98 201,30
P. fraudulenta / K455fr <LOD 0,78 117,20
P. fraudulenta / K456fr <LOD 0,62 77,10
P. fraudulenta / K458fr <LOD 1,04 102,20
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Analiza kultura stanica vrste P. fraudulenta provedena je pri temperaturi od 16 °C. Izolati su
inokulirani s po¢etnim brojem stanica u rasponu od 1,04 x 10* do 4,51 x 10° stanica mL™’
(Slika 3.5). Najvise brojnosti stanica zabiljeZene su u fazi rasta 4 te su iznosile izmedu 77,10
x 10° 1 201,30 x 10° stanica mL™". Interval stope rasta kretao se izmedu 0,62 i 1,04 dan™'.
Najmanje razlike u brojnosti stanica medu izolatima uocene su u ranoj eksponencijalnoj fazi
rasta (faza rasta 1), dok su najvece razlike zabiljeZene u fazi rasta 4. U ovom slucaju faza
rasta 4 nije odgovarala fazi propadanja kulture, ve¢ se moze opisati kao kasna stacionarna
faza rasta. IstraZzivani izolati vrste Pseudo-nitzschia fraudulenta nisu pokazali proizvodnju
domoicne kiseline.
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Slika 3.5 Brojnost stanica (stanica mL ™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia fraudulenta. SrediS$nja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji
kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, linije raspona prikazuju najnize odnosno najvise vrijednosti.

Pseudo-nitzschia galaxiae
Analizirana su dva izolata vrste Pseudo-nitzschia galaxiae: jedan izoliran iz Kastelanskog

zaljeva (K136ga), analiziran pri temperaturi od 18 °C, te jedan izoliran iz Malostonskog
zaljeva (K232ga) (Tablica 3.5), analiziran pri temperaturi od 19 °C.
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Tablica 3.5 Popis analiziranih izolata vrste P. galaxiae uzgajanih pri standardnim uvjetima, s
pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u kulturi stanica (ng mL™),
stopama rasta (dan™") te najvisim zabiljezenim brojnostima stanica (x10? stanica mL™).

. pDK u kulturi stanica Stopa rasta i Maks. brojnost x103
Vrsta/ izolat B _ . _
(ng mL™) (dan™) (stanica mL™)
P. galaxiae / K136ga <LOD 1,09 466,80
P. galaxiae / M232ga <LOD 0,73 382,40

Pocetne brojnosti stanica iznosile su 4,28 x 10° i 36,76 x 10? stanica mL™', dok su najvise
brojnosti stanica iznosile 382,40 x 10° i 466,80 x 10° stanica mL™' te su zabiljezene u fazi
rasta 3 (Slika 3.6). Stope rasta iznosile su 0,73 1 1,09 dan'. Niti jedan od analiziranih izolata
vrste Pseudo-nitzschia galaxiae nije pokazao proizvodnju domoiéne kiseline, neovisno o fazi
rasta kulture.
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Slika 3.6 Brojnost stanica (stanica mL ™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia galaxiae.

Pseudo-nitzschia mannii

Ukupno je analizirano osam izolata vrste Pseudo-nitzschia mannii, izoliranih tijekom kasnog
ljeta s tri istrazivacka podrucja: Velebitskog kanala (V229ma), Malostonskog zaljeva
(M233ma, M236ma, M239ma, M240ma i M241ma) te Kastelanskog zaljeva (K231ma i
K237ma) (Tablica 3.6).
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Tablica 3.6 Popis analiziranih izolata vrste P. mannii uzgajanih pri standardnim uvjetima, s
pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u kulturi stanica (ng mL™),
stopama rasta (dan!) te najvisim zabiljeZenim brojnostima stanica (x10° stanica mL™).

Vrsta / izolat pDK u kulturi stanica Stopa rasta Maks. b.rojnost x103
(ng mL™) (dan™) (stanica mL™)
P. mannii / K231ma <LOD 0,66 108,70
P. mannii / K237ma <LOD 0,37 130,80
P. mannii / M233ma <LOD 0,38 114,70
P. mannii / M236ma <LOD 1,01 105,30
P. mannii / M239ma <LOD 1,19 164,35
P. mannii / M240ma <LOD 1,19 130,80
P. mannii / M241ma <LOD 0,40 113,20
P. mannii / V229ma <LOD 1,10 119,64

Svi izolati vrste P. mannii analizirani su pri temperaturi od 19 °C. Na dan inokulacije najniza
brojnost stanica iznosila je 930 stanica mL™!, dok je najvisa brojnost na dan inokulacije
iznosila 17,10 x 10* stanica mL™" (Slika 3.7). Najvise brojnosti stanica zabiljezene su u fazi
rasta 3 (stacionarna faza) te su se kretale u rasponu od 108,70 x 103 do 164,35 x 103 stanica
mL™. IzraCunate brzine rasta kretale su se izmedu 0,37 i 1,19 dan'. NajviSe stope rasta
zabiljezene su kod pojedinih izolata iz Malostonskog zaljeva te kod izolata iz Velebitskog
kanala, dok su izolati iz Kastelanskog zaljeva imali nize vrijednosti. Medutim, zbog
neujednacenog broja izolata po podrucjima, ove razlike nije moguce jednozna¢no pripisati
podrudju izolacije, nego ih treba tumaciti kao razlike medu pojedinim izolatima. Najmanje
razlike u brojnosti stanica medu izolatima uocene su na dan inokulacije, dok su najvece
razlike zabiljezene tijekom faze propadanja kulture (faza rasta 4). Nijedan od osam
analiziranih izolata vrste Pseudo-nitzschia mannii nije pokazao proizvodnju domoi¢ne
kiseline.
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Slika 3.7 Brojnost stanica (stanica mL™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia mannii. Sredi$nja linija prikazuje medijan, donji rub okvira donji kvartil, a
gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do posljednje
vrijednosti koja se jo§ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, brkovi prikazuju najnize 0dnosno najvise vrijednosti.

Pseudo-nitzschia multistriata

Analizirana su dva izolata vrste Pseudo-nitzschia multistriata, izolirana tijekom jeseni iz
Sibenskog kanala (S290mu i S442mu) (Tablica 3.7). lIzolat S290mu analiziran je pri
temperaturi od 18 °C, dok je izolat S442mu analiziran pri temperaturi od 16 °C.

Tablica 3.7 Popis analiziranih izolata vrste P. multistriata uzgajanih pri standardnim
uvjetima, s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoicne kiseline (pDK) u kulturi
stanica (ng mL™"), stopama rasta (dan') te najviSim zabiljeZenim brojnostima stanica (x103
stanica mL™).

. pDK u kulturi stanica Stopa rasta Maks. brojnost x103
Vrsta/ izolat (ng mL™) (dan™) (stanica mL™)
P. multistriata / S290mu <LOD 0,93 179,20
P. multistriata / S442mu <LOD 0,98 100,60

Izolati su inokulirani s po¢etnom brojnoséu stanica od 5,67 x 10° 1 12,77 x 10? stanica mL™'
(Slika 3.8). Najvise brojnosti stanica u kulturi iznosile su 100,60 x 10° stanica mL™ za izolat
S290mu te 179,20 x 10° stanica mL™' za S442mu. Kod izolata S290mu najvisa brojnost
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stanica zabiljeZena je u fazi rasta 4; medutim, ovaj izolat nije pokazao fazu propadanja
kulture, stoga faza rasta 4 u ovom slucaju odgovara stacionarnoj fazi rasta. Kod izolata
S442mu najvisa brojnost stanica zabiljezena je u fazi rasta 3. Stope rasta iznosile su 0,93 i
0,98 dan™'. Analizirani izolati vrste Pseudo-nitzschia multistriata nisu pokazali proizvodnju
domoicne kiseline.
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Slika 3.8 Brojnost stanica (stanica mL ™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia multistriata.

Brojnost x 10° (stanica mL

Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima

U ovom je istrazivanju analizirano dvanaest izolata vrste Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima, pri ¢emu su svi izolirani s istrazivackog podrucja Kastelanski zaljev
tijekom kasne jeseni (Tablica 3.8).
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Tablica 3.8 Popis analiziranih

izolata vrste P. pseudeodelicatissima uzgajanih pri
standardnim uvjetima, s pripadaju¢im vrijednostima partikulatne domoic¢ne kiseline (pDK) u
kulturi stanica (ng mL™), stopama rasta (dan™") te najvisSim zabiljezenim brojnostima stanica
(x10* stanica mL™).

Vrsta/ izolat

pDK u kulturi stanica

Stopa rasta p

Maks. brojnost x103

(ng mL™) (dan™) (stanica mL™)
P. pseudodelicatissima / K328ps 1,78-2,10 1,38 113,10
P. pseudodelicatissima / K336ps 5,42-6,32 1,17 309,20
P. pseudodelicatissima / K339ps 0,96-5,66 0,87 259,80
P. pseudodelicatissima / K340ps 4,72* 0,90 268,60
P. pseudodelicatissima / K349ps 4,78* 0,94 294,40
P. pseudodelicatissima / K350ps <LOD 0,68 96,27
P. pseudodelicatissima / K351ps 5,44* 0,92 278,00
P. pseudodelicatissima / K352ps 0,96-6,26 0,67 293,40
P. pseudodelicatissima / K356ps 0,22-0,93 0,78 236,40
P. pseudodelicatissima / K357ps 1,00-4,01 0,88 187,96
P. pseudodelicatissima / K358ps 0,68-3,93 0,94 277,80
P. pseudodelicatissima / K359ps 0,28-0,68 1,13 237,60

*pDK je odredena samo u jednoj fazi rasta stanicne kulture

Sve kulture stanica vrste P. pseudodelicatissima analizirane su pri temperaturi od 18 °C.
Istrazivani izolati inokulirani su s po¢etnim brojnostima stanica u rasponu od 2,75 x 10* do
25,18 x 10° stanica mL! (Slika 3.9), dok su najvise zabiljezene brojnosti stanica varirale
izmedu 96,27 x 10° 1 309,20 x 10° stanica mL™". NajviSe brojnosti stanica zabiljeZene su kod
svih izolata u fazi rasta 3 (stacionarnoj fazi). Prosje¢ne brzine rasta kretale su se u rasponu od
0,60 do 1,46 dan'. Budu¢i da su svi analizirani izolati vrste P. pseudodelicatissima potjecali
iz KaStelanskog zaljeva, razlike u stopama rasta medu izolatima ne mogu se povezati s
podru¢jem izolacije, nego upucuju na varijabilnost medu izolatima iste vrste iz istog
podrugja.
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Slika 3.9 Brojnost stanica (stanica mL™) po fazama rasta za sve analizirane izolate vrsta roda
Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima. Sredisnja linija prikazuje medijan, donji rub okvira
donji kvartil, a gornji rub okvira gornji kvartil. T-oblikovane linije raspona protezu se do
posljednje vrijednosti koja se jo$ nalazi unutar 1,5-strukog interkvartilnog raspona. Ako nema
izdvojenih vrijednosti, brkovi prikazuju najnize 0dnosno najvise vrijednosti.

Od ukupno dvanaest analiziranih izolata, za jedanaest izolata dokazana je proizvodnju toksina
(Slika 3.10), pri ¢emu je izolat K350ps bio jedini koji nije pokazao proizvodnju toksina ni u
jednoj fazi rasta.
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Slika 3.10 LC-MS/MS kromatogram dobiven LC-MS/MS analizom izolata Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima K357ps u stacionarnoj fazi rasta (faza rasta 3), koji sadrzi pik domoi¢ne
kiseline pri retencijskom vremenu 2,603 min (crna krivulja). Crvena krivulja predstavlja
kromatogram standarda domoicne kiseline iz kalibracijske serije, prikazan radi usporedbe
retencijskog vremena i potvrde identifikacije analita.

Kontinuirano visoka proizvodnja toksina zabiljezena je kod izolata K357ps, koji je pokazao
najvisu vrijednost toksina DK medu svim toksi¢nim izolatima (0,0250 pg stanica™),
izmjerenu tijekom faze propadanja kulture (faza rasta 4) (Tablica 3.9).
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Tablica 3.9 Srednje brojnosti stanica (stanica mL™!, n=3), u pojedinim fazama rasta tijekom
kojih su izolati vrste Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima proizvodili domoi¢nu kiselinu, s
pripadaju¢im srednjim vrijednostima domoicne kiseline u kulturi stanica i po stanici.

