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1. UvOoD
1.1. Ekoloske i bioloske znacajke cijanobakterija

Cijanobakterije su fotolitoautotrofni organizmi koji predstavljaju jednu od najrasprostranjenijih
skupina mikroorganizama na Zemlji. Prije otkri¢a njihova bakterijskog podrijetla, zbog svoje su
plavozelene boje i makromorfoloskih obiljezja svrstavane u alge, te nazivane “ modrozelenim algama“.
Danas znamo da su one prokariotski organizmi, srodniji ostalim grupama gram negativnih bakterija
nego algama te ih svrstavamo u domenu Bacteria, koljeno Cyanobacteriota (Oren i sur., 2022). One su
prvi organizmi koji su proizvodili kisik kao dio fotosintetskog procesa te su time zna¢ajno preoblikovale
atmosferu i izgled planete Zemlje. Smatra se da su prije 2.7 milijardi godina, dok su na Zemlji vladali
anoksicni uvjeti, prve cijanobakterije u oceanima pocele mjestimi¢no oslobadati manje koli¢ine kisika
(Kendall i sur., 2010). Promjene u fizikalnim uvjetima u okoli$u koje su uslijedile omoguc¢ile su naglo
oslobadanje nakupljenog kisika (Alcott i sur., 2022; Garduno Ruiz i sur., 2023), a u istom razdoblju
cijanobakterije su postale brojnije od anoksigenih fotosintetskih bakterija (Olejarz i sur., 2021).
Posljedica navedenih promjena bio je globalni porast koncentracije kisika prije 2.4 milijarde godina Sto
nazivamo Velikim oksidacijskim dogadajem (Sessions i sur., 2009).

Fotosinteza se u stanicama cijanobakterija odvija na tilakoidnim membranama koje su
koncentri¢no ili radijalno jednoliko rasporedene u stanici. Na tilakoidima su smjesteni fikobilisomi u
kojima se nalaze fotosintetski i antenski pigmenti: klorofil a, alofikocijanin, fikoeritrin i fikocijanin.
(Castenholz i sur., 2001; Komarek i Johansen, 2015a). Cijanobakterije takoder posjeduju veliki broj
razli¢itih karotenoida koji apsorbiraju dio svjetlosti te smanjuju optereCenje fotosustava i spre¢avaju
nastajanje oksidativnog stresa (Zakar i sur., 2016). Cijanobakterije su u vodenim stani$tima na razli¢itim
dubinama tijekom godine izlozene Sirem spektru svjetlosti od kopnenih biljaka, zbog ¢ega u stanicama
imaju veéi broj razli¢itih tipova pigmenata (Kehoe, 2010). Cijanobakterijski pigmenti apsorbiraju
svjetlost razli¢itih valnih duljina te tako omogucuju iskoriStavanje Sireg dijela svjetlosnog spektra za
fotosintezu (Grossman i sur., 1995). Osim razliéitih tipova pigmenata, cijanobakterije imaju sposobnost
fotoaklimatizacije, odnosno prilagodbe omjera razli¢itih pigmenata u fikobilisomima ovisno o svjetlu
koje dopire do njihovih stanica. U nekih vrsta tijekom fotoaklimatizacije moze do¢i i do sinteze
pigmenata koji do tada nisu bili prisutni (Antonaru i sur., 2023), $to pridonosi veéoj prilagodljivosti
uvjetima okoliSa te se u istoj vrsti, Cak 1 populaciji, mogu naci stanice s razli¢itim omjerima razli¢itih
pigmenata (Komarek i Johansen, 2015a; Vidal i sur., 2021).

U pocecima njihovog istrazivanja cijanobakterije su se smatrale skupinom koja ima iznimnu
sposobnost prilagodbe razli¢itim ekoloskim uvjetima te da ih karakterizira velika raznolikost svojti i
vrlo Siroka biogeografska rasprostranjenost. Medutim, recentna istrazivanja ukazuju da je vecina svojti
ustvari ograni¢ena na manji broj stanista te da imaju uze ekoloske valencije. KoriStenjem molekularnih
metoda dokazano je da se kod mnogih rodova, koji su do nedavno smatrani kozmopolitskim i

eurivalentnim, ustvari radi o rodovima s polifiletskim porijeklom te su unutar njih napravljene nove



podjele u kojima razlikujemo velik broj novih, specijaliziranijih vrsta s ogranicenom rasprostranjenoscu
(Komarek i Johansen, 2015a).

