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stvaranja eukariotske stanice. Naseljavaju cijeli niz stanista koji su
Cesto karakterizirani ekstremnim Zivotnim uvjetima. Popunjavaju brojne
ekoloske niSe te znacajno doprinose kruzenju elemenata u prirodi.
Cijanobakterije nazivamo “pionirima”, jer prve nastanjuju negostoljubive
okoliSe. lIstrazivanje cijanobakterija u vodenim ekosustavima cesto
predstavlja izazov u raznim znanstvenim podrucjima. Primjenjuju se
brojne metode, pocevsi od kemijskih, bioloskih i ekoloskih metoda do
najsuvremenijih molekularnih metoda i optickih pracenja putem satelita.
U ovom su radu prikazana dva primjera istrazivanja cijanobakterija: u
mikrobnom obrastaju (eng. microbial mat), gdje se javljaju kao vazna
fotoautotrofna komponenta te u akvakulturi, gdje svojim cvjetanjem

i toksinima mogu prouzroditi negativne posljedice za zdravlje Covjeka i

ekosustav te materijalne Stete.

1. UvOD

Cijanobakterije su vrlo stari, kozmopolitski organizmi
koji su prije 2,2-2,4 milijarde godina stvorili aerobnu
atmosferu i postali jedni od glavnih sudionika u velikom
bioloskom ciklusu ugljika, duika i minerala (Meriluoto et
al,, 2017.). Cijanobakterije su medu prvim organizmima
koji su sintetizirali vazne molekule za Zivot na Zemlji
(Banack etal. 2012.; Schirrmeister et al., 2016.; Alvarenga
et al., 2017.), a prema teoriji o podrijetlu plastida od
njih potjece i kloroplast (Ochoa de Alda et al. 2014.;
Alvarenga et al., 2017.). Dugo su se smatrale algama i
nazivale "modro-zelene alge", no danas se ti prokariotski
organizmi klasificiraju u domenu Bacteria (Hug et al.,
2016). Cijanobakterije naseljavaju brojna stanista,
ukljucujuci i ekstremna; od termalnih vrela, antarktickih
tala i jezera, oceana i mora, estuarija rijeka, slatkovodnih
jezera te osvjetljene povrsine stijena i tala (Colyer et al.,
2005.). One su primarni kolonizatori, sposobni preZivjeti

Hrvatske vode | 26 (2018) | 106 | 271-280

ekstremne uvjete kao Sto su visoki salinitet, ekstremne
temperaturne promjene, suse i veliku kolic¢inu UV zracenja.
Mnoge vrste fiksiraju i atmosferski duSik u amonijeve ione
i aminokiseline. Proces fiksiranja uglavnom se dogada u
heterocitama - specijaliziranim stanicama debelih stijenki
u kojima se odrzavaju anaerobni uvjeti (slika 1), no i
one cijanobakterije koje nemaju heterocite mogu imati
posebne strategije fiksiranja N, ¢ak i u aerobnim uvjetima
(Whitton i Potts, 2000.). Budu¢i da u oceanima nema puno
vrsta s heterocitama, tek je u zadnjih 10 godina utvrdeno
da su cijanobakterije glavni fiksatori N, u oceanima (Bauer
et al. 2008.; Whitton i Potts 2000.). Pikocijanobakterije,
jednostanicne cijanobakterije sa stanicama od 2-3 pm
(Callieri et al., 2012.) ¢ine vrlo vazan udio u primarnoj
proizvodnji i biomasi oceana, prelaze¢i 50% morskog
fitoplanktona (Paerl, 2012.). Samo 2 roda, Synechococcus
C.Nageli i Prochlorococcus S.W.Chisholm, zajedno
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pridonose oko 25% oceanske primarne proizvodnje
(Flombaum et al. 2013.; Dvorak et al. 2014.). One takoder
skladiste nutrijente kao Sto su fosfor, dusik, ugljik, Zeljezo,
koji im omogucavaju rast u uvjetima gdje su ti elementi
limitirani (Meriluoto et al. 2017.).