1zolat Faza rasta Srednja brojnost DK u kulturi DK po stanici
%108 (stanica mL™) (ng mL™) (pg stanica™)

K328ps 3 89,20 1,78 0,0128
105,44 2,10 0,0097

K336ps 4 316,33 6,32 0,0014
5 271,83 5,42 0,0027

K339ps 2 48,51 0,96 0,0163
209,55 4,18 0,0095

4 282,60 5,66 0,0070

5 202,16 4,04 0,0026

K340ps 5 236,03 4,72 0,0034
K349ps 5 238,62 4,78 0,0116
K351ps 5 272,54 5,44 0,0021
2 48,79 0,96 0,0086

K352ps 3 281,37 5,62 0,0044
4 313,56 6,26 0,0044

223,43 4,46 0,0052

233,23 0,78 0,0035

K356ps 4 222,42 0,22 0,0010
5 154,35 0,93 0,0061

K357ps 2 89,83 1,00 0,0112
187,17 3,89 0,0208

4 165,07 4,01 0,0241

5 140,90 3,53 0,0250

K358ps 2 69,42 1,09 0,0160
196,40 3,93 0,0200

4 286,95 2,98 0,0104

5 92,45 0,68 0,0007

K359ps 2 79,61 0,28 0,0036
247,47 0,54 0,0022

4 224,36 0,34 0,0015

Sli¢no tome, izolat K358ps takoder je pokazao visoku proizvodnju toksina (0,0200 pg
stanica™!), pri ¢emu je najvisa vrijednost zabiljezena tijekom kasne eksponencijalne faze rasta
(faza rasta 2). Kod vecine analiziranih izolata proizvodnja toksina zabiljeZena je tijekom faze
propadanja kulture (faza rasta 4), s iznimkom izolata K328ps i K359ps. Cetiri izolata
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(K339ps, K352ps, K357ps 1 K358ps) pokazala su proizvodnju toksina tijekom sve Cetiri
analizirane faze rasta. Kod tih izolata, koji su pokazivali kontinuiranu proizvodnju toksina,
sadrzaj toksina po stanici smanjivao se tijekom rasta kulture, pri ¢emu su najvise vrijednosti
toksina zabiljezene u ranoj eksponencijalnoj fazi rasta (faza rasta 1) (Slika 3.4). Jedini
izuzetak predstavljao je izolat K357ps, kod kojeg je vrijednost toksina postupno rasla tijekom
faza rasta te je dosegla maksimum u fazi propadanja kulture (faza rasta 4).
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Slika 3.11 (a) Brojnost stanica (stanica mL™") u odredenim to¢kama rasta izolata Pseudo-
nitzschia pseudodelicatissima koji su pokazali proizvodnju toksina u najmanje tri faze rasta.
(b) Srednja vrijednost i raspon vrijednosti domoi¢ne kiseline (pg stanica™') u replikatnim
uzorcima tijekom faza rasta izolata koji su proizvodili toksin u najmanje tri razlicite faze.
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4 Diskusija

4.1  Analiza stani¢nih kultura pri standardnim uzgojnim uvjetima

Ovaj dio istrazivanja predstavlja prvo sveobuhvatno istraZivanje brzine rasta i toksi¢nosti,
koje je obuhvatilo 54 izolata roda Pseudo-nitzschia s podrué¢ja srednjeg Jadranskog mora.
Istrazivanje ukljuCuje osam vrsta izoliranih iz srednjeg Jadrana: P. allochrona, P. calliantha,
P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. mannii, P. multistriata 1 P.
pseudodelicatissima. Tako su prethodna istrazivanja u Jadranskom moru ukljucila vise vrsta
ovoga roda te znacajno pridonijela poznavanju njihove raznolikosti, sezonske dinamike i
toksic¢nosti, uglavnom su bila prostorno vezana uz sjeverni i sjeverozapadni Jadran ili su se
odnosila na ogranien broj izolata, vrsta i/ili istrazivanih uvjeta. Primjerice, u sjevernom
Jadranu istrazena su ekoloSka, morfoloska i molekularna obiljezja sedam vrsta roda Pseudo-
nitzschia. Toksi¢nost je ispitana u ukupno 20 uzoraka stani¢nih kultura vise vrsta, pri ¢emu je
DK odredena u jednoj tocki uzorkovanja, bez pracenja promjena tijekom razlicitih faza rasta
stani¢ne kulture (Mari¢ Pfannkuchen, 2013). U sjeverozapadnom Jadranu analizirano je 138
kultiviranih izolata roda Pseudo-nitzschia, pri ¢emu je morfoloskim i molekularnim
metodama utvrdeno Sest taksona. Proizvodnja DK takoder je analizirana, ali toksin nije
zabiljezen ni u jednom ispitivanom izolatu (Giulietti i sur., 2021). Takoder, u sjevernom
Jadranu provedena su istrazivanja toksi¢nosti viSe vrsta, ukljucuju¢i P. multistriata, P.
delicatissima i P. galaxiae (Turk Dermastia i sur., 2022). U tom je istrazivanju svih 33
analizirana izolata najprije ispitano u jednoj tocki stacionarne faze rasta, dok je kod triju
toksi¢nih izolata vrste P. multistriata i jednog izolata vrste P. delicatissima proizvodnja DK
dodatno pracena u vise vremenskih tocaka tijekom rasta kulture. Za razliku od prethodnih
istraZivanja, ovo istrazivanje istodobno usporeduje velik broj izolata i vrsta s podruc¢ja uzgoja
SkoljkaSa srednjeg Jadrana te prati rast 1 proizvodnju domoicne kiseline kroz vise faza rasta
stani¢ne kulture, ¢ime se omogucuje detaljnija procjena razlika u fizioloskim svojstvima 1
toksi¢énom potencijalu jadranskih populacija roda Pseudo-nitzschia.

4.1.1 Brojnost stanica i stopa rasta stani¢nih kultura

Od analiziranih vrsta, za izolate P. delicatissima zabiljezene su najveCe gustoce stanica
tijekom cijelog ciklusa rasta, doseZzu¢i vrijednosti do 819,00 x 103 stanica mL™, §to je u
skladu s prethodnim istrazivanjima u kojima su zabiljezene gustoce do 1,6 x 10° stanica mL™
(Fehling i sur., 2005). Sli¢no tome, Visoke gustocée stanica zabiljeZene su i za P. galaxiae, pri
¢emu su analizirani sojevi dosegnuli maksimalne vrijednosti do 466,80 x 10° stanica mL™.
Ovakvi su rezultati u skladu s navodima, prema kojima P. galaxiae u kulturi moze doseci
gustoce veée od 1 x 10° stanica mL™! (Turk Dermastia i sur., 2022). Visoke brojnosti ove
vrste zabiljezene su i u prirodnim populacijama; primjerice, u Napuljskom zaljevu zabiljezili
su brojnost od 9,4 x 10° stanica mL™" (Cerino i sur., 2005).
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U ovom istrazivanju izolati P. calliantha postigli su maksimalne gustoce stanica u rasponu od
113,75 x 10° do 277,60 x 10 stanica mL™". Za usporedbu, prethodna istrazivanja navode da
najvise gustocée stanica P. calliantha u laboratorijskim uvjetima mogu biti izmedu 272 x 10% i
1,97 x 10° stanica mL™* (Thessen i sur., 2009).

NajviSe vrijednosti stope rasta medu istrazivanim vrstama zabiljezene su za vrstu P.
delicatissima, zatim u P. pseudodelicatissima i P. mannii. Kod vrsta zastupljenih sa vise
podrucja, osobito P. delicatissima i P. mannii, najvise stope rasta zabiljezene su kod
pojedinih izolata iz Malostonskog zaljeva, no zbog neujednacenog broja izolata po
podruc¢jima ove razlike nije moguée jednoznacno pripisati podru¢ju. Autori Lundholm i sur.,
2004 su za P. delicatissimu su takoder zabiljezili visoke stopu rasta od 1,47 dan!, dok su u
uvjetima razli¢ite dostupnosti zeljeza i bakra zabiljeZene nize vrijednosti, s najviSom stopom
rasta od 0,91 dan™ u kontrolnim stani¢nim kulturama (Lelong i sur., 2013). U ranijem
istrazivanju Lundholm i sur. (1997) visoke su stope rasta zabiljezene i za vrstu P.
pseudodelicatissima.

Uoceno je da u pojedinim slucajevima veéa pocetna brojnost inokuluma rezultira nizim
stopama rasta, iako je eksponencijalna faza rasta i dalje bila jasno prepoznatljiva. Nadalje,
kod nekoliko izolata (S290mu, K450fr, K455fr, K456fr i K458fr) faza odumiranja nije bila
jasno uocljiva, a Cetvrta faza rasta odgovarala je stacionarnoj fazi. Ta odstupanja vjerojatno
su posljedica manjih vremenskih neuskladenosti uzorkovanja, koje su mogle utjecati na
tumacenje dinamike rasta, iako se primijenjeni pristup opcenito pokazao pouzdanim.

Rezultati takoder potvrduju da na gustocu stanica, brzinu rasta i rast utjeCe niz ¢imbenika,
ukljucujuéi fazu rasta pocetne (maticne) kulture u trenutku inokulacije, moguce pogreske pri
brojanju te metode pripreme uzoraka. Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima Turk
Dermastia i sur. (2022) te dodatno potvrduju sloZenost ¢imbenika koji odreduju dinamiku
rasta vrsta roda Pseudo-nitzschia.

4.1.2 Toksi¢nost ispitivanih vrsta

Svi analizirani izolati praceni su kroz Cetiri faze rasta s ciljem odredivanja proizvodnje
domoicne kiseline (DK). Od osam vrsta ( ovdje se mogu navesti sve vrste) roda Pseudo-
nitzschia obuhvaéenih ovim istrazivanjem, samo je P. pseudodelicatissima pri standardnim
uvjetima proizvodila mjerljive kolic¢ine DK. lIzolati vrste P. pseudodelicatissima dobiveni su
iz uzoraka prikupljenih tijekom razdoblja u kojem su u dagnjama zabiljezene mjerljive
koncentracije DK, §to je upucivalo na mogucu prisutnost toksic¢nih izolata roda Pseudo-
nitzschia na istrazivanom podru¢ju. Dosada, DK u $koljkasima srednjeg Jadrana povezivani
su s pojavom roda Pseudo-nitzschia, no vrsta odgovorna za proizvodnju toksina nije bila
jednoznacéno utvrdena. U sjevernom Jadranu DK u Skoljkasima zabiljeZena je nakon cvatnje
P. calliantha (Mari¢ Pfannkuchen i sur. 2011), dok je u srednjem Jadranu DK zabiljeZzena u
skoljkasima i planktonskim mreznim uzorcima tijekom cvatnje roda Pseudo-nitzschia, uz
istovremenu prisutnost vise potencijalno toksi¢nih vrsta (Arapov i sur., 2016). Proizvodnja
DK naknadno je potvrdena u kulturama P. calliantha izoliranima iz srednjeg Jadrana (Arapov
i sur., 2020).
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Prethodna istrazivanja ukazuju na znacajnu varijabilnost u proizvodnji DK kod vrste P.
pseudodelicatissima ovisno o temperaturi uzgoja. Izolat iz sjevernog Jadrana i uzgajan pri 16
°C pokazao je nize vrijednosti DK (Tankovi¢ i sur., 2022). Sli¢no tome, Lapworth, i sur.,
2001 zabiljezili su proizvodnju toksina u samo jednoj od pet stani¢nih kultura izoliranih iz
australskih voda i uzgajanih pri 14 °C. Nasuprot tome, svih Sest izolata iz Solunskog zaljeva
(Gr¢ka) proizvodilo je DK pri 19 °C (Moschandreou i sur., 2010), dok izolati uzgajani pri
visim temperaturama, poput 20 °C (Napuljski zaljev) i 24 °C (Danski prolaz), nisu pokazali
proizvodnju DK (Lundholm i sur., 2003; Orsini i sur., 2002). U standardnim uvjetima svi
analizirani izolati vrste P. pseudodelicatissima uzgajani su pri 18 °C, pri ¢emu je DK
potvrdena kod 11 od 12 izolata. Zbog toga se u ovom dijelu istrazivanja ne moze izravno
procijeniti temperaturni u€inak na proizvodnju DK medu izolatima. Ipak, kasniji eksperiment
s izmijenjenim uvjetima pokazao je da izolat K357ps proizvodi DK i pri 14 °C, $to upucuje
na to da toksi¢nost ove vrste nije ograni¢ena samo na uvjete od 18 °C.

Osim temperature, 1 drugi okoli$ni 1 fizioloski ¢imbenici, poput dostupnosti hranjivih tvari,
svjetlosnih uvjeta i sezonske varijabilnosti, mogu znacajno utjecati na biosintezu toksina
(Lelong i sur., 2012). Medutim, vrsta P. pseudodelicatissima jo$ uvijek nije dovoljno
istrazena u razli¢itim okoliSnim uvjetima te su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se bolje
razumjela njezina toksi¢nost (Lelong i sur., 2012).