Cijanobakterije naseljavaju raznovrsna stanista terestrickih, slatkovodnih i morskih ekosustava.
Mnoge svojte cijanobakterija vrlo dobro podnose ekstremne uvjete u stanistima poput termalnih izvora
(Jasser i sur., 2022), vodenih tijela koja periodicki presusuju (Costa i sur., 2016) te unutra$njosti stijena
u pustinjama (Murray i sur., 2022). Terestricka stani$ta nastanjuju ve¢inom nitaste svojte koje stvaraju
makroskopske obrastaje, a nalazimo ih u gotovo svim tipovima tla. Cijanobakterije su najvazniji
autotrofni organizmi na stanistima poput vlaznog kamenja, tla i zidova te u ekstremnim stanistima jer
stvaranjem oksi¢nih uvjeta omogucuju nastanjivanje drugih organizama (Roush i Garcia-Pichel, 2020;
Kanellopoulos i sur., 2022). U vodenim stani$tima ih nalazimo kao dio planktonskih zajednica te su
pikoplanktonske cijanobakterije kao §to je Prochloroccocus i neki nitasti predstavnici poput vrste
Trichodesmium spp. poznati kao iznimno vazni primarni proizvoda¢i u morskim ekosustavima
pridonoseci i do 20 % primarnoj proizvodnji (Novotny i sur., 2023). Naseljavaju i benticka stanista, u
kojima epilitske svojte nastanjuju ¢vrste kamene podloge, a epipeli¢ke i episamicke svojte sediment, ili
makrofaunu i makrofloru, a te svojte nazivamo epizoickim i epifitskim (Komarek i Johansen, 2015a).

Zivotni ciklus cijanobakterija je karakteristian za prokariotske organizme, medutim razlikuje se
izmedu pripadnika razli¢itih rodova. Najces¢i oblik nespolne reprodukcije cijanobakterija je stani¢na
binarna dioba u kojoj stani¢na stijenka probija u protoplast stanice i dijeli je na dvije nove (Komarek i
Johansen, 2015a). Do podjele maj¢inske stanice i odvajanja novih stanica moZe do¢i istovremenom
invaginacijom svih slojeva stani¢ne stijenke ili odvajanje slijedi nakon podjele, pri ¢emu prvo slijedi
primarna invaginacija samo stani¢éne membrane i peptidoglikanskog sloja, a zatim stani¢ne stijenke
(Drews 1 Weckesser, 1982). Asimetri¢na stani¢na dioba ¢esta je u rodova kokoidnih cijanobakterija s
polariziranim stanicama, a moze se pojaviti i u drugih rodova u slucaju pogorSanja okolisnih uvjeta
(Liao i Rust, 2018). Stanice nekih pripadnika kokoidnih rodova mogu se podijeliti u viSe stanica kceri,
koje nastaju gotovo istovremeno. Ovakvi tipovi diobe zovu se asimetricna diferencijacija stanica i
viSestruka dioba. Kod asimetri¢ne diferencijacije uvijek se dijeli apikalni dio majcinske stanice, a iz
ovojnice se oslobadaju solitarne stanice ili redovi/ nakupine stanica. U viSestrukoj diobi moze se dijeliti
cijela stanica ili apikalni dio, a uvijek se oslobadaju solitarne stanice (Komarek i Johansen, 2015a).
Stanice koje se oslobadaju u oba se tipa diobe nazivaju eksocite, a dijele se na nanocite, koje se
oslobadaju iz difuznog, sluzavog omotaca (Komarek i Anagnostidis, 1999), te beocite koje se oslobadaju
iz ¢vrste ovojnice (Waterbury i Stanier, 1978). Vrste kokoidnih i nitastih cijanobakterija koje grade
taluse mogu se razmnoZzavati njihovom fragmentacijom. Najce$¢i oblik razmnozavanja nitastih
cijanobakterija je fragmentacija dijela trihoma nazvanog hormogonij. Hormogoniji nastaju stvaranjem
sluzavog ovoja izmedu susjednih stanica u trihomu ili stvaranjem nekridija, a mogu se sastojati od jedne
ili niza stanica (Komarek i Johansen, 2015a).