Slika 1: Cijanobakterije roda Dolichospermum pod svjetlosnim mikroskopom, vidljive
heterocite i akinete (snimila A. Kolda)

Cijanobakterije su oduvijek fascinirale znanstvenike.
Kao drevni organizmi stari oko 3,5 milijardi godina
(Bellinger i Sigee, 2015.) s brojnim morfoloskim oblicima
i organizacijama, prvo su zainteresirale botanicare, koji
i u danadnje vrijeme imaju nedoumice pri taksonomskoj
identifikaciji ~ cijanobakterija,  prvenstveno  radi
nespecifi¢ne morfologije i sli¢nosti u genomima (Komarek
et al, 2014.). Napretkom mikroskopije i molekularnih
tehnologija mozemo pratiti cijanobakterijski genom
koji se brzo mijenja kao odgovor na prirodne procese
ili se adaptira na pritiske okolinih uvjeta (Barrick et al.
2009.; Koonin 2009.; Tenaillon et al. 2016.; Alvarenga
et al, 2017.). Razne ekoloske studije pocivaju na
velikom metabolickom kapacitetu cijanobakterija koji
im omogucava da ostvare medusobno korisne odnose
s drugim, prvenstveno eukariotskim organizmima.
Dokumentirane su njihove endosimbioze i episimbioze
s biljkama (palme, antocerotama, zdencarama,
mahovinama itd.), gljivama i liSajevima, dijatomejama
i dinoflagelatima te Zivotinjama (spuzve, larvama
kukaca, plastenjacima itd.) (Adams 2000.; Adams et al.
2013.; Bergman et al., 2007.; Alvarenga et al., 2017.).
Sekundarni metaboliti cijanobakterija, od kojih njihovi
simbionti imaju koristi, imaju brojne antibakterijske,
antiprotozoidne, antitumorske, imunomodulatorske
i druge funkcije, koje potencijalno imaju veliku
farmaceutsku vrijednost (Singh et al. 2011.; Alvarenga
et al., 2017.). No cijanobakterije proizvode i brojne
toksine koji predstavljaju opasnost ljudskom zdravlju
i okoliSu, a koje sve ceSce dolaze do izrazaja radi
klimatskih promjena, o ¢emu c¢e biti viSe rijeci u radu.

Treba spomenuti i cijanobakterijske pigmente koji nam
sluZe kao dijagnosticko sredstvo u metodama kao Sto su
visoko specificna tekucinska kromatografija (eng. High-
performance Liquid Cromatography, HPLC), fluorescentna
mikroskopija te satelitske metode pracenja.

Obzirom na vaznost i raznolikost cijanobakterija,
trenutno je stavljen fokus na unaprjedivanje metoda
njihovog istrazivanja, koje se sa napretkom tehnologije
svakodnevno mijenjaju. U ovom je radu dan pregled
istraZzivanja cijanobakterija u vodenim okoliSima, s
naglaskom na metodologiju i tehnologije koje se koriste.

2. METODE ISTRAZIVANJA
CIJANOBAKTERIJA

2.1. EkoloSke metode istrazivanja
cijanobakterija

Eutrofikacija vodenih staniSta izazvana antropoloskim
utjecajima imaju za posljedicu pojacan razvoj
cijanobakterija, tj. njihovo cvjetanje, Sto predstavlja veliki
problem za okoli$ i ljudsko zdravlje (Luo et al. 2012.;
O'Neil et al. 2012.). Ovisno o tipu vodenog tijela, metode
uzorkovanja, detekcije i monitoringa cijanobakterija
variraju (slika 2). Tako razlikujemo metodologije za plitka
jezera, duboka jezera, akumulacije, rijeke, mora (npr.
Balticko more zbog velikih pritoka slatke vode obogacene
nutrijentima, Finni et al., 2001.) te rezervoare pitke vode
(Meriluoto et al., 2017.).

Slika 2: Uzorkovanje fitoplanktona crpcem Niskin na HRZZ projektu AQUAHEALTH,
snimio D. Kapetanovic¢

Uzorkovanje cijanobakterija u vodenim okoliSima
moze se uciniti na 3 nacina: fitoplanktonskom
mrezicom, crpcem ili integriranim crpcem. Prikupljeni
uzorak vode mora se kemijski fiksirati odmah ili ubrzo
nakon uzorkovanja, a najcesce se koristi 36% otopina
formaldehida do konacne koncentracije uzorka od 4%
(Bellinger i Sigee, 2015.). Ekoloska pracenja i monitoring
cvjetanja cijanobakterija radi se klasicnom morfoloSkom
metodom brojanja po Utermdhl metodi (Lund et al,
1958.) pod invertnim svjetlosnim mikroskopom. Na
rezultate Utermdhl analize mogu se primijeniti ekoloSke
teorije, kao Sto su funkcionalne grupe. Funkcionalne
grupe temelje se na ideji da se organizmi u nekom
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ekosustavu, ovisno o njihovim ekoloSkim sli¢nostima
i prilagodbama, sortiraju u grupe (Solbrig, 1993.;
Salmaso et al., 2015.). Medu najutjecajnijim teorijama
funkcionalnih grupa u ekologiji fitoplantona smatraju
se: Morfo-funkcionalne grupe (Salmaso i Padisak,
2007.), Funkcionalne grupe bazirane na morfologiji
(MBFG, Kruk et al., 2010.) i Reynoldsove funkcionalne
grupe (Reynolds et al. 2002.; Reynolds 2006.).

