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[zvleCek

Alge rodu Dunaliella so enoceli¢ne zelene alge, med katerimi najdemo Stevilne slanoljubne
predstavnike, ki naseljujejo bazene v solinah in jim poleti dajejo rde€e-oranzno barvo. Njihovo
raziskovanje je pomembno, ker se nekatere vrste Dunalielle uporabljajo v kozmeticni in
prehrambeni industriji zaradi velike koli€ine beta-karotenoidov in drugih bioaktivnih snovi, ki
jih proizvajajo. Alge iz rodu Dunaliella so prisotne tudi v SeCoveljskih solinah, vendar trenutno
0 njih vemo malo.

V raziskovalnem delu smo se osredotodili na dve kulturi rodu Dunaliella. Prva je D. salina, ki
je najbolj raziskana predstavnica svojega rodu, druga pa je neznana vrsta tega rodu, izolirana
iz Se€oveljskih solin. Raziskovali smo njuno rast v razliénih razmerah: pri standardnih solinskih
pogoijih (kontrole), pri visoki in nizki koncentraciji NaCl, ter pri visoki in nizki svetlosti. Rast alg
smo spremljali spektrofotometricno z merjenjem absorbance pri 600 nm (sorazmerna gostoti
celic) in absorbance pri 740 nm (sorazmerna koncentraciji klorofila). Pri kontrolnih poskusih
smo rast dodatno spremljali s tedenskim Stetjem celic pod svetlobnim mikroskopom.

Cilj naloge je bil poiskati najboljSe pogoje za rast obeh kultur (Se posebej alg iz Se€oveljskih
solin), kar bo pripomoglo k hitremu razmnozZevanju teh alg v laboratorijskih pogojih. Z
opazovanjem morfoloSkih znacilnosti pod mikroskopom smo Zzeleli ugotoviti, ali sta obe
preucevani algi iste vrste. Na$i rezultati so pokazali, da Dunaliella salina najbolje uspeva v
kontrolnih razmerah (srednja slanost goji¢a) in pri visoki svetlosti. Dunaliella iz Secoveljskih
solin pa je najbolje uspevala v zelo slanem gojis¢u. Ugotovili smo, da se testirani kulturi alg
razlikujeta glede na rastni optimum, poleg tega pa imata tudi razlicne morfoloske znacilnosti.
Sklepamo, da Dunalielle iz Secoveljskih solin najverjetneje niso vrste D. salina, kar pa bi
morali v nadaljevanju raziskave preveriti z analizo genomske DNA, ki omogoc€a zanesljivo
razlikovanje vrst alg.

Kljuc€ne besede

Dunaliella, zelene mikroalge, Secoveljske soline, spektrofotometrija, svetlobni mikroskop
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Uvod

Alge rodu Dunaliella so halofilne ali halotolerantne enoceli¢ne zelene alge, za katere je
znacilna sposobnost prezivetja v zelo slanem okolju. Najpogosteje jih najdemo v morskih in
obmorskih habitatih v Evropi in Sredozemlju, predvsem v slanih mogvirjih in v solinah. Za
nekatere vrste je znacilno, da se ob ekstremnih pogojih obarvajo v rde¢kaste odtenke [1].

Posamezne celice so velike od 5 ym do 15 ym, nimajo celicne stene in imajo dva bicka.
Obicajno so zelene barve, a lahko se obarvajo tudi rumeno-zeleno, rdece in oranzno. Lahko
so okrogle, ovoidne/jaj¢aste ali elipsoidne oblike (slika 1). RazmnoZujejo se spolno ali
nespolno, odvisno od okoljskih razmer. Pripadnike rodu Dunaliella stezka lo¢ujemo glede na
morfoloSke in fizioloSke znacilnosti, saj se lahko razlike pojavijo ze znotraj vrste. Vrste zato
obicajno lo¢ujemo z molekularno filogenijo, vedo, ki se ukvarja z razlikovanjem in odkrivanjem
sorodnosti med organizmi z odkrivanjem razlik v dednem zapisu in beljakovinah [1][2].

42\

PPN

Dunalislia Dunalialia D:._rrra.l'r'airﬂ
maritima tertiolecta primalecta

)

Agteromonas
gracilis

Dunaliella Chlamydomonas reginas
salina

Slika 1: Prikaz nekaj vrst alg iz rodu Dunaliella in sorodnikov [3].

Najbolje raziskana predstavnica rodu Dunaliella je vrsta D. salina. Je ekstremni halofil, saj se
najpogosteje nahaja v slanih jezerih, slanih mogvirjih, slanih ravnicah ali evaporacijskih
bazenih v solinah. Te alge lahko Zivijo pri koncentracijah NaCl od 0,2 % do 35 %. Najbolje
uspevajo pri koncentracijah od 3 % do 7 % NaCl [4]. So okrogle ali podolgovate jaj¢aste oblike
in v dolzino obi¢ajno merijo 8-24 um. Obi¢ajno so zelene barve. Pod mikroskopom se vidi
zelene kloroplaste, a tudi veliko rdecih zrn, ki so sestavljena iz karotenoidov in glicerola [5].