Neki rodovi cijanobakterija imaju zivotni ciklus s izmjenama razli¢itih razvojnih stadija. 1zmjena

razvojnog stadija kokoidnih cijanobakterija ukljucuje diferencijaciju stanica i promjenu morfologije, a
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Cesto pocinje pocetkom novog godisnjeg doba. Na primjer, Zivotni ciklus kokoidnog planktonskog roda
Microcystis ukljucuje proliferaciju na povrsini vodnog tijela u ljetnim te morfolosku promjenu i
spustanje vegetativnih stanica na povrSinu sedimenta u zimskim mjesecima (Komarek i Johansen,
2015a). Hense i Beckmann (2006) uspostavili su opéeniti model zivotnog ciklusa nitastih rodova iz reda
Nostocales koji izazivaju cvjetanja u ljetnim mjesecima. Model su podijelili u Cetiri glavna razvojna
stadija, prema razini energije i koli¢ini dusika u stanicama. Zivotni ciklus oba spomenuta planktonska
roda ukljucuje i benticke faze. S druge strane, benticke vrste mogu jedan dio godine, tijekom
kolonizacije, zivjeti u planktonu.

Cijanobakterije su, osim kao primarni proizvodaci, vazne za Citav zivi svijet zbog nekoliko
obiljezja: proizvodnje sekundarnih metabolita, povremenih cvjetanja, sposobnosti fiksacije dusika te
svojeg biotehnoloskog potencijala. Osim kao primarnih proizvodaca, utjecaj cijanobakterija na
ekosustav ocituje se 1 u proizvodnji sekundarnih metabolita, od kojih neki mogu biti toksi¢ni za ostale
¢lanove biocenoze. Tako promjene okolisnih uvjeta uslijed kojih dolazi do proizvodnje cijanotoksina
nisu u potpunosti razjaSnjene, smatra se da iznimno vazan utjecaj imaju temperatura, koli¢ina dostupnog
svjetla te protok vode (Gaget i sur., 2022). Proizvodnja toksina u bentickih vrsta mnogo je manje
istraZzena nego u planktonskih svojti (Quiblier i sur., 2013). U nekih svojti poznata je pojava ,,cvjetanja®,
iznimnog povecanja biomase cijanobakterija u vodnim tijelima $to moze uzrokovati promjenu boje,
okusa 1 mirisa povrsinskih voda. Cijanotoksini se obi¢no istrazuju kod vrsta koje izazivaju cvjetanja jer
je njihov ucinak na ekosustav znacajniji (Zhang i sur., 2023), ali proizvode ih i vrste koje ne izazivaju
cvjetanja (Khomutovska i sur., 2020). Okolisni uvjeti koji pogoduju proliferaciji cijanobakterija
nedovoljno su istrazeni (Kahru i sur., 2020), ali smatra se da veliku ulogu u pojavi ¢eséih i intenzivnijih
proliferacija ima antropogeni utjecaj, primjerice povecani dotok organskih i anorganskih tvari poput
dusika i fosfora. PoviSene temperature poticu rast cijanobakterija te ustaljuju stratifikaciju vodnih tijela,
§to rezultira duljim prisustvom razli¢itih svojti cijanobakterija te ja¢im intenzitetom i ucestalo$¢u
cvjetanja u toplijim mjesecima (Johnk i sur., 2008). Osim sezonskog utjecaja, visegodisnja produljena
ljetna proliferacija moze uzrokovati trajnu promjenu u sastavu mikroflore vodnih tijela (Slim i sur.,
2014).

Jedno do najpoznatijih svojstava cijanobakterija je sposobnost nekih rodova da fiksiraju dusik.
Ova sposobnost cijanobakterija presudna je za zivi svijet jer omogucuje pretvorbu anorganskih oblika
dusika u organske koji su dostupni eukariotima, a time i njegovo stalno kruzenje u prirodi. Fiksaciju
dusika cijanobakterijama omogucéuju posebne stanice — heterocite. Heterocite se mogu razviti iz
vegetativnih stanica u nitastim cijanobakterijama pri manjku otopljenog anorganskog dusika u okolisu
(Neilson i sur., 1971). Pri diferencijaciji vegetativna stanica gubi fotosustav II, $to onemogucuje
nastajanje kisika kao nusproizvoda fotosinteze. Ovo je nuzna prilagodba jer je kisik inhibitor
nitrogenaze, enzima za fiksaciju dusika. VVegetativne stanice proizvode glukozu koju koriste heterocite,
a heterocite proizvode glutamin, organski izvor dusika, potreban vegetativnim stanicama (Lea, 1997).