U ovom dijelu istrazivanja pri standardnim uvjetima uzgoja izolat wvrste P.
pseudodelicatissima K357ps pokazao je najvecu proizvodnju toksina, zabiljeZzenu u fazi
odumiranja pri relativno visokoj gustoéi stanica. Nadalje, ukupno devet od jedanaest izolata
proizvodilo je DK tijekom faze odumiranja, §to je u skladu s rezultatima Moschandreou i
Nikolaidis, 2010, koji su takoder zabiljezili sintezu toksina kod P. pseudodelicatissima u toj
fazi rasta.

Suprotno tome, prethodna istrazivanja ukazuju na drugacije obrasce produkcije toksina kod
drugih vrsta roda Pseudo-nitzschia. Tako je primjerice P. calliantha izolirana iz srednjeg
Jadrana pokazala najviSe vrijednosti toksina u ranoj fazi rasta, uz najniZzu gustocu stanica
(Arapov i sur., 2020). Sli¢no tome, sojevi P. multistriata iz sjevernog Jadrana proizvodili su
DK u ranoj fazi rasta, takoder pri nizoj gusto¢i stanica (Turk Dermastia i sur., 2022). U ovom
dijelu istrazivanja nije utvrden jednoznacan odnos izmedu brojnosti stanica i proizvodnje DK
tijekom analiziranih faza rasta. Naime, proizvodnja toksina zabiljezena je i pri niskoj
brojnosti stanica u ranoj fazi rasta, dok visoka brojnost stanica u stacionarnoj fazi nije nuzno
bila povezana s viSim vrijednostima DK.

Otprije je poznato da proizvodnja DK varira ne samo izmedu razli¢itih vrsta roda Pseudo-
nitzschia, nego i izmedu sojeva unutar iste vrste. Primjerice, Thessen i sur. (2009) utvrdili su
toksi¢nost u samo dva od devet izolata P. calliantha i dva od pet izolata P. fraudulenta.
Nadalje, razliite vrste i izolati mogu pokazivati razliCite obrasce produkcije toksina, pri
¢emu neki zapocinju sintezu DK tijekom eksponencijalne faze rasta, dok drugi povecavaju
proizvodnju u stacionarnoj fazi, ¢esto kao odgovor na ograni¢enje hranjivih tvari ili druge
okolisne stresne ¢imbenike. Ove varijacije naglasSavaju sloZenost biosinteze DK i upucuju na
utjecaj fizioloskih i okoli$nih ¢imbenika (Bates i sur., 2018).
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U skladu s rezultatima ovog istrazivanja, Percopo i sur. (2022) nisu zabiljezili proizvodnju
DK kod analiziranih izolata vrste P. allochrona. Takoder, izolati P. mannii nisu pokazali
proizvodnju toksina, $to je u skladu s prethodnim istrazivanjima (Amato i Montresor, 2008;
Hlaili i sur., 2016; Percopo i sur., 2022; Quijano-Scheggia i sur., 2010).

Suprotno rezultatima ovog istrazivanja, u kojima sojevi P. calliantha, P. delicatissima, P.
fraudulenta, P. galaxiae i P. multistriata nisu proizvodili mjerljive koli¢ine DK, brojna
istrazivanja potvrduju proizvodnju toksina DK kod ovih vrsta. Medutim, ove se vrste
opc¢enito smatraju slabo ili varijabilno toksi¢nima te ne proizvode nuzno DK u svim uvjetima,
Sto moZze objasniti razlike medu istrazivanjima. Proizvodnja DK moze se mijenjati ovisno o
dostupnosti hranjivih tvari, osobito silikata, fosfata i duSika, temperaturi, intenzitetu
svjetlosti, salinitetu i fazi rasta. Stoga izostanak mjerljive proizvodnje DK u analiziranim
izolatima ne iskljucuje njihov toksikoloski potencijal, nego upuéuje na to da se proizvodnja
toksina kod ovih vrsta moze aktivirati samo u odredenim okoliSnim ili eksperimentalnim
uvjetima. Proizvodnja DK prethodno je zabiljezena kod P. calliantha (Arapov i sur., 2020;
Hlaili i sur., 2016; Tankovi¢ i sur., 2022); P. delicatissima (Turk Dermastia i sur. 2022;
Fernandes i sur., 2014; Penna i sur., 2013; Sahraoui i sur., 2011; Tankovi¢ i sur., 2022); P.
fraudulenta (Fernandes i sur., 2014; Lema i sur., 2017; Tatters, i sur., 2012); P. galaxiae
(Turk Dermastia i sur., 2022; Moschandreou i sur., 2012); P. multistriata (Turk Dermastia i
sur., 2022; Orsini i sur., 2002; Pistocchi i sur., 2012).

4.2  Analiza stani¢nih kultura pri izmijenjenim uzgojnim uvjetima

4.2.1 Dinamika rasta pri izmijenjenim uzgojnim uvjetima

U ovom istrazivanju analizirana je dinamika rasta Cetiri vrste roda Pseudo-nitzschia (P.
pseudodelicatissima, P. delicatissima, P. multistriata i P. multiseries) pri izmijenjenim
uvjetima uzgoja. Izolati P. pseudodelicatissima, P. delicatissima i P. multistriata su izolirani
iz hrvatskog dijela Jadranskog mora, dok izolat P. multiseries potjece iz Turske. Vrste su
odabrane s obzirom na njihovu zastupljenost u Jadranskom moru i toksi¢ni potencijal. P.
pseudodelicatissima odabrana je jer je bila jedina vrsta kod koje je u prvom dijelu ovog
istrazivanja potvrdena proizvodnja DK. P. delicatissima cCest je predstavnik zajednice roda
Pseudo-nitzschia na istrazivanim podru¢jima, a toksi¢nost vrste je prethodno potvrdena u
Jadranskom moru (Penna i sur., 2013; Tankovi¢ i sur., 2022; Turk Dermastia i sur., 2022). P.
multistriata takoder je zabiljezena u Jadranskom moru, a prethodna istrazivanja potvrdila su
njezinu sposobnost proizvodnje DK i izrazen toksicni potencijal pojedinih izolata (Turk
Dermastia i sur., 2022). P. multiseries ukljucena je kao izrazito toksi¢na vrsta povezana s
prvim opisanim slu¢ajem amnezijskog trovanja Skoljkasima. Njezina potvrda u Mramornom
moru vazna je i u Sirem mediteranskom kontekstu jer ukazuje na potrebu pracenja moguceg
Sirenja ove vrste prema povezanim morskim podrué¢jima, ukljucujuéi Jadransko more (Bates,
1989; Sezgin i sur., 2025).

Sve analizirane vrste pokazale su porast fluorescencijskog signala i brojnosti stanica tijekom
eksperimenta, §to potvrduje da su kulture bile fizioloski aktivne u ispitivanim uvjetima.
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Medutim, vrste su se razlikovale u dinamici rasta, najvisoj brojnosti i odgovoru na nutritivne
tretmane, $to upucuje na razlicitu prilagodbu pojedinih vrsta na izmijenjene uvjete uzgoja.

Ovaj dio istrazivanja predstavlja integrirano ispitivanje dinamike rasta i1 toksi¢nosti odabranih
vrsta roda Pseudo-nitzschia tijekom eksperimentalnog uzgoja, pri ¢emu su istodobno
razmatrani ucinci temperature, dostupnosti hranjivih tvari i faze rasta stani¢nih kultura. Takav
pristup je vazan jer odgovor vrsta Pseudo-nitzschia na promjene okoli$nih uvjeta nije odreden
samo jednim ¢imbenikom, nego proizlazi iz njihove medusobne interakcije te iz fizioloskog
stanja kulture u odredenoj fazi rasta (Lelong i sur., 2012).

Usporedba izmedu ispitivanih vrsta pokazala je da se najveca brojnost nije javljala u istim
uvjetima kao i1 najveca stopa rasta. To pokazuje da pojedini pokazatelji rasta opisuju razlicite
komponente dinamike stani¢ne kulture. Fluorescencijski signal odrazava ukupnu promjenu
gustoce stanica i fizioloskog stanja stani¢ne Kulture tijekom eksperimenta, dok stopa rasta
opisuje najveci relativni porast tijekom eksponencijalne faze. Zbog toga tretman u kojem je
zabiljezena najveca stopa rasta ne mora nuzno biti isti tretman u kojem su zabiljezene najvise
vrijednosti fluorescencije ili gustoée stanica. Ovakav obrazac osobito je bio izrazen kod vrste
P. multistriata, kod koje je tretman T7 dosezao najviSe prosjecne i maksimalne vrijednosti
fluorescencije, dok je najveca stopa rasta zabiljezena u tretmanu T4 pri 18 °C (Tablica 4.1).

Tablica 4.1 Utjecaj ispitivanih nutritivnih tretmana i temperature na rast analiziranih izolata
roda Pseudo-nitzschia.

Vrsta

Utjecaj tretmana

Utjecaj temperature

Zakljucak za rast

P.
pseudodelicatissima

T3 je imao znacajno nizi RFU od
kontrole i ostalih tretmana, a pri
14 °C zabiljezena je i najniza
stopa rasta. T4 je imao najvise
stope rasta pri obje temperature.

Ukupni RFU bio je visi pri
18 °C, ali su stope rasta u
T1, T2 i T4 bile vise pri 14
°C.

Samostalno smanjenje silikata
najvise je ogranicilo rast, dok
kombinirano smanjenje fosfata i
silikata nije djelovalo jednako
negativno.

P. delicatissima

T3 je imao znacajno nizi RFU od
kontrole, dok se T2 i T4 nisu
znacajno razlikovali od T1. Pri
18 °C svi nutritivni tretmani
imali su nize stope rasta od
kontrole.

RFU je ukupno bio visi pri
18 °C, ali su razlike u
stopama rasta medu
temperaturama bile male i
ovisile o tretmanu.

Smanjena dostupnost silikata
dala je najjasnije negativno
odstupanje, dok je u¢inak
ostalih tretmana bio slabiji.

P. multistriata

T7 je imao znacajno visi RFU od
kontrole, dok ostali tretmani nisu
znacajno odstupali od T1.
Najvisa stopa rasta zabiljezena je
u T4 pri 18 °C.

Ucinak temperature ovisio je

o tretmanu; vecéina tretmana

imala je viSe stope rasta pri
18 °C.

Izmijenjeni nutritivni uvjeti nisu
nuzno ogranicili rast, a visa
temperatura pogodovala je stopi
rasta u veéini tretmana.

P. multiseries

Glavni uéinak tretmana na RFU

nije bio znacajan, ali su pri 18 °C

svi nutritivni tretmani imali nize
stope rasta od kontrole.

RFU je bio visi pri 18 °Cu
svim tretmanima, dok se
ucinak temperature na stopu
rasta razlikovao medu
tretmanima.

Temperatura je snazno povecala
fluorescencijski signal, ali visi
RFU nije uvijek bio pracen
viSom stopom rasta.
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4.2.1.1 Usporedba rasta medu analiziranim vrstama

Najvecéa brojnost zabiljeZena je za vrstu P. delicatissima u tretmanu T1 pri 18 °C, zatim kod
P. pseudodelicatissima u tretmanu T4 pri 14 °C. S druge strane, vrste P. multistriata i P.
multiseries ostvarile su nize maksimalne brojnosti. Dobivene vrijednosti gustoée stanica
usoredive su s vrijednostima dobivenim u analizi stani¢nih kutlura pri standardnim uvjetima
pri kojima je takoder vrsta P. delicatissima postigla najvecu brojnost. Kod tri od cetiri
analizirane vrste najvee brojnosti zabiljezene su u nekom od tretmana sa smanjenom
dostupnoséu hranjivih tvari, dok je kod P. delicatissima najveca brojnost zabiljezena u
kontrolnom tretmanu. Medutim, veéa brojnost u pojedinim tretmanima sa smanjenom
dostupnos§cu hranjivih tvari ne znaci nuZno da takvi uvjeti poti¢u brzi rast. Vjerojatnije je da
dobivene razlike odrazavaju razli¢it odgovor pojedinih vrsta na kombinacije nutritivnih
tretmana. Sli¢ni rezultati zabiljeZeni su 1 u prethodnim istraZivanjima, u kojima se brojnost
stanica mijenjala ovisno o vrsti i dostupnosti pojedinih hranjivih tvari, bez jedinstvenog
obrasca za sve tretmane (Pan i sur., 1996a).