Za to vrsto in mnoge druge pripadnike tega rodu je znacilno obarvanje v rdeco ali oranzno v
ekstremnih pogoijih, kot so visoka temperatura, visoka koncentracija soli, visoka intenziteta
svetlobe in pomanjkanje kisika ter dusika. V tem primeru za¢nejo omenjene alge proizvajati
veliko B-karotenoidov, ki delujejo kot antioksidanti in celico S¢itijo pred UV-sevanjem, ter
glicerol, ki uravnava osmotski tlak v celici, tako da omogoc¢i normalno delovanje celi¢nih
mehanizmov tudi v zelo slanem okolju [5][6].
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1. Namen in hipoteze

V tej nalogi smo Zeleli raziskati rast alg iz rodu Dunaliella v razli€nih razmerah:

e normalni pogoji - kontrolni poskus (gojis¢e MJM z 1,5 M NaCl, sobna
temperatura, standardna intenziteta svetlobe),

e visoka slanost, 3 M NaCl (nadzorovane spremenljivke: slanost gojis¢a MJM,
sobna temperatura, standardna intenziteta svetlobe),

e nizka slanost, 0,5 M NaCl (n.s.: slanost gojis¢a MJM, sobna temperatura,
standardna intenziteta svetlobe),

e visoka svetlost (n.s.: gojis¢e MUM z 1,5 M NaCl, sobna temperatura, intenziteta
osvetlitve),

e nizka svetlost (n.s.: gojis¢ée MJM z 1,5 M NaCl, sobna temperatura, intenziteta
osvetlitve).

Odvisna spremenljivka je gostota celic, ki smo jih spremljali v odvisnosti od ¢asa na vec¢
nacinov: z merjenjem absorbance svetlobe pri valovni dolzini 600 nm, zmerjenjem absorbance
pri valovni dolZini 740 nm (ustreza koli€ini klorofila), in s Stetjem celic z uporabo svetlobnega
mikroskopa. Slednje smo naredili zgolj pri kontrolnih kulturah.

Na podlagi meritev smo dolodili rastni krivulji alg Dunaliella (absorbanca pri izbrani valovni
dolzZini v odvisnosti od ¢asa). S primerjavo spektrofotometriCnih meritev in dejanskega Stevila
celic, ki smo ga dolocili z mikroskopom, smo nato ovrednotili ustreznost spektrofotometriénih
meritev za oceno Stevila alg v tekoCi kulturi.

Pri vseh pogojih smo raziskovali dve kulturi alg. Prva kultura so bile alge vrste Dunaliella salina
in druga kultura so bile alge rodu Dunaliella neznane vrste. Slednje so bile izolirane iz
Secoveljskih solin. S primerjavo rastnih krivulj in morfoloskih znacilnosti smo poskusali
ugotoviti, ali so alge v drugi kulturi vrste Dunaliella salina ali druga vrsta rodu Dunaliella.
Poznavanje vrste alg, izoliranih iz Secoveljskih solin, bi olajSalo nadaljnje raziskave za
biotehnoloske in ekoloSke namene. Alge Dunaliella med drugim proizvajajo veliko
karotenoidov, ki se v CloveSkem telesu pretvorijo v vitamin A. Ker so te alge proizvajalci
biotehnoloSko zanimivih snovi v obmorskih slaniséih in solinskih ekosistemih, ki so zelo redki
in obcutljivi, jih je pomembno raziskovati in ohraniti [4]. Najvecje slanis¢e v Sloveniji je ravno
v Secoveljskih solinah, od koder izvira druga kultura testiranih alg.

Hipoteze

1. Alge rodu Dunaliella se najhitreje razmnoZzujejo pri visoki svetlosti.

2. Spremembe slanosti gojis€a vplivajo na razmnozevanje alg rodu Dunaliella.

3. Spektrofotometricne meritve za dolo€anje gostote celic so primerne za oceno Stevila
alg rodu Dunaliella v teko¢i kulturi.

4. Neznana vrsta alg iz Secoveljskih solin ni vrste Dunaliella salina.
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2. Materiali in metode

Priprava gojisca za alge

Celice rodu Dunaliella so prilagojene rasti v slanem okolju, zato je bilo najprej potrebno
pripraviti gojis¢e MJM (angl. Modified Johnson's Medium) (tabela 1, tabela 2, tabela 3), ki
simulira zelo slano okolje (standardni MJM se pripravi z 1,5 M NaCl, kar je priblizno trikrat ve¢
kot povpre€na slanost morja) ter zagotavlja preskrbo alg s hranili in mikroelementi.

Tabela 1: Sestavine prilagojenega* gojis¢éa MJM *(standard: 1 g/l KNO3, mi smo uporabili
0,84 g/l NaNO3).

Gojisce MUM Koli¢ina za 1 | raztopine | Koli¢ina za 2 | raztopine

H,O destilirana

NacCl

MgCl,x6H,0

MgS0,x7H,0

KCl

CaCl,x2H,0

NaNO;

NaHCO;

KH,PO,

Fe-razt.

razt. mikroel.

Tabela 2: Sestavine zelezove raztopine (Fe-razt.).

Na,EDTA 189,0 mg 37,8 mg

FeClzx6H,0 244,0 mg 48,8 mg
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Tabela 3: Sestavine prilagojene* raztopine mikroelementov (razt. mikroel.) *(standard:
38,0 mg/l (NH,)sM0,0;4x4H,0, mi smo uporabili 52,1 mg/l NazM0O4x2H,0).

Raztopina mikroelementov | Koli¢ina za 1 | raztopine | Koli¢ina za 200 ml raztopine
HsBO3 61,0 mg 12,2 mg
Na:MoO4x2H,0 52,1 mg 10,4 mg
CuSO,x5H,0 6,0 mg 1,2 mg
CoCl;x6H,0 5,1 mg 1,0 mg
ZnCl, 4,1 mg 0,8 mg
MnCl;x4H,0 4,1 mg 0,8 mg

Ker nas je zanimala rast alg pri razli¢nih slanostih oz. koncentracijah NaCl 0,5 M, 1,5 M in
3 M, smo najprej naredili gojis¢e MJM brez NaCl in nato dodali ustrezno koli¢ino NaCl v
400 mL taksnega gojisca.