Zbog opisane diferencijacije stanica, za koju je potrebna medustanicna komunikacija, te izmjene
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metabolita, neki autori smatraju nitaste cijanobakterije s heterocitama jednostavnim oblicima
viSestani¢nih organizama (Herrero i sur., 2016). Neki rodovi cijanobakterija, kao §to su Gloeothece,
Cyanothece i Lyngbya ne posjeduju heterocite, ali imaju moguénost fiksacije dusika. Fiksacija dusika i
fotosinteza u njihovim su stanicama vremenski odijeljene, kako ne bi doslo do inhibicije nitrogenaze
kisikom (Issa i sur., 2014). Ovoj skupini pripadaju i morske cijanobakterije roda Trichodesmium koje
su odgovorne za oko 42 % ukupne fiksacije dusika na Zemlji (Berman-Frank i sur., 2003). Neke vrste
cijanobakterija zive u komenzalskoj simbiozi s dijatomejama i kopnenim biljkama, gdje dijatomeje/
biljke opskrbljuju cijanobakterije ugljikovodicima, a cijanobakterije opskrbljuju dijatomeje/ biljke
organskim dusikom (Foster i sur., 2022).

Cijanobakterije imaju veliki biotehnoloski potencijal za primjenu u razli¢ite svrhe kao Sto je
prehrana zbog velikog udjela proteina u njihovim stanicama (Haberle i sur., 2020). Vrsta Arthrospira
platensis Gomont 1892 ve¢ se dugi niz godina prodaje kao prehrambeni proizvod, pod njenim starim
imenom “Spirulina®. Cijanobakterije se takoder intenzivno proucavaju kao potencijalni obnovljivi izvor
energije. Naime, trenutno se za proizvodnju bioplastike i biogoriva koriste neke vrste kopnenih biljaka,
ali smatra se da bi tu ulogu mogle preuzeti cijanobakterije zbog manjih troSkova ulaganja u uzgoj
(Agarwal i sur., 2022). Cijanobakterije se koriste i u remedijaciji kopnenih voda (Papadopoulos i sur.,

2020; De Souza i sur., 2022) zbog tolerancije na velike koncentracije amonijaka (Haberle i sur., 2020).

1.2. Morfologija cijanobakterija

Cijanobakterije mogu biti pojedina¢ne stanice ili su stanice uronjene u zajednicki polisaharidni
matriks te se nazivaju kolonijama. Veli¢ina stanica kokoidnih rodova varira izmedu 0,2 pm i 40 um
(Vidal i sur., 2021), a najveca zabiljezena veli¢ina pripada nitastom rodu Oscillatoria te iznosi 100 pm
(Schulz-Vogt i sur., 2007; Vidal i sur., 2021). Osnovna je podjela cijanobakterija na kokoidne i
filamentne oblike koji su organizirani u razlic¢ite tipove kolonija (Slika 1.). Izraz filament oznacuje jedan
do vise trihoma koji dijele isti polisaharidni matriks. Kolonije mogu biti razli¢itih oblika i veli¢ina od
nekoliko do nekoliko tisuca stanica, a u nekim slu¢ajevima dovoljno velike (na razini milimetra) da
postaju vidljive golim okom. Za karakteristi¢cnu modrozelenu boju stanica cijanobakterija zasluzni su
plavi pigmenti fikocijanin i alofikocijanin, kao i zeleni klorofil a, medutim poveéanjem koli¢ine drugih
pigmenata nakupine cijanobakterija mogu postati crvene, smede, zute ili ¢ak crne (Slika 1.). Boja
obrastaja ovisi i o skupini pigmenata u polisaharidnom matriksu, Koji §tite stanice od svjetlosnog
zasicenja ili Stetnog UV-zracenja. Pigmenti prisutni u matriksu su scitonemin, gleokapsin te sekundarni

karotenoidi (Komarek i Johansen, 2015a).



zbijeni nepravilni raspr!eni nepravilni

sfericni/ elipti¢ni nepravilni klatratni

Slika 1. Raznolikost kolonija cijanobakterija: (a) raznolikost u rasporedu stanica u koloniji (preuzeto iz: Vidal i
sur., 2021), (b) raznolikost u oblicima kolonija (preuzeto iz: Vidal i sur., 2021), (c) raznolikost u boji kolonija.