Primjer primjerne je istrazivanje Mantzouki
et al. (2016.), koji koriste ekoloske Reynoldsove
funkcionalne grupe za uspjeSnu kontrolu i upravljanje
cijanobakterijama u jezerima. Autori su se fokusirali
na 5 grupa cijanobakterija (S1/S2, H1/H2, LO/LM, SN
i R) te su za svaku naveli klju¢na ekoloSka svojstva,
kako se vrste prilagodavaju na uvjete eutrofikacije
i klimatske promjene. S obzirom na upoznavanje s
njihovim prednostima i manama, mogu predloZiti mjere
monitoringa i upravljanja jezerima.

U Republici Hrvatskoj, s obzirom da je gotovo polovica
teritorija krske geoloske podloge (27.265 km?) te na
slabije razvijene grane poljoprivrede i industrije (Izvjesce
o stanju okolisa u Republici Hrvatskoj, 2014.), trenutno
nema vecih problema s cvjetanjem cijanobakterija, kao
Sto ima u susjednoj Srbiji (Svircev et al., 2014.; Svircev
et al., 2017.). Ipak, u isto¢noj Hrvatskoj na podrucju
poplavnih podrucja rijeke Dunav (Park prirode Kopacki
rit) eutrofna/hipertrofna obiljezja voda lako dovode do
pojave cijanobakterijskih cvjetanja (Mihaljevi¢ i Stevig,
2011.). Ta pojava bi se u ovom slucaju mogla navesti
(jos uvijek) kao prirodni fenomen koji se pod utjecajem
klimatskih promjena u buduc¢nosti moze intenzivirati.
Autori sa SveuciliSta u Osijeku; Stevi¢, Mihaljevi¢,
époljarié Maroni¢ i Zuna Pheiffer, u svojem istraZivanju
koriste Funkcionalne grupe bazirane na morfologiji za
monitoring cijanobakterija tog ekosustava (Stevi¢ et al.,
2013.; Mihaljevi¢ et al., 2014.a, Mihaljevi¢ et al. 2014.b).

2.2. Kemijske metode istrazivanja
cijanobakterija

U istraZivanju cijanobakterija pomoc¢u kemijskih
metoda koriste se pigmenti i toksini. Cijanobakterijski
pigmenti sluze kao biomarkeri u kemotaksonomiji, a
jedna od prvih metoda za odredivanje pigmenata bila
je fluorometrija za detekciju klorofila a, koji sluzi kao
parametar za odredivanje planktonske biomase (Jeffrey
et al., 1997)) (slika 3).

Medu najpoznatijim metodama je razdvajanje
HPLC tehnikom koju su uveli Wright et al. (1991.), a
razdvaja vise od 50 razlicitih klorofila, karotenoida i
njihovih derivata uz pomo¢ 3 otapala (80:20 metanol/
amonijev acetat i 0,01% BHT; acetonitril/voda i 0,01%
BHT; etil acetat). Nedostatak ove metode je koristenje
kantaksantina (iz grupe karotenoida) koji moze
koeluirati s cijanobakterijskim taksonomskim markerom
zeaksantinom (Coyler et al., 2005.). Daljnje razdvajanje
izmedu oceanoloskih i limnoloSkih istrazivanja u HPLC
analizi dogodilo se kod otkri¢a monovinil i divinil klorofila
a (Coyler et al., 2005.). Goricke i Repta su 1993. godine
razdvojili te dvije vrste,a 2001. Heukelem i Tomas napravili
su tehniku razdvajanja uz pomo¢ 2 otapala i vitamina
E kao standarda (Coyler et al., 2005.). Razdvajanje ta
dva pigmenta je bitno u detekciji roda Prochlorococcus,
koji pripada morskom pikoplanktonu i vazan je sudionik
u globalnom kruzenju ugljika (Ito i Tanaka, 2011.).
Prochlorococcus ima jedinstven fotosintetski sustav od
proklorofit klorofil-vezajuceg proteina (Pcb) koji koristi
divinil klorofil a i divinil klorofil b (Biller et al., 2015.)
umjesto monovinila, $to mu omogucuju fotosintezu i rast
na ve¢im dubinama u morskom vodenom stupcu, gdje je
svjetlo ogranicavaju¢i ¢imbenik. Evolucijski je to bitna
znacCajka koja mu omogucava da ucinkovito iskoristava
plavi dio svjetlosnog spektra uz pomo¢ divinila (Ito i
Tanaka, 2011.).