Tabela 4: Masa NaCl za zeljeno molarno koncentracijo. Standardni MJM smo pripravili z
1,5 M NaCl, kar je priblizno trikrat ve¢ kot povpreéna slanost morja.

c [M] Koli¢ina za 11 Koli¢ina za 400 ml
0,5 29,29 11,79
15 87,79 3519
3 1753 ¢ 70,19

Algne kulture in eksperimentalne razmere

S kulturami alg smo ravnali previdno in jih obravnavali pod sterilnimi pogoji v bioloSki varovalni
komori (laminariju). V sterilne erlenmajerice smo nalili 50 ml gojis¢a MJM z ustrezno
koncentracijo NaCl in v prvih pet dodali alge, za katere smo vedeli, da so vrste Dunaliella
salina, in v drugih pet pa smo dodali alge neznane vrste rodu Dunaliella iz Se€oveljskih solin.
Alge smo odvzeli iz Ze obstojecih tekocih algnih kultur, in sicer smo dodali po 1 ml goste algne
kulture v vsako erlenmajerico s 50 ml gojiS¢a MJM. Celoten poskus je potekal v desetih
erlenmajericah.

Kontrolni poskus ter poskusa z nizko in visoko koncentracijo NaCl so potekali na osvetljeni
polici v laboratoriju, pri konstantni osvetlitvi intenzitete 800 — 1000 lumnov (T =22 °C £ 2 °C),
poskus pri nizji svetlosti je potekal za omaro v laboratoriju pri intenziteti svetlobe 50 lumnov (T
=22°C £ 2°C), poskus pri vi§ji svetlosti pa v rastni komori z intenziteto svetlobe 1300 lumnov
in temperaturo 22 °C. Spremembe v svetlosti ez dan so zanemarljivo majhne, saj so bili
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poskusi, razen tisti pri nizki svetlosti, izvedeni pod lucjo, ki zagotavlja konstantno osvetlitev.
Zaradi polozaja svetil pri kontrolnem poskusu in prenatrpanosti police, je mozno da so bile
nekatere kulture izpostavljene visji svetlosti kot druge, a poskusali smo jih postaviti tako da so
bile enako osvetljene.

Algne kulture, ki smo jih gojili v razlicnih razmerah, smo spremiljali 43 dni in redno izvajali
meritve, kot je opisano v nadaljevanju. V tem obdobju algam nismo dovajali sveZega gojis¢a,
saj nas je zanimala njihova rast v omenjenem ¢asovnem obdobju.

UV/Vis spektrofotometrija

Absorbanco svetlobe pri valovnih dolZzinah 600 nm in 740 nm smo merili z bralcem
mikrotiterskih ploS¢ proizvajalca Agilent. To je naprava, ki meri pronicanje svetlobe skozi
raztopino vzorca, tako da vanjo vliozimo plos¢o s 96 vdolbinami, v katere smo predhodno dali
po 200 ul vzorca, ki je bil v nasem primeru kultura alg. Absorbanca je definirana kot desetiski
logaritem razmerja med intenziteto svetlobe, ki potuje v vzorec, in intenziteto prepuscene
svetlobe. Absorbanca pri valovni dolzini 600 nm je merilo za gostoto celic, absorbanca pri
valovni dolzini 740 nm pa je merilo za koli¢ino klorofila v vzorcu. Gostejsi kot je material, ki
absorbira svetlobo, vedja je vrednost absorbance. Poleg kontrolne meritve, kjer smo merili
absorbanco gojis¢a (brez dodanih alg), smo za vsako meritev testirano algno kulturo
odpipetirali v dve vdolbini na mikrotiterski plos€i, kar je izboljSalo natancnost in zanesljivost
meritev. Ker se lahko alge v vdolbinicah posedejo na dno, smo v program bralca plo$¢ dodali
korak stresanja, ki se je izvedlo tik pred meritvijo.

Stetje celic pod mikroskopom

Celice smo $Steli z uporabo opti€nega mikroskopa v Petroff-Hausserjevi Stevni komori. Vzorec
alg smo po potrebi redcCili z dodatkom gojis¢a. Nato smo dolodili Stevilo celic v Stirih kvadratih
za meritev in izraunali povpreéno vrednost. Stevilo celic na militer (kar ustreza gostoti celic)
smo izra€unali tako:

Stevilo celic/ml = povpreéno $t. prestetih celic * faktor redsitve * 50.000

Podatkovna obravnava

Podatke smo uredili in analizirali v Alphabetovem programu Google Sheets. Od izmerjenih
absorbanc v spektrofotometru smo odsteli absorbanco gojis€a, ki meri 0,04 in izraCunali
aritmeti€no sredino vredosti obeh vzorcev kulture. Ta je zaookroZena na tri decimalna mesta.
Razmerje med gostoto alg in absorbanco pri 600 nm ali 740 nm smo izraCunali pri vsaki meritvi
in zaokroZili na 10°. Aritmeti¢no sredino teh vrednosti smo zopet zaokroZili na 10°, za boljSo
preglednost in s tem dobili uporaben koli¢nik za pretvorbe iz absorbance v gostoto celic.
Relativnho napako smo definirali kot koli¢nik najvecjega odstopanja od izratunanega povprecja
in izracunanega povpredja.
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3. Rezultati