Najvisa vrijednost stope rasta u cijelom eksperimentu zabiljeZena je za vrstu P. multistriata u
tretmanu T4 pri 18 °C, dok je za vrstu P. pseudodelicatissima najvisa vrijednost zabiljezena u
tretmanu T4 pri 14 °C, za P. delicatissima u tretmanu T2 pri 14 °C, a za P. multiseries u
kontrolnom tretmanu pri 18 °C. NajniZze vrijednosti Stope rasta zabiljezene su za vrstu P.
multiseries u tretmanu T4 pri 18 °C te za vrstu P. pseudodelicatissima u tretmanu T3 pri 14
°C. Ovaj obrazac pokazuje da pojedini tretmani mogu ograniciti lokalnu maksimalnu brzinu
diobe, ¢ak i kada ukupna fluorescencija ostaje relativno visoka. Relativno niska stopa rasta za
P. multiseries zabiljeZena je u ovom istrazivanju za razliku od prethodnih istrazivanja gdje su
zabiljezene vise vrijednosti do 1,12 dan "t (Lundholm i sur., 2004; Martin-Jézéquel i sur.,
2015). No, to se moze objasniti ¢injenicom da je koriStena stani¢na kultura dugotrajno
odrZavana u laboratorijskim uvjetima te izolirana nekoliko godina prije eksperimenta.
Produljeni uzgoj u kontroliranim uvjetima moze utjecati na fiziolosko stanje stani¢ne kulture,
ukljuéujudi stopu rasta i metabolicku aktivnost (Lakeman i sur., 2009; Lelong i sur., 2014).

Temperatura se pokazala kao vazan ¢imbenik koji regulira rast istrazivanih vrsta roda
Pseudo-nitzschia. Kod svih analiziranih izolata LMM analiza pokazala je znacajan ucinak
temperature na fluorescencijski signal, pri ¢emu su ukupne vrijednosti bile vise pri 18 °C
nego pri 14 °C. Taj je ucinak bio osobito izrazen kod izolata P. multiseries. Medutim, isti
obrazac nije dosljedno zabiljezen za sve pokazatelje rasta. Kod pojedinih izolata vece
brojnosti stanica ili viSe stope rasta zabiljeZzene su pri 14 °C ili su ovisile o nutritivnom
tretmanu. Primjerice, kod vrste P.pseudodelicatissima vise stope rasta u veéini tretmana
zabiljezene su pri 14 °C, kod P. delicatissima najvisa stopa rasta zabiljeZzena je u T2 pri 14
°C, dok je kod P. multistriata najvisa stopa rasta pri 18 °C bila zabiljezena u tretmanu T4.
Takvo razilazenje izmedu fluorescencijskog signala, brojnosti stanica i stope rasta pokazuje
da temperatura nije djelovala kao samostalan i jednoznacan pokreta¢ rasta, nego kao
¢imbenik ¢iji se ucinak ostvaruje ovisno vrsti, nutritivnom tretmanu i fizioloSkom stanju
kulture. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da temperatura utjeCe na stope rasta morskog
fitoplanktona, ali se odgovor pojedinih vrsta razlikuje ovisno o njihovim bioloSkim
znaajkama i drugim okoli$nim uvjetima (Bissinger i sur., 2008). Za vrstu P. australis stopa
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rasta povecavala se do temperaturnog optimuma, koji se ovisno o intenzitetu svjetlosti kretao
izmedu 13,5 1 18,6 °C, a zatim je pri viS§im temperaturama opadala (Thorel i sur., 2014). U
prirodnim populacijama Mramornog mora cvjetanja vrsta P. calliantha i P. pungens
zabiljezena su pri temperaturama od 9 do 15 °C, $to pokazuje da najvece brojnosti nisu nuzno
povezane s najvis§im temperaturama (Tas i Lundholm, 2017). PoviSenje temperature unutar
raspona povoljnog za odredenu vrstu moze povecati stopu rasta, ali taj odgovor ovisi i 0
svjetlosti i dostupnosti hranjivih tvari (Edwards i sur., 2016). To je u skladu s rezultatima
ovog istrazivanja, u kojem ucinak temperature nije bio jednak medu vrstama i nutritivnim
tretmanima.

U kontekstu klimatskih promjena, porast temperature mora, promjene u stratifikaciji vodenog
stupca i dostupnosti hranjivih tvari mogu utjecati na sastav fitoplanktonske zajednice i uvjete
pogodne za razvoj pojedinih Stetnih vrsta (Gobler, 2020). Taj je odgovor dodatno uvjetovan
dostupnos¢u hranjivih tvari, pa povecane metaboli¢ke potrebe pri viSoj temperaturi ne moraju
dovesti do vece stope rasta ili brojnosti stanica (Boyd i sur., 2013).

No, budu¢i da su u ovom istrazivanju ispitane dvije temperature, 14 °C i 18 °C, dobiveni
rezultati prikazuju odgovor vrsta roda Pseudo-nitzschia samo unutar ograni¢enog
temperaturnog raspona. U sjevernom i srednjem Jadranu temperatura obalnih voda pokazuje
izrazenu sezonsku promjenjivost, s vrijednostima od priblizno 7 °C zimi do 27 °C ljeti, dok
su dublje vode temperaturno stabilnije i krecu se priblizno od 10 °C zimi do 18 °C ljeti
(Russo i sur., 2012).

4.2.1.2 Dinamika rasta Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima

Izolat P. pseudodelicatissima pokazao je jasan negativan odgovor u tretmanu T3, odnosno pri
smanjenoj dostupnosti silikata. Tretman T3 imao je najnize maksimalne i prosjecne
vrijednosti fluorescencije pri obje temperature, a post-hoc usporedbe procijenjenih
marginalnih sredina pokazale su da je fluorescencijski signal u T3 bio znacajno nizZi nego u
T1, T2 i T4. Takav obrazac, zajedno s nizim brojnostima stanica i nizom stopom rasta,
upucuje na to da je smanjena dostupnost silikata bila povezana sa slabijim rastom ovog
izolata. Budu¢i da su dijatomeje ovisne o siliciju za izgradnju silicificirane stani¢ne stijenke,
smanjena dostupnost silikata moze izravno utjecati na stani¢nu diobu i fiziologiju rasta (Pan, i
sur., 1996a; Trainer i sur., 2012). Kombinirani tretman T4, u kojem su istodobno smanjeni
silikat i fosfat, nije pokazao isti negativan obrazac kao samostalno smanjenje silikata u T3.
Naprotiv, u T4 su zabiljezene najviSe prosjeCne vrijednosti fluorescencije pri obje
temperature, visoke brojnosti stanica i najvece stope rasta. Takav rezultat upucuje na to da
odgovor stani¢ne kulture nije ovisio samo o0 smanjenju pojedinog nutrijenta, nego i o njihovu
medusobnom omjeru. Brzezinski (1985) pokazao je da se omjeri silicija, ugljika i dusika
razlikuju medu vrstama dijatomeja te se mogu mijenjati ovisno o uvjetima uzgoja, Sto
upucuje na razliCite nutritivne potrebe pojedinih vrsta. U okoliSnom istrazivanju zaljeva Seine
Thorel i sur. (2017).utvrdili su da su visoke vrijednosti DK bile povezane s prisutno$¢u vrste
P. australis i mogu¢im ograni¢enjem silikata, odnosno niskim omjerom Si:N. Ovi rezultati
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podupiru zaklju¢ak da ucinak nutritivnih uvjeta ne ovisi samo o koncentraciji pojedinog
nutrijenta, nego i o0 njegovu odnosu s drugim hranjivim tvarima.

4.2.1.3 Dinamika rasta Pseudo-nitzschia delicatissima

Za vrstu P. delicatissima temperatura i tretman imali su statisticki znacajan ucinak na
fluorescencijski signal, dok su se brojnost stanica i stopa rasta mijenjale ovisno o kombinaciji
temperature i nutritivnog tretmana. Najjasnije odstupanje od kontrole zabiljeZeno je u
tretmanu T3, Kkoji predstavlja smanjenu dostupnost silikata. U tom je tretmanu
fluorescencijski signal bio statisticki znacajno nizi nego u T1, T2 i T4, a stope rasta bile su
nize od kontrolnih vrijednosti pri obje temperature. Takav rezultat upucuje na to da je
smanjena dostupnost silikata bila najizrazeniji ograni¢avajuci ¢imbenik rasta ovog izolata. Za
razliku od T3, smanjena dostupnost fosfata u tretmanu T2 nije pokazala jednako izrazen
negativan ucinak. Pri 14 °C upravo je T2 imao najviSu stopu rasta, dok je pri 18 °C stopa
rasta u istom tretmanu bila niZza nego u kontroli. To pokazuje da uc¢inak smanjene dostupnosti
fosfata nije bio jednak pri obje temperature i da se ne moze tumaciti kao jednoznacno
ogranic¢avajuci za rast. Ovi rezultati mogu se povezati s podatcima iz sjevernog Jadrana, gdje
je kompleks vrste P. delicatissima ¢esto zabiljezen u uvjetima nizih koncentracija fosfata
(Turk Dermastia i sur., 2020).

Razlike u odgovoru na fosfatno i silikatno ograni¢enje ukazuju da pojedine hranjive tvari
razli¢ito reguliraju komponente rasta vrste Pseudo-nitzschia delicatissima. Fosfatno
ogranic¢enje izravno utjece na metabolizam i stopu rasta, dok se ucinci silikatnog ogranicenja
primarno ocituju kroz promjene u fiziologiji stanica, bez nuzno proporcionalnog smanjenja
rasta (Pan i sur., 1996b; Tatters i sur., 2012).

4.2.1.4 Dinamika rasta Pseudo-nitzschia multistriata

Za vrstu P. multistriata temperatura i tretman imali su statisticki znacajan ucinak na
fluorescencijski signal, a znacajna je bila i interakcija tretmana i temperature. To pokazuje da
u¢inak nutritivnih tretmana nije bio jednak pri 14 °C i 18 °C. Izrazen ucinak temperature
vidljiv je i iz stopa rasta, koje su u svim nutritivnim tretmanima T2—T7 bile vise pri 18 °C
nego pri 14 °C. Jedino je u kontrolnom tretmanu T1 stopa rasta bila neSto visa pri 14 °C. U
vecini tretmana vrijednosti fluorescencije bile su vise pri 18 °C nego pri 14 °C, dok je
kontrolni tretman T1 imao neSto visi signal pri 14 °C. U odnosu na kontrolu, statisticki
znacajno odstupanje zabiljeZeno je samo u tretmanu T7, koji je imao visi fluorescencijski
signal od T1. Ostali tretmani nisu pokazali statisticki znacajno odstupanje od kontrole, iako
su se opisno razlikovali u fluorescencijskom signalu, brojnosti stanica i stopi rasta. lako je T7
predstavljao najizrazenije kombinirano smanjenje dostupnosti fosfata i silikata, taj tretman
nije ogranicio rast vrste P. multistiata. Naprotiv, bio je povezan s najvisim vrijednostima
fluorescencije 1 najve¢im brojnostima stanica. NajviSa stopa rasta zabiljezena je u tretmanu
T4 pri 18 °C, Sto pokazuje da viSa temperatura u kombinaciji s odredenim nutritivnim
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uvjetima nije ogranicCila rast ovog izolata. Prema tome, odgovor vrste P. multistriata nije
ovisio samo o smanjenju pojedinog nutrijenta, nego o zajednickom ucinku nutritivnog
tretmana i temperature.

Vaznost temperature za dinamiku vrste P. multistriata zabiljezena je i u prirodnim
populacijama sjeverozapadnog Japanskog mora. Utvrdena je statisticki znacajna pozitivna
povezanost izmedu temperature vode i brojnosti ove vrste, dok je dugorocno zatopljenje
navedeno kao jedan od mogucih ¢imbenika promjene sastava cvjetajucih vrsta roda Pseudo-
nitzschia. Buduc¢i da je rije¢ o okolisnom istrazivanju, taj odnos ne potvrduje izravno uzro¢no
djelovanje temperature, ali podupire zakljucak da ona moze sudjelovati u regulaciji dinamike
vrste P. multistriata (Stonik, 2021).