Zahvaljuju¢i maloj veli¢ini stanice i specificnim
pigmentima, za proucavanje pikocijanobakterija, pored
HPLC-a, koriste se i metode fluorescentne mikroskopije
te metoda proto¢ne citometrije (Vili¢i¢ i Ljubesi¢, 2017.).

Medu najmodernije metode istraZivanja
cijanobakterija ubraja se satelitsko/opti¢ko pracenje
(engl. optical/remote sensing). Buduci da se povrsinsko
cvjetanje moze pojaviti unutar nekoliko sati bez
upozorenja, teSko je pratiti prostornu i vremensku
distribuciju cijanobakterija. Klasi¢na, mikroskopijska
analiza je dugotrajna, dok satelitska snimka moze
brzo uociti cvjetanja, te se time mogu na vrijeme
primijeniti mjere za sigurno koristenje vodenog tijela.
0d najkoristenijih metoda je proucavanje spektralnog
oblika signala koji se reflektira od vodene povrSine u
podru¢ju vidljivog i blizu infracrvenog dijela spektra,
pri ¢emu se koristi znanje o pomoc¢nim pigmentima
cijanobakterija (Gilerson et al. 2010.; Babin i Stramski
2002.; Pozdnyaakov i Grassl 2003.; Roy 2011.; Bresciani
etal. 2016.; Gurlin, Gitelson, i Moses 2011.; Gitelson et al.
2008.). Pri tome se koriste cijanobakterijski «dijagnosticki
pigmentin, fikocijanin s karakteristi¢cnim maksimumom
oko 620 nm i 650 nm valne duljine (Gons et al. 2005.;
Bresciani et al. 2016.) te fikoeritrin s maksimumom
pri 565 i 600 nm valne duljine (Bresciani et al. 2011.,
2016.).

Cijanobakterije najvise priviate pozornost svojim
cijanotoksinima  koji  nastaju  tijekom cvjetanja,

poznatima iz literature kao HAB (engl. Harmful Algae
Bloom). Pojam HAB obuhvaca cijeli fitoplankton (dakle

Slika 3: Ocitavanje cijanobakterijskih pigmenata terenskom sondom AlgaeTorch na
HRZZ projektu AQUAHEALTH (snimio D. Kapetanovic)
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alge i cijanobakterije), no cijanobakterije su u prednosti
pred ostalim skupinama u fitoplanktonu u iskoriStavanju
nutrijenata u uvjetima visoke temeprature, niske razine
kisika i prozirnosti te povecane koli¢ine nutrijenata
(Rodgers, 2008.). Tradicionalno se koriste razne kemijske
metode odredivanja cijanobakterijskih toksina koje se
svrstavaju u toksinske obitelji prema kemijskoj strukturi
(Meriluoto et al., 2017.). Iz morskih cijanobakterija
izolirane su brojne toksi¢ne komponente kao Sto su
aplisiatoksin, debromoaplisiatoksin i lyngbyatoksin
A (WHO, 2003.; Mynderse et al., 1977.; Fujiki et al.
1985.; Shimizu 1996.). U vecini slucajeva morfoloska
determinacija cijanobakterijskih vrsta nije dovoljna kako
bi se utvrdilo je li i toksi¢na, buduci da se mogu razviti
sojevi s razli¢itim stupnjem toksi¢nosti koji pripadaju
istoj vrsti (WHO, 2003.).

2.3. Molekularne metode istrazivanja
cijanobakterija

Monitoring cijanobakterija najvise se oslanja na
metodu svjetlosne mikroskopije koja je vremenski
zahtjevna te trazi visoku razinu ekspertize (Kim et
al., 2006.; Luo et al., 2014.). U potrazi za brzim i
jefitnijim metodama monitoringa, sve se viSe okre¢emo
molekularnim metodama.