Rastne krivulje

® Kontrola @ 0,5MNacCl 3MNaCl @ Swtloba @ Tema
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Slika 2: Casovna odvisnost absorbance pri valovni dolzini 600 nm (A600) za kulturo alg
Dunaliella salina. Meritve smo izvedli pribliZzno na 7 dni. Vsi poskusi so potekali v gojis¢u
MJIM (z ustrezno prilagojeno slanostjo) pri sobni temperaturi. Kontrolni poskus (modro,
Kontrola) je potekal pri 1,5 M NaCl in 800 — 1000 lumnih. Poskus 2 (rde¢e, 0,5 M NaCl) je
potekal pri niZji slanosti in kontrolni intenziteti osvetlitve (800 — 1000 lumnov). Poskus 3
(rumeno, 3 M NaCl) je potekal pri vi§ji slanosti in kontrolni intenziteti osvetlitve (800 — 1000
lumnov). Poskus 4 (zeleno, Svetloba) je potekal pri kontrolni slanosti (1,5 M NaCl) in povisani
intenziteti osvetlitve (1300 lumnov). Poskus 5 (oranzno, Tema) je potekal pri kontrolni slanosti
(1,5 M NaCl) in zmanjSani intenziteti osvetlitve (50 lumnov).
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Slika 3: Casovna odvisnost absorbance pri valovni dolzini 740nm (A740) za kulturo alg
Dunaliella salina. Meritve smo izvedli priblizno na 7 dni. Vsi poskusi so potekali v gojiS¢u
MJIM (z ustrezno prilagojeno slanostjo) pri sobni temperaturi. Kontrolni poskus (modro,
Kontrola) je potekal pri 1,5 M NaCl in 800 — 1000 lumnih. Poskus 2 (rdece, 0,5 M NaCl) je
potekal pri nizji slanosti in kontrolni intenziteti osvetlitve (800 — 1000 lumnov). Poskus 3
(rumeno, 3 M NaCl) je potekal pri vi§ji slanosti in kontrolni intenziteti osvetlitve
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(800 — 1000 lumnov). Poskus 4 (zeleno, Svetloba) je potekal pri kontrolni slanosti (1,5 M NaCl)
in poviSani intenziteti osvetlitve (1300 lumnov). Poskus 5 (oranzno, Tema) je potekal pri
kontrolni slanosti (1,5 M NaCl) in zmanjSani intenziteti osvetlitve (50 lumnov).

Vrednosti absorbanc so se pri Stirih od petih poskusov za kulturo D. salina rasle premo
enakomerno (slika 2, slika 3). Vrednosti se pri poskusu v temi (oranzna) niso spreminjale.
Najvidjo vrednost je dosegla kultura v poskusu pri vi§ji svetlosti (zelena). Pri ostalih meritvah
je imel kontrolni poskus najvisje vrednosti. V povproc¢ju so namerjene vrednosti absorbance
le na koncu je imela slednja enkrat vecjo vrednost. Absorbanca kulture pri vi§ji slanosti
(rumena) je imela v povprecju priblizno poloviéno tolikSnjo vrednost kot tista pri nizji slanosti
(rdeca).
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Slika 4: Casovna odvisnost absorbance pri valovni dolzini 600 nm (A600) za kulturo alg
Dunaliella iz Se€oveljskih solin. Meritve smo izvedli priblizno na 7 dni. Vsi poskusi so
potekali v gojis¢u MJM (z ustrezno prilagojeno slanostjo) pri sobni temperaturi. Kontrolni
poskus (modro, Kontrola) je potekal pri 1,5 M NaCl in 800 — 1000 lumnih. Poskus 2 (rdece,
0,5 M NaCl) je potekal pri nizji slanosti in kontrolni intenziteti osvetlitve (800 — 1000 lumnov).
Poskus 3 (rumeno, 3 M NaCl) je potekal pri vi§ji slanosti in kontrolni intenziteti osvetlitve (800
— 1000 lumnov). Poskus 4 (zeleno, Svetloba) je potekal pri kontrolni slanosti (1,5 M NacCl) in
povisani intenziteti osvetlitve (1300 lumnov). Poskus 5 (oranzno, tema) je potekal pri kontrolni
slanosti (1,5 M NaCl) in zmanj$ani intenziteti osvetlitve (50 lumnov).
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Slika 5: Casovna odvisnost absorbance pri valovni dolzini 740nm (A740) za kulturo alg
Dunaliella iz Se€oveljskih solin. Meritve smo izvedli priblizno na 7 dni. Vsi poskusi so
potekali v gojis¢u MJM (z ustrezno prilagojeno slanostjo) pri sobni temperaturi. Kontrolni
poskus (modro, Kontrola) je potekal pri 1,5 M NaCl in 800 — 1000 lumnih. Poskus 2 (rdece,
0,5 M NaCl) je potekal pri nizji slanosti in kontrolni intenziteti osvetlitve (800 — 1000 lumnov).
Poskus 3 (rumeno, 3 M NaCl) je potekal pri vi$ji slanosti in kontrolni intenziteti osvetlitve
(800 — 1000 lumnov). Poskus 4 (zeleno, Svetloba) je potekal pri kontrolni slanosti (1,5 M NacCl)
in poviSani intenziteti osvetlitve (1300 lumnov). Poskus 5 (oranzno, Tema) je potekal pri
kontrolni slanosti (1,5 M NaCl) in zmanjSani intenziteti osvetlitve (50 lumnov).

Najvisjo absorbanco je pri vseh meritvah kulture alg iz Se€oveljskih solin (slika 5, slika 6) imel
poskus pri vi§ji slanosti (rumena). Njegova absorbanca je bila pri predzadnji meritvi trikrat
tolikSna, kot pri kontrolnem poskusu (modra), pri zadnji meritvi je pa bila dosti nizja. Krivulje
napram tistim pri kulturi D. salina niso premo enakomerne, temve€ imajo S obliko: na zacetku
eksponentno narasc¢ajo, nato pa okoli 29. dne zacnejo stagnirati. Vrednosti se pri poskusu v
temi (oranzna) niso spreminjale. Krivulji spremembe absorbance pri kontrolnem poskusu
(modra) in poskusu pri niZji slanosti (rde¢a) skoraj sovpadata.