Vazno obiljezje u odredivanju kokoidnih cijanobakterija je izopolarnost, odnosno heteropolarnost
stanica. Heteropolarne stanice razlikuju se u bazalnom i apikalnom dijelu, a nastaju posebnim na¢inima
diobe (na primjer nesimetricnom diobom). Oblici izopolarnih stanica mogu se jako razlikovati izmedu
rodova. Uz navedeno, polisaharidne ovojnice koje kokoidne stanice izlu¢uju mogu se veoma razlikovati
izmedu pojedinih rodova te sluze kao determinacijsko svojstvo. Glavna tri tipa su difuzna, amorfna,
hijalina masa, difuzni ili tanki omotaci te ¢vrste i/ili strukturirane ovojnice (Komarek i Johansen, 2015a).

Grada stanice filamentnih cijanobakterija ne razlikuje se mnogo od grade kokoidnih, osim u
rasporedu tilakoidnih membrana (Komarek i Johansen, 2015b). Razlikujemo pet glavnih tipova
rasporeda tilakoida (Slika 2.): parijetalni - koncentri¢no polozene tilakoidne membrane usporedne a
uzduznom 0si stanice, radijalni - usporedne tilakoidne membrane okomite na stani¢nu membranu,
fascikularni - tilakoidne membrane medusobno se paralelno grupiraju u valovite, polukruzne ili kruzne
nakupine, nepravilni - tilakoidne membrane se grupiraju, ali nisu postavljene paralelno i paralelni -
paralelne tilakoidne membrane ispunjavaju cijelu stanicu. Svaki od osnovnih tipova moze se pojaviti s

odredenim preinakama (Mares i sur., 2019).



Slika 2. Glavni tipovi rasporeda tilakoida: (a) parijetalni, (b) radijalni, (c) fascikularni, (d) nepravilni, e) paralelni
(preuzeto iz: Mares i sur., 2019).

Heteropolarne stanice grade kolonije s izrazeno razli¢itim krajevima. Oblik kolonija ovisi o
rasporedu stanica te osima diobe. Stanice filamentnih cijanobakterija spojene su u nizove — trihome
(Slika 3.). Stanice u trihomu dijele peptidoglikanski omota¢ i vanjsku membranu stani¢ne stijenke.
Septalni spojevi proteinski su kompleksi koji prolaze kroz peptidoglikanski omotac¢ te spajaju dvije
susjedne stanice. Septalni spojevi zavrSavaju nanoporama, otvorima u stani¢nim membranama stanica
koji ih spajaju, a koje ovisno o uvjetima u okoliSu mogu biti otvorene ili zatvorene (Kieninger i
Maldener, 2021). Kroz ove komplekse slobodno prolazi citoplazma s metabolitima i signalnim
molekulama pomocu kojih stanice komuniciraju (Mullineaux i sur., 2008). Prema smjeru diobe stanica,
razlikujemo uniserijatne trihome u kojima se stanice dijele samo okomito na uduznu os trihoma, a imaju
oblik linije, te multiserijatne u kojima se stanice dijele okomito i paralelno s uzduznom osi, ali i u drugim
smjerovima (Slika 3.). Trihomi veéine filamentnih rodova okruzeni su sluzavim polisaharidnim
matriksom. Polisaharidne ovojnice mogu biti veoma raznolike strukture i oblika (Komarek i Johansen,
2015b). Uniserijatni trihomi nekih rodova lome se i izbijaju iz polisaharidne ovojnice u vise smjerova
te lice na multiserijatne — ova pojava naziva se lazno grananje (Slika 3.). Sukladno tome, stani¢na dioba
u vise smjerova kod multiserijatnih trihoma naziva se pravo grananje (Slika 3.), a vazna je razlika u
tome $to kod pravog grananja ne dolazi do pucanja izvornog trihoma, te lateralni trihom ostaje vezan za
izvorni. Stanice nekih kokoidnih rodova mogu se dijeliti samo u jednom smjeru pri ¢emu nastaje
pseudofilament (Slika 3.), kolonija koja li¢i na trihom (Vidal i sur., 2021).