Cijanobakterije, kao i vecina mikroorganizama,
mogu biti problemati¢ne za uzgoj u Cistim/akseni¢nim
kulturama (Mandal et al, 2015). Razlog lezi u
zajednicama koje cijanobakterije ostvaraju s mnogim
arhejama i bakterijama tijekom milijardu godina svojeg
postojanja, ¢ime je izolacija u kulturi ¢esto vrlo teska
(Alverenga et al., 2017.). Naime, heterotrofne bakterije
Su snazno povezane s cijanobakterijskom ovojnicom,
a i tvari iz cijanobakterijskog mucilaza mogu stvoriti
agregate s bakterijama, ¢ime razni procesi prociS¢avanja
cijanobakterijske  kulture  zavrSavaju  neuspjehom
(Vazquez-Martinez et al., 2004.; Sena et al., 2008.;
Alverenga et al., 2017.). Metode na bazi sekvenciranja
DNA pokazale su se uspjeSne u prevladavanju tog
problema, jer se genetski materijal moze izolirati
iz okoliSnog uzorka, ¢ime je otvoreno novo polje
istrazivanja - metagenomika, poznata kao i okolidna
genomika/ekogenomika/genomika zajednice (Mandal et
al., 2015.). Prema Mandal et al. (2015.), molekularni alati
mogu identificirati cijanobakterije istraZivanog podrucja
koje druge metode ne mogu (mikroskopija, kemijske
analize), daju¢i nam uvid u njihov genom, evoluciju vrsta
i upotpunjavaju¢i taksonomske odnose koji su prije bili
zasnivani na morfoloSkim karakteristikama. Najbitnija je
kvalitetno izolirana DNA na kojoj se radi sekvenciranje
po Sangeru - First generation sequencing (Sanger et al.,
1977., Mandal et al., 2015.) (slika 4), koje je u upotrebi
zadnjih 30 godina (Alverenga et al., 2017.). Razne PCR
metode, kao $to je DGGE (Denaturating Gradient Gel
Electrophoresis) i T-RFLP (Terminal Restriction Length
Polymorphism) razvijene su kako bi analizirale mikrobne
zajednice iz okolidnih uzoraka (Mandal et al., 2015.).

¥ ‘*a ! -
A

Slika 4: Rezultati umnozavanja ITS fragmeta iz cijanobakterija na agaroznom gelu

prije sekvenciranja (snimila: A. Kolda)

Sredinom 2000-ih, tehnologije sekvenciranja
sljedece generacije (engl. Next generation sequencing,
NGS) postale su sve zastupljenije zahvaljujuci napretku
informatickih tehnologija, ¢ime je omoguc¢ena obrada
velike koli¢ine bioloSkih podataka uz znacajno nize
troSkove, pogotovo u usporedbi sa Sanger metodom
(Kobodt et al., 2013.; Alverenga et al., 2017.).
Nedostatak NGS metoda, za razliku od Sanger metode,
je Sto radi veci broj greSaka te daje krace sekvence.
Razvijene su brojne NGS platforme, kao 3to je [llumina,
454 (Roche), lon Torrent (Life Technology) koje nude
razlicita rjeSenja za nedostatke NGS sekvenciranja
(Mandal et al., 2015.).

Unato¢ prednostima metagenomskih tehnologija za
proucavanje cijanobakterija, ovo podru¢je susrece se s
brojnim izazovima. Naime, cijanobakterijski genomi su
zadnji po zastupljenosti u bazama podataka (0,6 %)
u usporedbi s drugim bakterijama i arhejama, unatoc
tome $to se sve veci broj laboratorija bavi istraZivanjima
cijanobakterija. Takoder, one baze podataka koje
postoje ¢esto imaju problema s provjerenom i to¢nom
taksonomijom te nedostatkom podataka o okolisnim
uvjetima (Alverenga et al., 2017.).