@ Dunaliella salina @ Dunaliella iz Secoveljskih solin
12500000

10000000
7500000

5000000

&t. celicnaml

2500000

0

1. 7. 135. 22. 29. 36. 43.
Cas [dan]
Slika 6: Spremljanje rasti obeh kultur alg (Dunaliella salina in Dunaliella iz Se€¢oveljskih
solin) z doloéanjem stevila celic. Stevilo celic smo dologali le pri algnih kulturah, ki so rastle

v kontrolnih pogojih (gojis¢e MJM s koncentracijo NaCl 1,5 M, osvetlitev 800-1000 lumnov).
Celice smo presteli s pomocgjo svetlobnega mikroskopa.
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Na grafikonu je vidna razlika med rastno krivuljo kulture D. salina in neznano algo iz
Secoveljskih solin. Krivulji eksponentno naras¢ata do okoli 29. dne, ko dosezeta plato, nato
pa zaCnejo vrednosti malo padati. Gostota celic Dunalielle iz se€oveljskih solin dosezZe
vrednost ve€ kot 107 celic na mililiter, D. salina pa ¢ez 8,5x10¢.
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Razmerja med celi€no gostoto in absobanco

Tabela 5: Razmerje med Stevilom celic na ml in absorbanco pri valovni dolzini 600 hm
0z. 740 nm, zaokrozeno na 100 000, pri kulturi Dunaliella salina. Prvega dne je bilo Stevilo
pod mikroskopom prestetih celic (rdee) zelo majhno, kar povzroCa velika statistiCna

odstopanja;

7. dne je bila izmerjena absorbanca (rdeCe) nepriCakovano nizka, zaradi
postopkovnih napak. Zato smo toCki odstranili iz nabora podatkov za raCunanje povprecja.

Cas [dan] | $t. celic/ml | ABOO | A740 | &t. celic/ABOO [x106] |&t. celic/A740 [x10¢]
1. 62500| 0,023 0,02 2,7 3,1
7. | 712500 0022| 002 32,3| 35,6
15. | 1700000 0274 0,241 62| 7,0

22. | 3800000| 0.444| 039 8.5| 9,7
29. | 8625000| 087| 0,705] 99| 12,2
36. | 6750000| 1,026 0832 6.5| 8,1
43. | 6562500| 1,066 0853 6.1 7.6
B st ocelicAG00 M St celic/AT40

4x107

3x107

2x107

1%107

Stevilo celic/absoranca

22,

Cas [dan]

36, 43

Slika 7: Grafiéni prikaz razmerij med Stevilom celic in absorbanco pri valovni dolzini
600 nm (modra) oz. 740 nm (rdec¢a) za kulturo Dunaliella salina. Prikazani so podatki iz

tabele 5.
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Tabela 6: Razmerja med stevilom celic na ml in absorbanco svetlobe pri valovni dolzini
600 nm in 740 nm, zaokrozeno na 100 000, pri kulturi Dunaliella iz Se€oveljskih solin.
Prvega dne je bilo Stevilo pod mikroskopom prestetih celic (rde€e) zelo majhno, kar povzro¢a
velika statistiCnha odstopanija; 36. dne je bilo izmerjeno Stevilo celic na ml nepri¢akovano visoko
zaradi postopkovnih napak. Zato smo tocki odstranili iz zbora podatkov za racunanje
povpredja.

Cas[Dan] | St. celic/ml | A600 | A740 | &t. celic/AB00 [x107] | &t. celic/A740 [x107]
1. 50000 0,017| 0,018 0,29 0,27
7. | 1200000| 0,069| 0,061 1,73| 1,96
15. | 3225000\ 0,187| 0,164 1,72| 1,96
22. |  8400000| 0379| 0338 221 2,48
20. | 10625000| 0,747| 0614| 142| 1,73
36. | 25000000 0562| 0,465] 4,44] 5,37
43. | 9062500 0566 0463 1,60| 1,95

B st celic/A600 [ St celicl/A740
b6=107

4x107

2=107

Stevilo celic/absorbanca

Cas [dan]

Slika 8: Grafi¢ni prikaz razmerij med Stevilom celic in absorbanco pri valovni dolzini
600 nm in 740 nm pri kulturi Dunaliella iz Se€oveljskih solin. Prikazani so podatki iz tabele
6.

Za alge D. salina (tabela 5, slika 7) smo dolodili:
- Razmerje $tevila alg/ml in A600: 7,4x10°6 + 34%
- Razmerje Stevila alg/ml in A740: 8,9x108 + 37%
Pri neznanih algah rodu Dunaliella iz Se€oveljskih solin (tabela 6, slika 8) pa smo namerili:
- Razmerje $tevila alg/ml in A600: 1,73%107 £ 28%
- Razmerje $tevila alg/ml in A740: 2,01x107 + 23%
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Napake

NajpogostejSa napaka pri delu, do katere je pridlo je premajhno meSanje vzorca pred
pipetiranjem. Sklepamo, da se je to zgodilo 7. dan pri kulturi D. salina ker je meritev absorbanc
nizja kot pri¢akovano (slika 3, slika 4, tabela 4), kar je vodilo v trikrat ve¢je izraCunano razmerje
med Stevilom celic in absorbanco kot pri ostalih meritvah (tabela 4). Pri meritvi 36. dne pri
kulturi z SeCoveljskih solin (slika 4, slika 5) tudi sumimo na enako napako, saj vrednost
absorbance pri kulturi z viSjo koncentracijo soli poskoci na trikrat viSjo vrednost v primerjavi z
vsemi ostalimi meritvami. Na 36. dan smo pri kulturi z Se€oveljskih solin (slika 6, tabela 6)
namerili abnormalno veliko Stevilo celic in zopet sumimo nepravilno premesan vzorec. Vse te
vzorce smo odstranili iz izraCuna povpreénih vrednosti.

Stetje je bilo najbolj problematiéno prvi¢, ko je bila koncentracija celic tako nizka da smo
presteli ni¢ ali eno celico na kvadrant (tabela 5, 6), kar lahko vodi v veliko napako pri dolo¢anju

koncentracije celic. Tu izraCunano razmerje je bilo tudi nesorazmerno z ostalimi, tako da smo
ga odstranili iz nabora podatkov za raCunanje povprecja.