4.2.1.5 Dinamika rasta Pseudo-nitzschia multiseries

Analizom stani¢ne kulture P. multiseries utvrden je znaajan ucinak temperature na
fluorescencijski signal, pri ¢emu su prosjecne vrijednosti RFU-a bile vise pri 18 °C.
Medutim, taj se temperaturni u¢inak nije jednako odrazio na stope rasta. Najvisa stopa rasta
zabiljezena je u kontrolnom tretmanu T1 pri 18 °C, dok je u tretmanima T2 i T4 bila niza pri
18 °C nego pri 14 °C, a u T3 je bila jednaka pri obje temperature. Razlike u stopama rasta
opcenito su bile male, pa se na temelju ovog pokazatelja ne moze zakljuciti da je visa
temperatura jednoznacno pogodovala rastu vrste P. multiseries. Rezultati prije upucuju na to
da je odgovor stani¢ne kulture ovisio o kombinaciji temperature i dostupnosti hranjivih tvari,
pri ¢emu je kombinirano nutritivno ograni¢enje u T4 pri 18 °C bilo povezano s najniZom
stopom rasta. Ispitivana stani¢na kultura P. multiseries je izvorno izolirana s podruéja Turske,
iz Mramornog mora odnosno istocnog Mediterana (Sezgin i sur., 2025). No, s obzirom na
trendove zagrijavanja mora i promjene u cirkulaciji 1 nutrijentnom reZimu, Sirenje vrsta roda
Pseudo-nitzschia, ukljuc¢uju¢i P. multiseries, prema novim podru¢jima postaje sve
vjerojatnije. Klimatske promjene, osobito porast temperature mora, prepoznate su kao kljucni
¢imbenik koji moze potaknuti pojavu i1 ucestalost Stetnih cvjetanja, ukljucujuéi vrste ovog
roda (Hallegraeff, 2010; Trainer i sur., 2012). Zbog navedenih ¢injenica vrsta P. multiseries
je ukljucena u ovo istrazivanje.

Sveukupno, rezultati pokazuju da rast analiziranih vrsta roda Pseudo-nitzschia pri
izmijenjenim uvjetima nije bio jednak medu vrstama, nego je ovisio o kombinaciji
nutritivnog tretmana i temperature. Smanjena dostupnost silikata u tretmanu T3 najjasnije je
ograniCila rast vrsta P. pseudodelicatissima i P. delicatissima, dok u¢inak kombiniranih
tretmana nije bio jednak medu analiziranim vrstama. Za vrstu P. multistriata tretman T7 nije
djelovao negativno, nego je bio povezan s najvisom fluorescencijom i najve¢im brojnostima.
Dok je temperatura je povecavala fluorescencijski signal. Stoga se odgovor rasta ne moze
tumaciti samo kroz jedan ¢imbenik, nego kroz zajednic¢ki ucinak temperature, dostupnosti
hranjivih tvari i razlika medu analiziranim vrstama..
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4.2.2 Toksi¢nost pri izmijenjenim uvjetima rasta

U ovom istrazivanju proizvodnja domoi¢ne kiseline (DK) analizirana je kroz razliite faze
rasta stani¢nih kultura, temperaturne uvjete i nutritivne tretmane. Od Cetiri vrste analizirane
pri izmijenjenim uvjetima uzgoja, mjerljivu proizvodnju DK pokazale su dvije: P.
pseudodelicatissima i P. multiseries. Za vrste P. delicatissima i P. multistriata DK nije
zabiljezena ni u jednom analiziranom tretmanu ni temperaturnom uvjetu. Vrijednosti DK po
stanici znatno su se razlikovale izmedu dviju vrsta kod kojih je potvrdena proizvodnja
toksina. Za vrstu P. pseudodelicatissima vrijednosti su bile nize i kretale su se od 0,001071
do 0,005823 pg stanica™, dok su za vrstu P. multiseries bile znatno vise, u rasponu od 0,42
do 10,15 pg stanica™! (Tablica 4.2).

Tablica 4.2 Sazetak proizvodnje domoicne kiseline kod toksi¢nih vrsta roda Pseudo-nitzschia
u razli¢itim temperaturnim 1 nutritivnim uvjetima.

Raspon
jec Najveé Glavni u¢inak
Vrsta prosjecne aveea Glavni u¢inak temperature avntucina
DK (pg vrijednost DK tretmana
stanica™)
T2 i T3 imali su

Uc¢inak temperature ovisio je o fazi

o 001071-  T3,14°C, f . > OVISIO J¢ _ oo
P. pseudodelicatissima 0.0010 3 C, faza rasta; pri 18 °C DK je bila visa u fazi Znacajno vise

0,005823 4 2, apri 14 °C u fazi 4. vrijednosti DK od T1 i
T4.
T2i T4 imali su
P multiseries 0,420- T4,18°C,faza  Visa teArleperat.l.lra bila .Je povezana s znadajno vise
10,146 4 vi$im vrijednostima DK. vrijednosti DK od T1 i
T3.

U usporedbi s prvim dijelom istrazivanja pri standardnim uvjetima uzgoja, u kojem je isti
izolat P. pseudodelicatissima K357ps dosezao vrijednosti do 0,0250 pg stanica™, u
eksperimentu s izmijenjenim uvjetima najveca zabiljeZzena vrijednost bila je 0,005823 pg
stanica'. Proizvodnja DK bila je nekoliko puta niza, unato¢ primjeni razli¢itih temperaturnih
1 nutritivnih uvjeta. Jedno od mogucih objasnjenja jest vremenski odmak izmedu dviju
analiza 1 dugotrajnije odrZavanje izolata u laboratorijskoj kulturi. Smanjenje toksi¢nosti
tijekom vremena u kulturi prethodno je zabiljezeno kod pojedinih izolata roda Pseudo-
nitzschia, iako takav obrazac nije jednak kod svih vrsta i izolata (Fernandes i sur., 2014).
Stoga se niza proizvodnja DK kod izolata K357ps ne moze sa sigurno$¢u pripisati samo
eksperimentalnim uvjetima, nego moze odrazavati i promjene u stani¢noj kulturi tijekom
dugotrajnog laboratorijskog odrzavanja.

Kod obje toksicne vrste najnize vrijednosti DK zabiljeZzene su u eksponencijalnim fazama
rasta, odnosno u razdoblju intenzivne diobe stanica. Kod P. pseudodelicatissima vrijednosti
DK u kasnoj eksponencijalnoj fazi bile su niske i kretale su se priblizno od 0,001071 do
0,003294 pg stanica™'. Vise vrijednosti zabiljeZene su u kasnijim fazama rasta, osobito u fazi
odumiranja, u kojoj je kod P. pseudodelicatissima najveéa prosje¢na vrijednost iznosila
0,005823 pg stanica™ u tretmanu T3 pri 14 °C. Kod P. multiseries najveca vrijednost DK
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takoder je zabiljeZena u fazi odumiranja, ali pri 18 °C 1 u znatno vecem iznosu, do 10,146 pg
Stanica™'.

U prethodnim istrazivanjima vrste P. pseudodelicatissima najvise vrijednosti DK zabiljezene
su u stacionarnoj fazi rasta (Moschandreou i sur., 2010). Ipak, u istrazivanjima roda Pseudo-
nitzschia proizvodnja DK ¢esto se ne prati kroz cijeli ciklus rasta, nego se analizira u jednoj
fazi ili u ograni¢enom broju vremenskih toc¢aka. Primjerice, kod P. pungens uzorci za analizu
DK uzimani su u ranoj stacionarnoj fazi (Accoroni i sur., 2020). Slican eksperimentalni
pristup primjenili su i Turk Dermastia i sur. (2022), u ¢ijem je istrazivanju toksi¢nost izolata
roda Pseudo-nitzschia analizirana u stacionarnoj fazi rasta. Zbog toga pracenje proizvodnje
DK kroz vise faza rasta u ovom istrazivanju omogucuje bolji uvid u promjene toksi¢nosti
tijekom rasta stani¢ne kulture.

4.2.2.1 Toksi¢nost Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima

Tretmani T2 i T3, koji predstavljaju smanjenu dostupnost fosfata odnosno silikata, imali su
znacajno vise DK vrijednosti u odnosu na kontrolni tretman T1 i kombinirani tretman T4 za
ispitivanu vrstu P. pseudodelicatissima. lako se tretman T3 isticao najviSom prosje¢nom
vrijednos¢u DK, razlika izmedu T2 i T3 nije bila statisticki znacajna. Stoga se povecana
proizvodnja DK kod P. pseudodelicatissima ne moze pripisati iskljuéivo silikatnom
ograni¢enju, nego upucuje na to da pojedinacno smanjenje dostupnosti fosfata ili silikata
moze djelovati kao stresni ¢imbenik povezan s povecanom sintezom toksina. Kombinirani
tretman T4 nije pokazao poviSene vrijednosti DK u odnosu na kontrolu, §to pokazuje da
istodobno smanjenje dostupnosti fosfata i silikata nije imalo isti ucinak kao njihovo
pojedinacno smanjenje. Takav rezultat moze biti povezan s promijenjenim omjerima
hranjivih tvari 1 specificnim fizioloskim odgovorom stanica na razli¢ite oblike nutritivnog
stresa (Brzezinski, 1985). Prijasnja istrazivanja pokazala su da nutritivni stres, osobito
ogranicenje fosfata 1 silikata, moze potaknuti produkciju domoicne kiseline kod pojedinih
vrsta roda Pseudo-nitzschia. U uvjetima fosfatnog ili silikatnog ograni¢enja zabiljezeno je
povecanje stani€nog sadrzaja DK, osobito nakon usporavanja rasta i ulaska kulture u kasnije
faze rasta, Sto se povezuje s fizioloskim stresom stanica (Pan i sur., 1996,1998). Takav
odgovor nije jednak kod svih vrsta i izolata, nego ovisi o kombinaciji okolisnih ¢imbenika,
ukljucujuéi dostupnost hranjivih tvari, temperaturu, svjetlost i fazu (Lelong i sur., 2012).
Prethodna istrazivanja pokazala su da nutritivni stres moze znacajno utjecati na proizvodnju
DK za vrste roda Pseudo-nitzschia. Pan i sur (1996,1998) pokazali su da ograni¢ena
dostupnost silikata 1 fosfata moze potaknuti promjene u proizvodnji DK, pri ¢emu se ucinak
pojedinog nutrijenta moze razlikovati ovisno o vrsti, fizioloSkom stanju stanica i uvjetima
uzgoja. U prirodnim populacijama proizvodnja i akumulacija DK ovise o interakciji vise
¢imbenika, ukljucujuci sastav fitoplanktonske zajednice, dostupnost hranjivih tvari i fizikalne
uvjete okolisa (Trainer i sur., 2012). Stoga i rezultate dobivene analizom stani¢nih kultura
treba tumaciti kao odgovor na kombinaciju uvjeta uzgoja, a ne kao posljedicu samo jednog
¢imbenika.
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Ucinak temperature na proizvodnju DK kod vrste P. pseudodelicatissima razlikovao se
ovisno o fazi rasta. Tijekom eksponencijalnog rasta visa temperatura bila je povezana s
ve¢om proizvodnjom DK, dok je u fazi odumiranja zabiljezen suprotan trend.

4.2.2.2 Toksi¢nost Pseudo-nitzschia delicatissima

Za razliku od prethodne vrste, kod P. delicatissima domoi¢na kiselina nije zabiljeZena ni u
jednom uzorku, pri ¢emu su sve izmjerene vrijednosti bile ispod granice detekcije. Ovaj
rezultat bio je dosljedan kroz sve tretmane 1 temperaturne uvjete, ukljucujuéi eksponencijalne
faze rasta i fazu odumiranja. Ipak, prethodna istrazivanja pokazuju da P. delicatissima moze
imati toksic¢ne izolate, ali naj¢eS¢e s nizim vrijednostima DK. U sjeverozapadnom Jadranu
Penna i sur. (2013) zabiljezili su blago toksi¢ne izolate ove vrste, dok su Turk Dermastia i
sur., (2022) u sjevernom Jadranu potvrdili i toksi¢ne i netoksi¢ne izolate P. delicatissima. S
druge strane, Fehling i sur. (2005) opisali su netoksi¢ne izolate P. delicatissima pri razli¢itim
fotoperiodima, $to potvrduje da proizvodnja DK nije stalno izrazena u svih izolata ove vrste.

4.2.2.3 Toksi¢nost Pseudo-nitzschia multistriata

Sli¢no kao kod P. delicatissima, kod P. multistriata domoi¢na kiselina nije zabiljezena ni pri
jednoj kombinaciji tretmana i temperature, iako je stani¢na kultura pokazivala visoke
vrijednosti fluorescencije 1 povecanje brojnosti stanica. Ovakav rezultat pokazuje da rast u
ispitivanim uvjetima nije bio povezan s proizvodnjom DK. Medutim, za P. multistriata su u
literaturi zabiljezeni toksi¢ni izolati, a proizvodnja DK moze ovisiti o uvjetima uzgoja.
Amato i sur. (2010) pokazali su da ogranic¢ena dostupnost silikata i fosfata te niska razina
svjetlosti mogu povecati vrijednosti DK kod ove vrste, dok je viSa temperatura smanjila
proizvodnju toksina. Toksi¢ni izolati P. multistriata potvrdeni su i u sjevernom Jadranu, pri
¢emu su Turk Dermastia i sur., (2022) zabiljezili proizvodnju DK kod pojedinih izolata, ali i
netoksicne izolate. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da se proizvodnja DK razlikovala
medu analiziranim vrstama 1 izolatima te se mijenjala ovisno o uvjetima uzgoja. Takav je
obrazac u skladu s prethodnim istrazivanjima, koja takoder upucuju na izraZzenu varijabilnost
toksi¢nosti unutar roda Pseudo-nitzschia (Bates i sur., 2018b; Trainer i sur., 2012). Ovakav
rezultat posebno je vazan u kontekstu Jadranskog mora, gdje je zabiljezena velika raznolikost
vrsta roda Pseudo-nitzschia, uz povremenu pojavu cvjetanja i postizanje visokih brojnosti
pojedinih vrsta (Turk Demastia i sur., 2025).