3. PRIMJERI ISTRAZIVANJA
CIJANOBAKTERIJA U VODENIM
EKOSUSTAVIMA

3.1. Istrazivanje cijanobakterija u mikrobnim
obrastajima (engl. microbial mat)

Mikrobni obrastaji (engl. microbial mat) najstariji
su ekosustavi na Zemlji i ekoloSki najuspjesniji,
zahvaljuju¢i uspostavljanju stabilne i prilagodljive
zajednice organizama (Awramik, 1976.; Green i Jahnke,
2010.; Bonilla-Rosso et al., 2012.). U hrvatskom
jeziku ne postoji adekvatan prijevod za mikrobne
obrastaje. Najblizi je pojam «biofilm», no radi se o dva
ekosustava koja se ipak razlikuju i ne mogu se korisiti
kao istoznacnice. Mikrobne obrastaje karakteriziraju
vertikalno stratificirane benticke zajednice funkcionalnih
grupa mikroorganizama, koje rastu na ¢vrstom
supstratu kao Sto su stijene, pijesak i drugi sedimenti
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(Bolhuis et al., 2014.), dok se biofilmovi razvijaju na
¢vrstoj podlozi ili u vodi (de Beer i Kiihl, 2001.). lako se
i jedan i drugi tip zajednice nalazi u ekstracelularnom
matriksu (engl. extracellular polymeric substance,
EPS), mikrobni obrastaj za razliku od biofilma sadrzi i
gustu populaciju primarnih producenata (fotoautorofa)
kao $to su cijanobakterije i dijatomeje (Bolhuis et al.,
2014.). Mikrobni obrastaji usporeduju se sa drevnim
stromatolitima, ¢iji fosilni ostatci datiraju 3,5 milijarde
godina u proslost Zemlje (Margulis et al., 1980,
Bolhuis et al., 2014.). Upravo su stromatoliti najbolji
primjer mikrobnih obrastaja u kojima cijanobakterije
predstavljaju vrlo vaznu komponentu (Cohen i Gurevitz,
2006.; Alvarenga et al., 2017.). Osim cijanobakterija,
mikrobni  obraStaji mogu sadrzavati niz drugih
bakterijskih skupina, npr. purpurne sumporne bakterije
i zelene sumporne bakterije te eukaritoske organizme
(najcesce dijatomeje) (Bolhuis et al., 2014.).

U najnovijim istrazivanjima cijanobakterijskih
mikrobnih  obrastaja prevladavaju metagenomska
istrazivanja (Sneider et al., 2015.; White et al., 2015.;
Bolhuis et al., 2014.; Bonilla-Rosso et al., 2012.).
Metangenomika je za razliku od klasi¢nih molekularnih
metoda neovisna o Cistim kulturama i uzima tzv. okoli$ni
uzorak (mikroorganizmi iz tla, vode itd.) iz kojeg se
izolira tzv. okoliSna DNA (Mandal et al, 2015). U
metagenomskim istrazivanjima najvazniji filogenteski

marker je 165 rRNA, jer je prisutan u svim prokariotima,
a sadrZi razne varijabilne regije, kao i vrlo konzervirane
segmente koji se mogu razli¢ito korisiti, ovisno o
odgovorima koje Zelimo dobiti.

Buduci da uzgoj Ciste cijanobakterijske kulture Cesto
predstavlja izazov, prednost metagenomskog istrazivanja
mikrobnih obrastaja je $to se pomocu bioinformatickih
alata mogu uspjesno spojiti (engl. assembly and binning)
mikrobni genomi, neki djelomicno, a neki ¢ak u potpunosti
iz neakseni¢ne kulture (Sangwan et al., 2016.; Alvarenga
etal., 2017.).

lako se najcesce koristi DNA, preporucljiva je i analiza
RNA, koja govori o metabolickoj aktivnosti zajednice.
Rezultati analize 16S rRNA te RNA transkripata mogu se
uvelike razlikovati, budu¢i da transkriptomika daje uvid
u stvarnu koli¢inu prepisanih gena, odnosno o tome koji
dio zajednice je stvarno aktivan u mikrobnom obrastaju
(Gierga et al., 2012.; Bolhuis et al., 2014.).

Dok u inozemstvu postoje brojna istraZivanja o
cijanobakterijskim mikrobnim obradtajima (Taton et
al., 2003.; Bonilla-Rosso et al., 2012.; Schneider et
al., 2014.; White et al.,, 2015.), u Hrvatskoj su tek u
zaCetku. Kongresno izvjeSc¢e Kolda et al. (2017.) (slika
5) prezentira preliminarno istrazivanje u kojem je
analizirana raznolikost cijanobakterija na krSkom izvoru
rijeke Kr¢i¢, poznatom po ekstremnim hidroloskim
okoliSnim uvjetima. Na uzorcima je napravljena analiza

Oct-2014 Nov-2014 Dec-2014 Mar-2015 Apr-2015 May-2015 Jun-2015 Oct-2015

Legend Taxonomy Oct-14  Nov-14  Dec-14  Mar15  Apr-15  May-15 Jun-15 Oct-15

% % % % % % % %
| ] Cyanobacteria 48.8% BT 6% 4% T04%  5.9% 10.7% 85.6%
Proteobacteria - Alphaproteobacteria 21.9% % 13.1% 37% 121% 14.5% 36.1% 4.3%