Fotografije

e o

' r—
’ ~ ’) ’ ; Y
\i txl Yy
10 um

Slika 9: Mikroskopska slika Stirih alg vrste Dunaliella salina in poveéana mikroskopska
slika alge vrste Dunaliella salina. Vidi se znacilno pomanjkanje celi¢ne stene, dva bicka in
plastidi v celici.

S~

@ 10 um @

Slika 10: Dva ziva in en mrtev predstavnika neznane vrste rodu Dunaliella iz
Secoveljskih solin. V primerjavi z D. salina so manjsi in imajo nepravilne oblike.
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Slika 11: Erlenmajerice s kulturami alg. V prednji vrsti so alge Dunaliella salina, v zadnji pa
neznane alge iz SeCoveljskih solin. Od leve proti desni so: poskusa z manjSo intenziteto
svetlobe, poskusa z vi§jo intenziteto svetlobe, poskusa pri visji slanosti, poskusa pri nizji
slanosti in kontrolna poskusa. Barvni gradient se sklada z rezultati na sliki 2, sliki 3, sliki 4 in
sliki 5.
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4. Razprava

V prvem delu raziskovalne naloge smo Zeleli doloéiti rast alg in rodu Dunaliella (D. salina in
neznana vrsta iz Se€oveljskih solin) v razliénih laboratorijskih pogojih. To smo naredili na ve¢
nacinov, in sicer smo merili absorbanco pri 600 nm, ki podaja opti¢no gostoto kulture, ter
absorbanco pri 740 nm, ki je premo-sorazmerna koncentraciji klorofila [7], fotosintetskega
pigmenta, ki je znacilno prisoten v celicah rastlin in alg [8]. Z dolo¢anjem absorbance lahko
torej spremljamo rast alg v testiranih pogojih.

l. hipoteza

“Alge rodu Dunaliella se najhitreje razmnozujejo pri visoki svetlosti.”

Iz slike 2 in slike 3 je razvidno, da sta najbolje od kultur D. salina uspevali kulturi v kontrolnem
poskusu in pri visji svetlosti. Alge, ki so rasle pri visoki intenziteti svetlobe, so imele Sele pri
zadnji meritvi vec¢jo izmerjeno absorbanco (A600 in A740) kot alge iz kontrolnega poskusa.
Domnevamo, da so bile alge pri kontrolnem poskusu izpostavljene visji svetlosti kot smo
namerili, saj smo v literaturi naleteli na bistveno visje optimume za rast D. salina [9]. 1z rastnih
krivulj je pa tudi jasno razvidno, da je kultura pri kontrolnem poskusu dosegla fazo stacionarne
rasti, med tem ko pa ta pri vigji svetlosti e ni. Ce bi nadaljevali poskus pri¢akujemo, da bi
slednja prvo prerasla, saj pri visji svetlosti bolj uCinkvito vrsi fotosintezo [8]. Kultura v temi je
rasla zanemarljivo malo, saj alge, in rastline na sploSno potrebujejo svetlobo, da poteka proces
fotosinteze. Ta je nujno potreben, saj tako pridobivajo glukozo, katero potrebujejo za
opravljanje celicnega dihanja ter pridobivanja energije, za metabolne procese in
razmnoZevanje. Alge v temi ne morajo opravljati fotosinteze, hitro porabijo zalogo glukoze in
odmrejo [8].

Vse algne kulture iz SeCoveljskih solin, razen tiste pri vi§ji intenziteti svetlobe, so do 36. dne
gojenja dosegle stacionarno fazo rasti (slika 4, slika 5). Slednje zaradi viSje intenzitete
proizvedejo vec sladkorja in posledi¢no energije za rast [9]. Podobno kot pri algah Dunaliella
salina, tudi te alge pri nizki intenziteti svetlobe niso rasle zaradi nezmoZzZnosti vrSenja
fotosinteze. Rast alg pri viSji svetlosti je bila priblizno enako uspesna kot rast pri kontrolnih
pogojih, le da je nekoliko kasneje dosegla stacionarno fazo rasti.

smo po mesecu in pol gojenja izmerili vi§ji absorbanci pri 600 nm in 740 nm kot pri algah,
gojenih v kontrolnih pogojih. Ceprav so se v zadetnih tednih kontrolne alge razmnozevale
hitreje kot tiste, gojene pri visoki slanosti, predvidevamo, €e bi nadaljevali poskus, bi pri teh
potekala fotosinteza bolj u€inkovito kar bi pomenilo ve& energije za rast kulture. Neznana vrsta
Dunaliella iz Secoveljskih solin je vedji del poskusa boljSe rastla pri visji svetlosti kot pri
kontroli, Ceprav razlika ni bila zelo izrazita. Pri obeh kulturah zgolj kultura pri visji intenziteti
svetlobe ni dosegla faze stacionarne rasti. Ce bi rast alg spremljali dlje ¢asa in jim dodajali
hranilno gojiSce, bi bila razlika v rasti pri omenjenih pogojih najverjetneje bolj opazna.

Il. hipoteza

“Spremembe slanosti gojiS¢a vplivajo na razmnozevanje alg rodu Dunaliella.”