4.2.2.4 Toksi¢nost Pseudo-nitzschia multiseries

Proizvodnja domoi¢ne kiseline u vrste P. mutiseries je zabiljezena u Sirokom rasponu, od
0,0003 pg stanica™ do 21 pg stanica™! (Dong i sur., 2020; Nishimura i sur., 2021; Orlova i
sur., 2008). U istrazivanju koje su proveli Sezgin i sur., (2025), isti izolat P. multiseries
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analiziran je pri standardnim uvjetima uzgoja te je zabiljeZena proizvodnja DK u rasponu od
2,46 do 3,24 pg stanica™!. Visa DK vrijednost je zabiljezena u stacionarnoj fazi sto je u skladu
I s ovim istrazivanjem (Sezgin i sur., 2025). Iako se radi o identi¢noj stani¢noj kulturi, u
ovom istrazivanju doslo je do biosinteze DK koja je vise od tri puta ve¢a od vrijednosti
prethodno zabiljezenih za isti izolat. Za razliku od P. pseudodelicatissima, kod P. multiseries
nije uocen pad toksic¢nosti u odnosu na raniju analizu, nego su u pojedinim eksperimentalnim
uvjetima vrijednosti DK bile viSe nego pri prethodnom uzgoju u standardnim uvjetima.
Ispitivani izolat vrste P. multiseries proizveo je DK u rasponu od priblizno 0,42 do 10,15 pg
stanica™!. NajviSe koncentracije zabiljezene su u tretmanu T4 pri 18 °C u fazi 4, dok su i
ostali tretmani pri toj temperaturi pokazivali visoke vrijednosti. Pri 14 °C vrijednosti su bile
znacajno nize bez izrazenog porasta u kasnijim fazama rasta. Ovaj rezultat jasno ukazuje da
je visa temperatura kod ispitivanog izolata bila povezana s povecanjem biosinteze DK.
Prijasnja laboratorijska istrazivanja pokazuju da viSa temperatura moze potaknuti
proizvodnju DK, iako taj uéinak ovisi o vrsti i uvjetima uzgoja. Kod P. multiseries Lewis i
sur. (1993) pokazali su da se proizvodnje DK povecavala s porastom temperature. Sli¢no
tome, kod P. seriata sadrzaj DK povecavao se s porastom temperature (Weber i sur., 2025),
dok je kod P. australis u¢inak temperature ovisio i o dostupnosti hranjivih tvari te intenzitetu
svjetlosti (Santiago-Morales i Garcia-Mendoza, 2011; Thorel i sur., 2014)

4.2.2.5 Utjecaj temperature na proizvodnju DK

Osim laboratorijskih istraZivanja, i terenska istrazivanja upucuju na povezanost toplijih
oceanografskih uvjeta i povecane toksi¢nosti. Na podrucju sjeveroistocnog Pacifika poviSene
vrijednosti DK u skoljkasima bile su povezane s razdobljima kada je temperatura povrsine
mora bila visa od dugoro¢nog prosjeka za to podrucje, odnosno s pozitivnim temperaturnim
anomalijama. Vrijednost od +1 °C zna¢i da je temperatura mora bila za 1 °C viSa od
uobicajene prosjecne temperature za isto mjesto 1 razdoblje, a takvi su uvjeti bili povezani s
izrazenijim toplim fazama Oceanic Nifio Indexa (McKibben i sur., 2017). Autori pritom ne
izdvajaju pojedina¢ne vrste roda Pseudo-nitzschia, nego razmatraju domoi¢nu kiselinu kao
posljedicu prisutnosti toksi¢nih predstavnika toga roda u sustavu. U tom kontekstu, rezultati
ovog istrazivanja, u kojem su vise vrijednosti DK pri 18 °C zabiljeZzene kod dvije toksicne
vrste, mogu upucivati na to da poviSena temperatura moze povecati rizik od proizvodnje DK
kod pojedinih vrsta roda Pseudo-nitzschia. Medutim, takav zakljucak treba tumaciti oprezno
jer je istrazivanje obuhvatilo ograni€en broj vrsta i dvije temperaturne razine, 14 °C i 18 °C.
Stoga se dobiveni rezultati ne mogu generalizirati na cijeli rod Pseudo-nitzschia, Koji
obuhvaca velik broj vrsta s razli¢itim ekoloSkim 1 toksikoloSkim znacajkama. Ipak, u
kontekstu klimatskih promjena i zagrijavanja mora, ovi rezultati podupiru potrebu za daljnjim
istrazivanjima utjecaja temperature na rast i proizvodnju DK kod razli€itih vrsta 1 izolata roda
Pseudo-nitzschia (Clark i sur., 2022; McKibben i sur., 2017; Zhu i sur., 2017).

Za vrstu P. multiseries najvise vrijednosti DK zabiljezene su u tretmanu T4 pri 18 °C u fazi 4,
Sto upucuje na to da kombinirano ogranicenje hranjivih tvari, u uvjetima vise temperature i
kasne faze rasta, moze dodatno pojacati biosintezu toksina. Sli¢an u¢inak nutritivnog stresa
kod P. multiseries zabiljezili su Tatters i sur., (2012) koji su ustanovili da ograni¢ena
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dostupnost hranjivih tvari moze poveéati proizvodnju DK. Autori Pan i sur. (1998) takoder su
povezali proizvodnju DK kod P. multiseries s fizioloskim stresom uzrokovanim ograni¢enom
dostupnosc¢u silikata i/ili fosfata. Opcenito, Trainer i sur. (2012) su zakljucili da je
proizvodnja DK kod roda Pseudo-nitzschia ¢esto povezana s okolisnim stresom, ali da ué¢inak
pojedinih ¢imbenika ovisi o vrsti, izolatu i uvjetima okoliSa.

4.2.2.6 Utjecaj smanjene dostupnosti hranjivih tvari na proizvodnju DK

Klimatske promjene ne utje¢u samo na temperaturu mora, ve¢ i na globalni ciklus svih
hranjivih tvari pa tako i slicija, koji je kljuCan za rast dijatomeja. Promjene u kemijskom
sastavu mora, osobito acidifikacija, mogu utjecati na procese otapanja i recikliranja biogenog
silicija, odnosno na otapanje silikatnih frustula nakon odumiranja dijatomeja,
remineralizaciju silicija u vodenom stupcu i sedimentu te ponovno vracanje otopljenog
silikata u povrsinske slojeve mora. Time se moze promijeniti dostupnost silikata u eufotickoj
zoni, §to dugoro¢no moze utjecati na strukturu fitoplanktonskih zajednica (Taucher i sur.,
2022; Tréguer i De La Rocha, 2013). Budu¢i da je silicij jedan od klju¢nih nutrijenta za
dijatomeje, ukljucujuéi vrste roda Pseudo-nitzschia, takve promjene mogu imati znacajan
utjecaj na njihov rast i fizioloski odgovor.

Rezultati ovog istrazivanja dodatno podupiru vaznost silicija kao klju¢nog ¢imbenika, buduci
da je smanjenje dostupnosti silikata bilo je povezano s promjenama u dinamici rasta, a kod
toksi¢nih sojeva i s promjenama u proizvodnji domoicne kiseline. Za vrstu Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima tretman sa smanjenim silikatom pokazao je najnize ukupne vrijednosti
fluorescencije, ali istodobno i najvisu sintezu domoi¢ne kiseline u kasnijim fazama rasta,
osobito u fazi odumiranja. Sli¢an obrazac povecane toksi¢nosti u kasnijim fazama rasta uocen
je i kod P. multiseries, gdje su najvise koncentracije domoi¢ne kiseline zabiljezene pri viSoj
temperaturi i u fazi raspadanja stanica. Ovi rezultati upuéuju na to da ogranicenje silikata,
osobito u kombinaciji s drugim stresnim ¢imbenicima poput poviSene temperature, moze biti
povezano s pojac¢anom proizvodnjom toksina kod pojedinih toksi¢nih sojeva.

Smanjena dostupnost silicija u morskom ekosustavu mogla bi povecati u¢estalost fizioloskog
stresa kod dijatomeja, ¢ime se moze potaknuti pojava 1 intenzitet toksi¢nih dogadaja.
Medutim, rezultati ovog istraZivanja takoder pokazuju da takav odgovor nije opcenit, buduci
da kod izolata P. delicatissima i P. multistriata smanjenje dostupnosti silikata i povisena
temperatura nisu potakli proizvodnju domoiéne kiseline. Time se potvrduje da ¢e potencijalni
ucinci klimatskih promjena na toksi¢nost roda Pseudo-nitzschia ovisiti o slozenoj interakciji
izmedu dostupnosti hranjivih tvari, temperature te znacajki pojedinih izolata.

Shodno tome, provedeno istrazivanje, koje je obuhvatilo osam vrsta u standardnim uvjetima 1
detaljnu analizu Cetiriju odabranih vrsta pri izmijenjenim uvjetima uzgoja, pruza vaznu
osnovu za daljnje prosirenje istrazivanja uklju¢ivanjem dodatnih vrsta roda Pseudo-nitzschia
i Sireg raspona temperatura. U Jadranskom moru dosad je potvrdeno pet toksi¢nih vrsta ovoga
roda, a ovim su istraZivanjem obuhvacene tri od njih, ¢ime je analiziran znatan dio poznatog
toksi¢nog potencijala roda u Jadranu. Daljnja istraZzivanja mogla bi obuhvatiti temperaturni
raspon koji odrazava sezonske uvjete u Jadranu, priblizno od 10 do 26 °C, kao i dodatne
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bioti¢ke ¢imbenike, poput predacije. Budu¢i da proizvodnja DK moze ovisiti i 0 odnosima
unutar hranidbene mreze, ukljucivanje takvih ¢imbenika omoguéilo bi potpunije
razumijevanje uvjeta koji pogoduju razvoju toksi¢nih populacija i pojavi toksi¢nih dogadaja u
morskim ekosustavima.
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5 Zakljuéci

Na temelju provedenih analiza rasta i proizvodnje domoicne kiseline u stani¢nim kulturama
vrsta roda Pseudo-nitzschia sa podrucja srednjeg Jadrana, razmotrene su hipoteze vezane uz
toksicnost i stope rasta pri standardnim laboratorijskim uvjetima te pri izmijenjenim uvjetima
temperature i dostupnosti hranjivih tvari.

Hipoteza 1.1, prema kojoj ne postoji razlika u toksi¢nosti izmedu razliitih ispitivanih vrsta
roda Pseudo-nitzschia pri standardnim laboratorijskim uvjetima, nije potvrdena. Od osam
analiziranih vrsta, mjerljive koli¢ine domoi¢ne kiseline pri standardnim uvjetima proizvodila
je samo P. pseudodelicatissima, dok kod ostalih vrsta DK nije bila zabiljezena. Ovakav
rezultat pokazuje da se toksi¢nost razlikovala medu analiziranim vrstama te da proizvodnja
DK nije op¢a znacajka svih ispitivanih predstavnika roda Pseudo-nitzschia. Stoga se hipoteza
1.1 odbacuje.

Hipoteza 1.2, prema kojoj ne postoji razlika u toksi¢nosti unutar iste vrste tijekom razlic¢itih
faza rasta stani¢ne kulture, nije potvrdena. Kod P. pseudodelicatissima vrijednosti DK
mijenjale su se kroz faze rasta, pri ¢emu su najnize vrijednosti zabiljezene u
eksponencijalnim fazama, a viSe vrijednosti u kasnijim fazama rasta, osobito u stacionarnoj
fazi i fazi odumiranja. Time je potvrdeno da faza rasta ima vaznu ulogu u proizvodnji DK
kod ove vrste. Stoga se hipoteza 1.2 odbacuje za vrstu kod koje je proizvodnja DK bila
mjerljiva.