~ Proteobacteria - Betaproteobacteria 32% 49% 0.3% 20% 115% 36% 10.2% 05%
Protecbacteria - Gammaproteobacteria 14% 0.8% 13.1% 0.3% 0.2% 0.4% 16.8% 0.4%

\ Bacteroidetes - Cytophagia 0.3% 13% 06% 10% 0.4% 105% aT% 13%
Bacteroidetes - Flavobacteriia 0.3% 0.3% 0.3% 0.5% 0.1% 24% 0.4% 0.1%

\ TM6 - uncultured bacterium 0.0% 0.0% 1.3% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
Planctomycetes - Planctomycetacia 10.5% 36% 28.2% 1.5% 33% 4.8% 5.2% 0.3%
Verrucomicrobia - Verrucomicrobiae 5.9% 0.1% 29% 0.8% 0.1% 0.3% 0.3% 0.0%

Slika 5: Postotak dominantnih bakterijskih razreda kroz sezone 2014./2015. u cijanobakterijskom mikrobnom obrastaju, izvor Kréi¢ (Kolda et al. 2017., kongresno

priopéenje)
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klonskih sekvenci ITS regije (sekvenciranje po Sangeru)
te cjelokupne prokariotske zajednice koriste¢i 16S rRNA
(lumina MiSeq sekvenciranje), koji su dovedeni u
korelaciju s hidroloSkim uvjetima na Kr¢icu.

Takoder, u radu Zutini¢ et al. (2018.), na istom
lokalitetu napravijena je molekularna i morfoloSka
analiza cijanobakterija u mikrobnim obrastajima (slika 6)
i njihova simbiotska veza s dijatomejama, a kao glavna
uloga koju u tom ekosistemu imaju cijanobakterijski
mikrobni  obrastaji je skloniste za amfipodnog
beskraljeZnjaka roda Synurella.

Slika 6: Cijanobakterijski mikrobni obrastaj i cijanobakterija Phormidium favosum,
izvor Kréi¢ (Zutini¢ et al, 2018.)

3.2. Istrazivanje cijanobakterija u akvakulturi

Akvakultura je jedan od najbrze rastucih sektora u
globalnoj ekonomiji koji danas osigurava gotovo polovicu
svjetske koli¢ine ribe kao izvora proteina (The State of
World Fisheries and Aquaculture, 2014.). Ve¢ 2014.
g. akvakulturni sektor je presao koli¢inu ribe iz divljeg
ulova, a uzimajuci u obzir prognozu da ¢e do 2050.g. broj
ljudi na Zemlji iznositi 9 milijardi, rast te industrije ¢e se
nastaviti (The State of World Fisheries and Aquaculture,
2014.).

Problem cijanobakterijskog cvjetanja i cijanotoksina
u akvakulturi je cest problem koji izaziva velike
ekonomske Stete te ima negativan utjecaj na zdravlje
Covjeka i drugih Zivotinja, kao i l0$ utjecaj na sam okolis
(Boyd, 1998.; Rodgers, 2008.; Sinden i Sinang, 2015.).
Cijanotoksini mogu izazvati neuroloska oSteéenja
(Metcalf i Codd, 2009.) i hepatoloska oStecenja
(Eriksson et al., 1988.; Sandstrom et al. 1990.). Takoder,
produkti kao $to su geosmin i 2-methyl isoborneal (MIB)
Sire neugodne mirise i daju pljesnjiv okus ribi (Tucker,
2000.; Sinden i Sinang, 2015.). Cvjetanje uzrokuje
smanjenje kisika u vodenom stupcu na dva nacina,
plutajuce stanice na povrSini onemogucuju fotositezu
fitoplanktona koji je zasluzan za obogacivanje stupca

kisikom te velike kolicine mrtvih stanica tijekom
razgradnje dodatno troSe kisik. Osim na mortalitet
ribe, cvjetanje i toksini uzrokuju kod ribe smanjen
apetit i rast, a takva riba ¢esto nije dovoljne kvalitete
za konzumaciju ili nije toksikoloski ispravna (Rodgers,
2008.; Sinden i Sinang, 2015.).

Metode za detekciju i istraZzivanje ove problematike
su razne, od kemijskih (spektrofotometrija, ionska
kromatografija, pracenje fizikalno-kemijskih parametara
in situ) (Sinden i Sinang, 2015.), molekularne (npr.
PCR-DGGE) (Hurlburt et al., 2011.; Luo et al., 2014.) te
mikroskopska analiza brojanjem, koja se standardno
izvodi i usporeduje s rezultatima ostalih analiza (Luo et
al., 2014.).