Drugo hipotezo smo potrdili pri obeh testiranih kulturah. Izkazalo se je, da tako nizka slanost
(0,5 M NacCl) kot tudi visoka slanost (3 M NaCl) inhibira rast alg D. salina, ki so najboljSe rastle
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pri srednji slanosti gojis€a (1,5 M NaCl). Nekoliko hitreje je rasla kultura pri nizji slanosti.
Sklepamo, da se pri slanosti 0,5 M NaCl in 3 M NaCl alge mnozZijo poCasneje, ker so to pogoji,
ki so sicer mozni v naravi in se nanje alge lahko prilagodijo, a niso optimalni za njihovo rast.
To se ujema z modelom strpnostne krivulje, ki kaZe, da bolj kot se blizamo ekstremu prisotnosti
ali pomanjkanju ne€esa, poCasnejsa je rast organizma [10]. Ti pogoji se pojavijo, ko na primer
morje poplavi soline, v susnih obdobjih, ali ko se alge nahajajo v solinskih bazenckih, ki so tik
pred Zetjem kristalizirane soli. Glede na podatke iz literature so sicer alge Dunaliella salina
zelo halofilni organizmi [11] in bi tako pri€akovali, da bodo najboljSe rastle pri poviSani slanosti
gojis¢a. Znano pa je tudi, da pri izredno visokih slanostih alge pridejo v stanje aplanospor, ki
omogocajo prezivejte v neugodnih razmerah, vendar niso ve¢ metabolno aktivne in se ne
razmnozujejo [12][13].

Alge rodu Dunaliella, izolirane iz Se€oveljskih solinah, so po drugi strani odli€no uspevale v
zelo slanem gojis¢u s 3 M NaCl, kar je kar priblizno Sestkrat vecja slanost kot v morju, saj smo
v teh pogojih izmerili smo najviSje meritve absorbanc pri 600 nm in 740 nm. Glede na te
rezultate sklepamo, da je neznana vrsta Dunaliella zelo dobro prilagojena na ekstremne
razmere, ki so naravno prisotne v Secoveljskih solinah. Poleti, ko se zaradi pripekajo¢ega
sonca pospesi izhlapevanje in se gladina vode v kristalizacijskih bazenih zniza, se posledi¢no
mocno poveca slanost vode, v kateri zivijo. Slanoljubne alge morajo biti sposobne zaradi
naglih sprememb slanosti hitro uravnavati osmotski tlak, kar alge iz rodu Dunaliella naredijo s
kopi¢enje znotrajceliCnega glicerola, ki deluje kot osmoprotektant [14].

Alge iz Secoveljskih solinah so pri 1,5 M NaCl in pri 0,5 M NaCl vzpevale priblizno
ekvivalentno. Ker so prilagojene na rast pri visoki slanosti so te vrednosti izven njihovega
optimuma, zato se mnozijo po¢asneje [11], saj izvirajo iz okolja, kjer slanost okolja vedino ¢asa
dosega izredno visoke vrednosti.

I1l. hipoteza

“SpektrofotometriCne meritve za dolo€anje gostote celic so primerne za oceno Stevila
alg rodu Dunaliella v tekod¢i kulturi.”

V drugem delu naloge smo zeleli preveriti, ali lahko na podlagi spektrofotometri¢nih meritev
(A600 in A740) doloc¢imo dejansko Stevilo celic v tekodi kulturi alg iz rodu Dunaliella. Pri delu
z algami se namre¢ pogosto meri kar opti¢na gostota, bodisi pri A600 ali A740 (slika 2, slika
3, slika 4, slika 5), saj je to hitra in enostavna metoda za oceno celi¢ne gostote [7]. V kontrolnih
vzorcih obeh kultur alg smo z uporabo mikroskopa presteli celice in dologili celicno gostoto
(8t. celic na ml). Nato smo za algne kulture v razli¢nih ¢asovnih to¢kah, ¢ez celotno trajanje
poskusa, dolocili razmerje med §t. celic na ml in izmerjeno absorbanco.

Izkazalo se je, da je bilo razmerje med prestetimi celicami in izmerjeno absorbanco pri obeh
kulturah priblizno konstantno in se ni spreminjalo s €asom (tabela 5, tabela 6, slika 7, slika 8).
Vecja odstopanja, ki smo jih opazili v nekaterih ¢asovnih toCkah, so najverjetneje nastala
zaradi napak pri delu. Pred pipetiranjem vzorca alg iz erlenmajerice v plos€o za
spektrofotometri€ne meritve je bilo treba algno kulturo temeljito preme&ati in hitro odpipetirati,
ker se alge pri visjih celiCnih gostotah hitro posedajo na dno erlenmajerice (slika 11). To je
v€asih teZavno, saj moramo z vzorci hkrati ravnati previdno in asepti¢ho, da jih ne
kontaminiramo. Problemati¢ne meritve smo izlocili iz nabora podatkov za dolocitev povpredja,
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v nadaljevanju raziskave pa bi bilo smiselno ta poskus Se enkrat ponoviti, da bi povecali
zanesljivost meritev.

Za alge D. salina (tabela 5, slika 7) smo dolocili:
- Razmerje $tevila alg/ml in A600: 7,4x10° + 34%
- Razmerje Stevila alg/ml in A740: 8,9x106 + 37%

Pri neznanih algah rodu Dunaliella iz Se€oveljskih solin (tabela 6, slika 8) pa smo namerili:
- Razmerje stevila alg/ml in A600: 1,73x107 £ 28%
- Razmerje $tevila alg/ml in A740: 2,01x107 + 23%

Hipotezo smo potrdili. Kot lahko vidimo, so izraCunana razmerja na podlagi A600 in A740 za
posamezno algno kulturo v istem velikostnem razmerju, kar kaze, da lahko za oceno Stevila
celic merimo absorbanco pri kateri koli od teh valovnih dolzin. S temi ugotovitvami smo potrdili
tudi tretjo hipotezo. Zanimivo je opazanje, da so izraCunana razmerja alge D. salina in alge
neznane vrste rodu Dunaliella razlicna priblizno za faktor 10. Raziskovalci bodo lahko
izraCunana razmerja v prihodnje uporabili za oceno dejanskega S$tevila celic na podlagi
izmerjene absorbance pri valovni dolZini 600 nm oz. 740 nm.