Hipoteza 1.3, prema kojoj ne postoji razlika u toksiCnosti ispitivane vrste s razli¢itih
podrucja, nije se mogla u potpunosti procijeniti za sve vrste jer je mjerljiva proizvodnja DK
utvrdena samo kod izolata P. pseudodelicatissima, a svi toksi¢ni izolati te vrste potjecali su sa
istog podru¢ja. Kod ostalih analiziranih vrsta DK nije bila zabiljeZena, neovisno o podrucju
izolacije. Stoga rezultati ne omoguéuju usporedbu toksi¢nosti iste vrste medu razliCitim
podru¢jima, nego upucuju na to da je u ovom istrazivanju proizvodnja DK bila vezana uz
odredene izolate P. pseudodelicatissima iz jednog podrucja. Zbog toga se hipoteza 1.3 ne
moze jednoznac¢no odbaciti ni prihvatiti, ve¢ se moze zakljuciti da za njezinu pouzdaniju
procjenu treba analizirati ve¢i broj toksi¢nih i netoksicnih izolata iste vrste iz razlicitih
podrucja.

Hipoteza 1.4, prema kojoj ne postoji razlika u stopi rasta izmedu razlicitih ispitivanih vrsta,
nije potvrdena. Analizirane vrste razlikovale su se u stopama rasta pri standardnim
laboratorijskim uvjetima. NajviSe vrijednosti zabiljezene su kod P. delicatissima, zatim kod
P. pseudodelicatissima i P. mannii, dok su ostale vrste pokazale nize vrijednosti rasta. Ovi
rezultati pokazuju da sposobnost rasta nije bila jednaka medu vrstama, nego je ovisila o
bioloSkim znacajkama pojedine vrste. Stoga se hipoteza 1.4 odbacuje.

Hipoteza 1.5, prema kojoj ne postoji razlika u stopi rasta unutar istih vrsta izoliranih s
razli¢itih podrucja, nije se mogla jednoznacno procijeniti za sve analizirane vrste. Kod dijela
vrsta svi su izolati s istog podrudja, primjerice P. allochrona iz Sibenskog kanala, P.
fraudulenta iz Kastelanskog zaljeva, P. multistriata iz Sibenskog kanala i P.
pseudodelicatissima iz Kastelanskog zaljeva. Vrste koje su imale izolate s vise podruéja broj
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izolata po podruc¢jima nije bio ujednacen, Sto ograni¢ava pouzdanu procjenu ucinka podrucja
izolacije na stopu rasta. Ipak, kod P. delicatissima i P. mannii najvise stope rasta zabiljezene
su kod pojedinih izolata iz Malostonskog zaljeva. Takav rezultat upucuje na moguée razlike
medu izolatima, ali zbog neujednacenog broja izolata po podru¢jima nije moguce jasno
odvojiti ucinak podru¢ja od razlika medu izolatima. Stoga se hipoteza 1.5 ne moze
jednozna¢no odbaciti ni potvrditi, ve¢ rezultati upucuju na potrebu za dodatnim
istrazivanjima s ve¢im i uravnotezenijim brojem izolata iste vrste iz razli¢itih podrucja.

Hipoteza 2.1, prema kojoj ne postoji razlika u utjecaju promjene temperature na toksi¢nost
ispitivanih vrsta pri izmijenjenim uvjetima, nije potvrdena. Najizrazeniji uc¢inak temperature
zabiljezen je kod P. multiseries, kod koje su vrijednosti DK bile znacajno vise pri 18 °C nego
pri 14 °C u svim fazama rasta. Kod P. pseudodelicatissima temperatura kao glavni uéinak
nije bila znacajna, ali je u€inak temperature ovisio o fazi rasta, pa su se razlike izmedu 14 °C
1 18 °C mijenjale tijekom razvoja kulture. Ovi rezultati pokazuju da ucinak temperature na
proizvodnju DK nije bio jednak kod obje toksi¢ne vrste, zbog cega se hipoteza 2.1 odbacuje.

Hipoteza 2.2, prema kojoj ne postoji razlika u utjecaju promjene dostupnosti hranjivih tvari
na toksi¢nost ispitivanih vrsta, nije potvrdena. Drugim rije¢ima, ispitivane vrste nisu jednako
odgovorile na promijenjenu dostupnost hranjivih tvari. Kod vrste P. pseudodelicatissima
tretmani sa smanjenom dostupnos$¢u pojedinacnih hranjivih tvari, osobito fosfata i silikata,
bili su povezani s vi§im vrijednostima DK, dok kombinirani tretman nije pokazao isti u¢inak.
Suprotno tome, kod vrste P. multiseries najvise vrijednosti DK zabiljezene su u
kombiniranom tretmanu smanjene dostupnosti hranjivih tvari. Stoga se hipoteza 2.2
odbacuje.

Hipoteza 2.3, prema kojoj ne postoji razlika u utjecaju promjene temperature na stopu rasta
ispitivanih vrsta pri izmijenjenim uvjetima, nije potvrdena. Stope rasta nisu se jednako
mijenjale izmedu 14 °C i 18 °C kod svih analiziranih vrsta. Kod P. pseudodelicatissima vise
stope rasta uglavnom su zabiljezene pri 14 °C, dok su kod P. delicatissima razlike izmedu
temperatura bile manje izrazene i ovisile su o tretmanu. Kod P. multistriata vec¢ina tretmana
imala je viSe stope rasta pri 18 °C. Kod P. multiseries najvisa stopa rasta zabiljeZena je U
kontrolnom tretmanu pri 18 °C, dok su nutritivni tretmani pri istoj temperaturi imali nize
vrijednosti od kontrole. LMM analiza fluorescencijskog signala dodatno je pokazala znacajan
ucinak temperature kod svih analiziranih izolata, ali se taj u¢inak nije uvijek jednako odrazio
na stope rasta i brojnost stanica. Stoga se ucinak temperature na rast ne moze tumaciti
jednoznac¢no, nego ovisi o vrsti 1 nutritivhom tretmanu, zbog ¢ega se hipoteza 2.3 odbacuje.

Hipoteza 2.4, prema kojoj ne postoji razlika u utjecaju promjene dostupnosti hranjivih tvari
na stopu rasta ispitivanih vrsta pri izmijenjenim uvjetima, nije potvrdena. Stope rasta nisu
imale jednak odgovor na nutritivne tretmane kod svih analiziranih vrsta. Kod P.
pseudodelicatissima kombinirani tretman smanjenja fosfata i silikata imao je najviSe stope
rasta pri obje temperature, dok se smanjena dostupnost silikata izdvojila najnizom stopom
rasta. Kod P. delicatissima nutritivni tretmani uglavnom su smanjili stope rasta u odnosu na
kontrolu. Kod P. multistriata pojedini tretmani imali su vise stope rasta od kontrole, dok je
kod P. multiseries kontrolni tretman pokazao najviSu stopu rasta. Ovi rezultati pokazuju da
ucinak hranjivih tvari na stopu rasta ovisi o vrsti, temperaturi i kombinaciji nutritivnog
tretmana, zbog Cega se hipoteza 2.4 odbacuje.
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U kona¢nici, veéina postavljenih hipoteza nije potvrdena. Rezultati pokazuju da se vrste roda
Pseudo-nitzschia razlikuju u toksi¢nosti, stopama rasta i odgovoru na promjene temperature i
dostupnosti hranjivih tvari. Proizvodnja DK nije bila izravno povezana samo s brojno$cu
stanica ili stopom rasta, nego je ovisila o wvrsti, fazi rasta, nutritivnom tretmanu i
temperaturnim uvjetima. Takoder, rezultati potvrduju da je odgovor vrsta roda Pseudo-
nitzschia na promjene uvjeta uzgoja slozen te da proizvodnja DK ovisi o medudjelovanju
vrste, faze rasta i uvjeta dostupnosti hranjivih tvari. Dobiveni nalazi doprinose boljem
razumijevanju rasta i toksi¢nosti potencijalno toksi¢nih vrsta roda Pseudo-nitzschia te pruzaju
temelj za daljnja istrazivanja.
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7 Prilozi

Log fluorescencije kroz vrijeme - P. galaxiae

IOR 136

IOR 232

4.5+
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Slika 7.1 Promjena logaritamski transformirane fluorescence kroz vrijeme za dva izolata vrste
Pseudo-nitzschia galaxiae. Siva linija prikazuje promjenu vrijednosti log fluorescencije
tijekom trajanja pokusa, dok crveni segment oznacava dio krivulje koristen za izraun stope

rasta.
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Slika 7.2 Odnos izmedu relativne fluorescencije (RFU) i brojnosti stanica (stanica mL ') kod
vrsta roda Pseudo-nitzschia. Isprekidane linije predstavljaju linearne regresijske odnose, a u
panelima prikazane su regresijske jednadzbe i1 koeficijenti determinacije (R?). RFU oznacava

relativne fluorescencijske jedinice.
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Slika 7.3 Odnos izmedu fluorescencijskog signala (RFU) 1 brojnosti stanica (x10° stanica
mL™) kod vrste P. pseudodelicatissima pri 14 °C i 18 °C. Pune linije prikazuju linearne
regresijske odnose, a zasjenjena podrucja 95 %-tni interval pouzdanosti. Na slici su prikazani
koeficijenti determinacije (R?) i pripadaju¢e p-vrijednosti za svaku temperaturu. RFU
oznacava relativne fluorescencijske jedinice.
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Slika 7.4 Odnos izmedu fluorescencijskog signala (RFU) i brojnosti stanica (x103 stanica
mL!) kod vrste P. delicatissima pri 14 °C i 18 °C. Pune linije prikazuju linearne regresijske
odnose, a zasjenjena podrucja 95 %-tni interval pouzdanosti. Na slici su prikazani koeficijenti
determinacije (R?) 1 pripadajuce p-vrijednosti za svaku temperaturu. RFU oznacava relativne
fluorescencijske jedinice.
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Slika 7.5 Odnos izmedu fluorescencijskog signala (RFU) i brojnosti stanica (x10° stanica
mL™") kod vrste P. multistriata pri 14 °C i 18 °C. Pune linije prikazuju linearne regresijske
odnose, a zasjenjena podrucja 95 %-tni interval pouzdanosti. Na slici su prikazani koeficijenti
determinacije (R?) i pripadajuée p-vrijednosti za svaku temperaturu. RFU oznacava relativne
fluorescencijske jedinice.
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Slika 7.6 Odnos izmedu fluorescencijskog signala (RFU) i brojnosti stanica (x10° stanica
mL") kod vrste P. multiseries pri 14 °C i 18 °C. Pune linije prikazuju linearne regresijske
odnose, a zasjenjena podrucja 95 %-tni interval pouzdanosti. Na slici su prikazani koeficijenti
determinacije (R?) 1 pripadajuce p-vrijednosti za svaku temperaturu. RFU oznacava relativne
fluorescencijske jedinice.
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Tablica 7.1 Brojnost stanica (x10° stanica mL™") vrste Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima
u tretmanima T1-T4 pri 18 °C. Replike (a, b, c) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi
se na pocetnu toc¢ku, odnosno inokulaciju.

Tretman Temperatura (°C) Replika Dan0 Fazal Faza 2 Faza 3 Faza 4
T1 18 a 9,88 58,98 228,80 416,64 228,80
T1 18 b 8,34 68,10 245,18 358,81 221,61
T1 18 c 7,96 68,39 255,35 519,18 369,30
T2 18 a 7,88 69,30 212,00 340,60 310,94
T2 18 b 10,67 67,99 200,37 295,05 233,49
T2 18 c 7,98 70,03 190,93 247,90 138,14
T3 18 a 3,20 19,02 65,60 111,90 80,50
T3 18 b 3,28 23,24 84,28 162,41 106,80
T3 18 c 3,52 34,55 96,91 243,85 118,46
T4 18 a 9,79 74,46 250,72 530,40 404,60
T4 18 b 8,87 64,22 240,34 523,26 345,17
T4 18 c 11,03 86,07 300,02 646,74 506,97

Tablica 7.2 Brojnost stanica (x10° stanica mL™') vrste Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima
u tretmanima T1-T4 pri 14 °C. Replike (a, b, c) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi
se na pocetnu to¢ku, odnosno inokulaciju.