Brojne studije su pokazale da je ucestalost,
intenzitet i duljina trajanja cijanobakterijskih cvjetanja
na svjetskoj razini u porastu, kao rezultat eutrofikacije
i globalnog zatopljenja (Elliott, 2011.; Huisman et al.,
2018.). Stoga je i potreba za novim, brzim metodama
detekcije velika, zbog velikog ekonomskog znacaja,
utjecaja na prehranu i zdravlje velikog broja ljudi te
utjecaja na okolis.

4. ZAKLJUCAK

U ovom su radu u kratko iznijete najvaznije
informacije o cijanobakterijama i njihov utjecaj na
okoli$ i ljude te kojim se sve metodama istraZivanja
koriste u otkrivanju ovih facinantnih organizama.
Koliko joS o njima ne znamo, govori i najnovije
otkrice objavljeno u vode¢em znanstvenom casopisu
Science (Niirnberg et al., 2018.), da su cijanobakterije
sposobne fotosintetizirati i u infracrvenom dijelu
spektra. Danas Zivimo u dobu velikih klimatskih
promjena i Cestog velikog izumiranja organizama.
Antropogenim zahvatima na okolis pospjesili smo
pojavu sve ekstremnijih klimatskih uvjeta na Zemlji,
koji cijanobakterijama, organizmima starim gotovo
3 milijarde godina, jednostavno vise odgovaraju.
Zanimljivo je koliko smo nespremni odgovoriti na
probleme cvjetanja cijanobakterija i koliko jo$, unato¢
brojnim istrazivanjima, o njima ne znamo. No ono $to
je sve jasnije i znanstvenoj zajednici i industriji i ono
Sto se nadamo da se moze iS¢itati iz redaka ovog rada,
je neprocjenjiva vaznost bioraznolikosti i ocuvanog
okoliSa kao mehanizma ograni¢avanja ovog prirodnog
fenomena koji se sve ceSce javlja.
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Cyanobacteria research methods in water ecosystems

Abstract. Cyanobacteria are the oldest photosynthetic organisms on earth. They are exceptionally interesting due
to their structure and their role in the evolutionary processes of eukaryotic cell creation. They are present in a number
of habitats that are frequently characterized by extreme living conditions. They fill numerous ecological niches and
significantly contribute to the circulation of elements in nature. Cyanobacteria are called the “pioneers” because they
are the first to settle in inhospitable environments. Cyanobacteria research in water ecosystems frequently poses a
challenge to different scientific areas. Numerous methods are implemented, from chemical, biological or ecological
methods to the most advanced molecular methods and optical monitoring via satellites. The paper presents two
examples of cyanobacteria research - in a microbial mat, where they occur as an important photoautotrophic
component, and in aquaculture, where their blooms and toxins may cause adverse consequences to human and
ecosystem health and material damage as well.

Key words: cyanobacteria, research methods, cyanobacterial blooms, microbial mat, aquaculture

Methoden zur Erforschung von Cyanobakterien in Wasserokosystemen

Zusammenfassung. Cyanobakterien sind die altesten photosynthetischen Organismen auf der Erde. Sie sind
wegen ihres Aufbaus und ihrer Rolle in den Evolutionsvorgangen der Entstehung der eukaryotischen Zelle interessant.
Sie kommen in verschiedenen Habitaten vor, die oft durch extreme Lebensbedingungen charakterisiert sind. Sie
fiillen zahlreiche 6kologische Nischen und tragen dem Stoffkreislauf in der Natur bei. Cyanobakterien werden auch
Pioniere genannt, weil sie als erste ungastfreundliche Habitate besiedeln. Die Erforschung von Cyanobakterien in
Wasserdkosystemen ist oft eine Herausforderung flir verschiedene Wissenschaftsgebiete. Zahlreiche Methoden werden
angewandt, von chemischen, biologischen und 6kologischen Methoden bis zu modernsten Molekularmethoden und
Satelliteniiberwachung. In diesem Beitrag werden zwei Beispiele der Erforschung von Cyanobakterien dargestellt:
in der Mikrobenmatte (Eng. microbial mat), wo sie eine wichtige photoautotrophe Komponente sind, und in der
Aquakultur, wo die Bliite und Toxinen der Cyanobakterien negative Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit
und das Okosystem haben sowie materielle Schiden verursachen kénnen.

Schliisselworter: Cyanobakterien, Forschungsmethoden, Bliite der Cyanobakterien, Mikrobenmatte, Aquakultur
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