Opozorili pa bi, da je ocena manj zanesljiva v primeru, da delamo z zelo redkimi kulturami ter
tudi, ko so algne kulture Ze zelo goste in se celice posedajo na dno gojitvenih posod. Ocena
Stevila pa bi morala biti ustrezna za vecino stacionarne faze rasti testiranih alg rodu Dunaliella.
Pomembno je tudi, da se razmerje, ki sluzi za pretvorbo absorbance v Stevilo celic doloCi za
vsako kulturo posebej, saj se izkaze, da ti faktorji pretvorbe niso nujno enaki za razlicne vrste
0z. seve alg Dunaliella.

IV. hipoteza

“‘Neznana vrsta alg iz Secoveljskih solin ni vrste Dunaliella salina.”

Cetrte hipoteze nismo niti potrdili niti ovrgli. Kulturi sta se drastiéno razlikovali po uspesnosti
razmnozevanja pod doloCenimi pogoji. Alge rodu Dunaliella iz SeCoveljskih solin so bile
najboljSe uspevale pri slanosti 3 M NaCl, za tem pa pri poskusu z vi§jo intenziteto svetlobe
(slika 4, slika 5). Razmnozevanje celic Dunaliella salina pa je bila najbolj uspe$no pri poskusu
z vecjo intenziteto svetlobe in pri kontrolnem poskusu (slika 2, slika 3), v obeh primerih pri
slanosti 1,5 M NaCl. Kulturi sta izkazovali podobno dinamiko rasti. Za€etni kratki prilagoditveni
fazi je sledila linearna rast, ki je proti koncu opazovanega ¢asovnega obdobja (priblizno 6
tednov) dosegla stacionarno fazo rasti. Izkazalo se je, da se alge iz Secoveljskih solin v danih
laboratorijskih pogojih hitreje razmnozujejo.

Kulturi se razlikujeta tudi po morfoloskih lastnostih: predstavniki vrste Dunaliella salina (slika
9) so pravilne kroglaste oblike in veliki okoli 10 ym, medtem ko so predstavniki neznane vrste
iz SeCoveljskih solin (slika 10) manjsi, veliki 6 - 8 ym, in so ve€inoma nepravilnih oblik. A
loCevanje vrst po morfoloskih znadilnostih je pri algah rodu Dunaliella zavajajoCe. Ker nimajo
celicne stene, se njihove oblike in velikosti spreminjajo skozi Zivljenjski cikel in glede na
razmere v okolju [2]. Dandanes je najpogostejSi in najbolj natan¢en nacin lo¢evanja vrst z
molekularno filogenijo [1], ki preucuje razlike v samem genetskem zapisu in na osnovi tega
razlikuje predstavnike razlicnih vrst. V nasem poskusu smo opazovali le osnovne znacilnosti
alg (morfologijo in dinamiko rast), kar pogosto zadostuje. Ker pa so si predstavniki znotraj rodu
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alg Dunaliella po osnovnih znacilnostih pogosto zelo podobni [1], menimo, da je potrebno
neznano vrsto iz Se€oveljskih solin raziskati z bolj natan&nimi molekularnobioloSkimi pristopi.

Izboljsave

Glede na to da je naloga sestavljena iz ve€ delov, bi se dalo vsakega nekaj dopolniti in
izpopolniti. Ze pri samem zadetku bi bilo bolje &e bi v vsako gojisée dali dvakrat ve¢ alg, da bi
imeli pri prvi spektrofotometri€ni meritvi bolj zanesljive vrednosti. V prihodnje bi meritve
opravljali pogosteje, da dobimo boljSi skupek podatkov in lazje oblikujemo rastne krivulje, in
se znebimo hujsih statistiCnih odklonov. Z enakim razlogom bi tudi veckrat presteli alge. Bolje
bi bilo tudi, &e bi posebej merili spremembe pri osvetljenosti in slanosti medija, saj bi bila v
tem primeru nasa pozornost namenjena eni od dveh spremenljivk. Tako bi lahko bolj podrobno
raziskovali razlike v rasti kultur pri razliénih svetlostih, pri osvetlitvah v blokih ali sinusoidnih
osvetlitvah. Glede na slanoljubnost neznane vrste iz SeCoveljskih solin predlagamo, da se jo
nadaljno raziskuje pri Se vedjih koncentracijah NaCl. Kljub temu, da smo odkrili morfoloske
razlike med kulturama algama, to ne zadostuje za doloditev vrste, zato prelagamo to nalogo
na bolj izkuSene kolege, ki bi podobnosti in razlike med kulturama ugotavljali z biokemijskimi
procesi.
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5. Zakljucek

V tej nalogi smo dokazali, da alge rodu Dunaliella najbolje uspevajo pri visji intenziteti svetlobe,
da slanost gojis¢a vpliva na rast alg rodu Dunaliella, in primernost spektrofotometrije kot orodja
za merjenje rasti teh alg, ter dolocili pretvorbene koeficiente med namerjenimi absorbancami
in Stevilom celic. Zeleli smo tudi ugotoviti, ali je alga iz Se&oveljskih solin vrste Dunaliella
salina, a zaradi zapletenosti in prepletenosti med sevi in vrstami v rodu Dunaliella, nasa
analiza rastnih krivulj in morfoloskih lastnosti ne zadosca.

Odkrivanje in analiziranje domadega, slovenskega, okolja je pomembno, saj ga tako lazje
obvarujemo, ali pa mogo¢e tudi izkoristimo v prid druzbe. Ze najmanj$a alga ima lahko velik
vpliv na okolje v katerem biva, sploh €e je primarni proizvajalec v ekstremnem okolju, kar nasa
alga iz Secoveljskih solin je. Z nadaljnimi raziskavami bi se dalo odkriti marsikaj zanimivega o
tej algi in njeni vlogi v ekstremnem ekosistemu, katerega naseljuje, njenem pomenu v
solinarstvu v Secovljah in potencialni uporabnosti v prehrambeni industriji, kot vir vitamina A.
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