Tretman Temperatura (°C) Replika Dan 0 Faza 1 Faza 2 Faza 3 Faza 4
T1 14 a 9,07 46,34 175,10 502,40 459,20
T1 14 b 8,94 47,98 185,28 520,31 595,89
T1 14 c 8,58 44,74 178,78 507,81 473,57
T2 14 a 7,71 49,32 169,80 479,60 373,60
T2 14 b 8,05 58,35 207,32 396,41 327,81
T2 14 c 7,56 66,77 227,42 411,27 273,86
T3 14 a 2,90 19,86 54,16 301,00 172,40
T3 14 b 2,98 14,04 43,57 301,83 219,19
T3 14 c 2,85 14,24 28,14 89,90 50,83
T4 14 a 10,34 42,14 152,70 688,80 623,28
T4 14 b 10,55 59,16 146,47 634,89 606,92
T4 14 c 9,88 81,77 153,87 541,54 470,99

Tablica 7.3 Tablica 5.2a. Brojnost stanica (x10° stanica mL™') vrste Pseudo-nitzschia
delicatissima u tretmanima T1-T4 pri 18 °C. Replike (a, b, c) predstavljaju paralelne uzorke.
Dan 0 odnosi se na po¢etnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tretman Temperatura (°C) Replika Dan 0 Fazal Faza 2 Faza 3 Faza 4

T1 18 a 9,27 31,67 158,40 709,62 412,80
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T1 18 b 8,49 28,40 160,41 660,58 236,51
T1 18 c 9,24 28,50 180,80 699,04 1117,72
T2 18 a 11,89 28,93 183,71 619,20 641,00
T2 18 b 11,38 24,22 113,73 572,38 369,35
T2 18 c 12,64 26,34 154,69 632,19 871,44
T3 18 a 9,16 27,57 271,80 557,78 350,61
T3 18 b 10,22 27,30 290,36 585,29 91,19

T3 18 c 8,63 28,04 260,82 594,34 99,75

T4 18 a 8,41 21,67 233,70 508,47 367,65
T4 18 b 7,25 22,96 228,84 464,12 265,97
T4 18 c 8,33 22,41 93,91 513,17 992,29

Tablica 7.4 Brojnost stanica (x10° stanica mL™') vrste Pseudo-nitzschia delicatissima u
tretmanima T1-T4 pri 14 °C. Replike (a, b, ) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tretman Temperatura (°C) Replika Dan0 Faza l Faza 2 Faza 3 Faza 4
T1 14 a 9,88 76,13 224,67 661,00 566,00
T1 14 b 9,49 85,34 215,78 665,03 75,58
T1 14 c 9,37 75,73 219,19 658,44 728,89
T2 14 a 12,18 54,93 217,00 610,00 467,00
T2 14 b 13,65 52,48 198,62 661,47 595,89
T2 14 c 12,00 56,86 203,31 625,57 516,87
T3 14 a 9,55 60,00 217,00 654,00 698,40
T3 14 b 10,81 52,08 193,06 581,16 373,44
T3 14 c 9,91 50,93 213,74 585,53 279,34
T4 14 a 8,93 48,73 269,00 456,50 542,40
T4 14 b 8,56 51,78 119,87 442,37 562,10
T4 14 c 9,34 46,21 116,22 476,99 605,18

Tablica 7.5 Brojnost stanica (x10° stanica mL™!') vrste Pseudo-nitzschia multistriata u
tretmanima T1-T7 pri 14 °C. Replike (a, b, c) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tretman Temperatura (°C) Replika Dan 0 Fazal Faza 2 Faza 3 Faza 4
T1 14 a 7,92 21,24 119,52 166,00 165,90
T1 14 b 7,54 24,19 129,97 157,39 151,25
T1 14 c 7,18 24,64 121,59 161,50 192,59
T2 14 a 7,16 11,44 79,92 149,60 158,70
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T2 14 b 8,34 14,70 81,32 138,77 115,36
T2 14 c 7,46 24,22 89,24 158,30 127,38
T3 14 a 8,06 21,12 88,08 166,60 169,20
T3 14 b 7,90 21,31 87,65 158,79 144,40
T3 14 c 7,70 22,61 83,24 160,67 144,45
T4 14 a 8,11 20,78 109,36 112,80 129,00
T4 14 b 6,71 18,99 92,12 108,54 163,97
T4 14 c 7,30 32,98 115,98 114,98 116,20
T5 14 a 8,07 4,06 115,20 124,92 150,60
T5 14 b 6,77 5,48 114,43 119,94 190,34
T5 14 c 7,17 3,99 132,86 134,34 185,52
T6 14 a 6,59 5,86 83,36 111,36 148,82
T6 14 b 5,68 5,28 79,44 112,97 143,11
T6 14 c 5,96 4,94 91,46 111,45 154,50
T7 14 a 6,07 2,46 98,32 132,24 152,70
T7 14 b 5,83 2,43 101,12 139,18 184,56
T7 14 c 5,49 2,47 91,36 123,13 203,19

Tablica 7.6 Brojnost stanica (x10° stanica mL™') vrste Pseudo-nitzschia multistriata u
tretmanima T1-T7 pri 18 °C. Replike (a, b, ¢) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tretman Temperatura (°C) Replika Dan 0 Faza 1 Faza 2 Faza 3 Faza 4
T1 18 a 8,47 17,66 98,16 156,20 145,75
T1 18 b 8,44 19,43 100,64 171,84 157,25
T1 18 c 8,58 22,25 104,46 181,39 191,57
T2 18 a 7,41 11,62 85,56 139,60 102,40
T2 18 b 6,84 11,85 84,30 129,57 89,46
T2 18 c 7,93 9,98 84,65 132,37 114,00
T3 18 a 6,53 8,06 113,10 162,00 156,86
T3 18 b 6,38 9,65 107,79 151,33 139,19
T3 18 c 6,22 9,00 106,35 159,25 147,67
T4 18 a 7,35 3,40 101,92 146,00 132,20
T4 18 b 7,25 14,03 115,85 148,88 164,71
T4 18 c 7,30 13,69 115,49 129,88 120,72
T5 18 a 8,47 4,39 115,20 126,80 141,94
T5 18 b 8,08 4,28 120,74 121,75 161,62
T5 18 c 8,98 4,21 124,93 133,36 143,54
T6 18 a 7,73 5,31 105,44 133,20 135,00
T6 18 b 7,57 5,12 109,93 142,24 147,06
T6 18 c 6,79 5,41 106,68 154,85 127,99
T7 18 a 6,17 3,22 128,88 173,80 205,33
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T7

18

5,86

3,14

98,46

141,47

164,66

T7

18

5,64

2,67

91,39

153,51

150,49

Tablica 7.7 Brojnost stanica (x10? stanica mL™") vrste Pseudo-nitzschia multiseries u

tretmanima T1-T4 pri 18 °C. Replike (a, b) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
Nna potetnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tretman Temperatura (°C) Replika Dan 0 Faza 1 Faza 2 Faza3 Faza 4
T1 18 a 20,20 26,66 60,00 148,09 162,42
T1 18 b 21,18 27,07 61,36 158,14 159,17
T2 18 a 20,62 26,80 58,08 147,50 139,03
T2 18 b 20,13 23,56 58,13 127,22 126,07
T3 18 a 21,12 27,36 51,83 136,62 116,59
T3 18 b 18,46 25,95 52,91 150,71 138,66
T4 18 a 20,58 29,44 57,40 129,36 140,51
T4 18 b 20,04 29,62 55,98 110,55 114,22

Tablica 7.8 Brojnost stanica (x10* stanica mL™) vrste Pseudo-nitzschia multiseries u
tretmanima T1-T4 pri 14 °C. Replike (a, b) predstavljaju paralelne uzorke. Dan 0 odnosi se
na pocetnu tocku, odnosno inokulaciju.

Tretman Temperatura (°C) Replika Dan0 Fazal Faza 2 Faza 3 Faza 4
T1 14 a 17,60 25,10 54,38 125,97 115,39
T1 14 b 16,80 27,04 52,94 104,68 92,30
T2 14 a 18,18 25,38 51,00 115,86 103,25
T2 14 b 19,19 25,14 57,32 108,23 102,66
T3 14 a 21,58 27,50 52,63 152,42 117,28
T3 14 b 23,96 28,09 52,51 166,66 117,89
T4 14 a 20,54 25,80 52,63 145,07 102,57
T4 14 b 21,22 28,42 54,61 153,90 119,63
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8 Sazetak na hrvatskom jeziku

U ovom je istrazivanju predstavlja prvo sveobuhvatno istrazivanje toksi¢nosti roda Pseudo-
nitzschia s uzgojnih podrucja za skoljkase srednjeg Jadrana s naglaskom na dinamiku rasta
istrazivanih kultura te potencijalnu prijetnju za morski ekosustav. Vrste istrazivanog roda
Cesti su predstavnici fitoplanktonske zajednice Jadrana, a zanimljive su zbog moguénosti
sinteze neurotoksina domoicne kiseline (DK), koja uzrokuje amnezijsko trovanje skoljkaSima
(ASP). Uspostavljene stani¢ne kulture analizirane su pri standardnim laboratorijskim
uvjetima te u izmijenjenim uvjetima temperature i dostupnosti hranjivih tvari. Rast stani¢nih
kultura pracen je odredivanjem brojnosti stanica, stope rasta i mjerenjem fluorescencijskog
signala, dok je proizvodnja DK odredena LC—MS/MS metodom. Pri standardnim uvjetima
analizirano je osam vrsta te 54 izolata roda Pseudo-nitzschia, pri ¢emu je mjerljiva
proizvodnja DK potvrdena kod P. pseudodelicatissima. Toksin je zabiljezen u 11 od 12
izolata ove vrste, s vrijednostima od 0,0007 do 0,0250 pg stanica™'. U izmijenjenim uvjetima
uzgoja analizirane su Cetiri vrste: P. pseudodelicatissima, P. delicatissima, P. multistriata i P.
multiseries. Temperatura i dostupnost hranjivih tvari znacajno su utjecale na rast pojedinih
vrsta, ali se odgovor nije jednako odrazio na sve pokazatelje rasta. Proizvodnja DK u
izmijenjenim uvjetima potvrdena je kod P. pseudodelicatissima i P. multiseries. Kod P.
pseudodelicatissima vrijednosti DK bile su nize, od 0,001071 do 0,005823 pg stanica™!, dok
je P. multiseries pokazala znatno veéi toksi¢ni potencijal, s vrijednostima od 0,420 do 10,146
pg stanica!. Najvisa vrijednost DK kod P. multiseries zabiljezena je pri 18 °C u tretmanu
kombiniranog smanjenja hranjivih tvari u kasnoj fazi rasta. Rezultati potvrduju da se vrste
roda Pseudo-nitzschia razlikuju u dinamici rasta i toksi¢nom potencijalu te da proizvodnja
DK ovisi o vrsti, izolatu, fazi rasta, temperaturi i dostupnosti hranjivih tvari. Ovo istrazivanje
doprinosi boljem razumijevanju rasta i toksi¢nosti potencijalno toksi¢nih vrsta roda Pseudo-
nitzschia u srednjem Jadranu te pruZza temelj za pouzdaniju procjenu rizika pojave DK u
uzgojnim podrucjima skoljkasa.
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9 Sazetak na engleskom jeziku

This study represents the first comprehensive analysis of the toxicity of Pseudo-nitzschia
species from shellfish farming areas of the central Adriatic Sea, with an emphasis on the
growth dynamics of the analysed cultures and their potential threat to the marine ecosystem.
Species of this genus are common members of the Adriatic phytoplankton community and
are of particular interest due to their ability to synthesise the neurotoxin domoic acid (DA),
which causes amnesic shellfish poisoning (ASP). Established cell cultures were analysed
under standard laboratory conditions and under modified conditions of temperature and
nutrient availability. Growth was monitored by determining cell abundance, growth rate and
fluorescence signal, while DA production was determined using LC—MS/MS. Under standard
conditions, eight species and 54 isolates of the genus Pseudo-nitzschia were analysed, with
measurable DA production confirmed in P. pseudodelicatissima. The toxin was detected in
11 of the 12 isolates of this species, with values ranging from 0.0007 to 0.0250 pg cell™.
Under modified growth conditions, four species were analysed: P. pseudodelicatissima, P.
delicatissima, P. multistriata and P. multiseries. Temperature and nutrient availability
significantly affected the growth of individual species, but the response was not equally
reflected in all growth indicators. Under modified conditions, DA production was confirmed
in P. pseudodelicatissima and P. multiseries. In P. pseudodelicatissima, DA values were
lower, ranging from 0.001071 to 0.005823 pg cell!, whereas P. multiseries showed a
substantially higher toxic potential, with values ranging from 0.420 to 10.146 pg cell™'. The
highest DA value in P. multiseries was recorded at 18 °C in the combined nutrient-reduction
treatment during the late growth phase. The results confirm that species of the genus Pseudo-
nitzschia differ in growth dynamics and toxic potential, and that DA production depends on
the species, isolate, growth phase, temperature and nutrient availability. This study
contributes to a better understanding of the growth and toxicity of potentially toxic Pseudo-
nitzschia species in the central Adriatic Sea and provides a basis for a more reliable
assessment of the risk of DA occurrence in shellfish farming areas.
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10 Znanstveni radovi i sudjelovanja na znanstvenim skupovima
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