Vecina morfoloskih determinacijski vaznih znacajki filamentnih cijanobakterija promatra se na

razini jednog trihoma. Oblik stanica u trihomima moZe se znacajno razlikovati izmedu rodova u rasponu
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od sferi¢nog do Stapicastog. Na oblik stanice ne utje¢e samo genotip, vec i svjetlost kojoj su stanice
izlozene (Montgomery, 2015). Oblik ruba trihoma ovisi o obliku stanica. Tako na prijelazu dviju stanica
s ravnim rubovima nece nastati velika udubina te ¢e se rub trihoma €initi ravnim. S druge strane, na
prijelazu dviju okruglastih stanica udubina ¢e biti izrazena te ¢e trihom podsjecati na niz perli ovjeSenih
0 konac. Ovo svojstvo nazivamo konstrikcijom, ona je manja kod trihoma s cilindri¢nim, a veca kod
trihoma sa sferi¢nim stanicama (Slika 3.). Jedna ili nekoliko apikalnih stanica (stanice na polovima
trihoma) nekih rodova mogu poprimiti drugaciji oblik ili su drugacije veli¢ine od ostalih u trihomu,
primjerice mogu biti uze ili Sire, kao i produljene ili zasiljene. Ovo predstavlja vazno determinacijsko
svojstvo za te rodove (Komarek i Johansen, 2015b). Kod nekih rodova ispred apikalne stanice nalazi se
sluzavi pokrovni omota¢ kojeg nazivamo kaliptra (Vidal i sur., 2021). Filamentne cijanobakterije mogu
se morfoloski podijeliti na izocitne, u kojih su sve stanice istog oblika ili heterocitne, u kojih se na
trihomima razvijaju heterocite i/ili akinete, kao §to je monofiletski red Nostocales (Mares, 2018).
Heterocite mogu biti interkalarne ili terminalne (Slika 3.) Trihomi izocitnih redova obi¢no su izopolarni
te su oba kraja trihoma jednakog izgleda, iako postoje iznimke kao §to je rod Homoeothrix iz reda
Oscillatoriales. Trihomi heterocitnih redova (Slika 3.) mogu biti izopolarni i heteropolarni, s obzirom
da li su krajevi trinoma isti ili se razlikuju (Komarek i Anagnostidis, 1989; Komarek i Johansen, 2015b).
Izopolarni trihomi dijele se na metameri¢ne, simetrine i subsimetri¢ne, a mogu biti i suzeni u
srediSnjem dijelu (Slika 3.). Heteropolarni trihomi dijele se na one suZene ili proSirene prema
terminalnom kraju (Komarek i Anagnostidis, 1989). Osim po obliku stanice, vrste razli¢itih rodova se
mogu medusobno razlikovati i u veli¢ini stanica te omjeru njihove duljine i Sirine , a kod izodijamernih
stanica, ove su mjere jednake (Velichko i sur., 2018).

Filamentne cijanobakterije stvaraju nekoliko tvorbi ¢ija prisutnost, odnosno odsutnost, moze
posluziti kao determinacijsko svojstvo. Te tvorbe su hormogoniji, akinete, nekridije i aerotopi.
Hormogoniji su manji dijelovi trihoma koji se od njega odvajaju (Slika 4.), a nastaju stvaranjem
sluzavog sloja izmedu susjednih vegetativnih stanica ili odumiranjem stanica na dva mjesta u trihomu
(Komarek i Johansen, 2015b). Ti se dijelovi mogu kretati klizanjem te pokazuju pozitivnu fototaksiju
pa sluze za vegetativno razmnozavanje i rasprostranjivanje (Campbell i sur., 2015). Nekridije su
odumrle stanice u trihomu. Stani¢na smrt kod cijanobakterija moZze biti slucajna ili genetski regulirana
(Aguileraisur., 2021). Do regulirane stani¢ne smrti dolazi pri pojavi nepovoljnih okoli$nih uvjeta (R0SS
i sur., 2006) ili pri ulasku trihoma u odredeni Zivotni stadij, na primjer pri stvaranju hormogonija ili
heterocita (Hochman, 1997, Adamec i sur., 2005). Odumiranje cijanobakterijskih stanica moze imati
veliki znacaj za mikrobnu zajednicu nekog stanista, na primjer ako se dogodi tijekom cijanobakterijskog
cvjetanja pri ¢emu dolazi do naglog otpustanja toksina u staniste (Ross i sur., 2006). U procesu
odumiranja vegetativne stanice dolazi do raspadanja tilakoida i stani¢ne membrane, fragmentacije DNA,
povecanja stope razgradnje proteina te posljedi¢nog smanjivanja volumena stanice (Ding i sur., 2012).
Akinete su specijalizirane stanice koje sluze za prezivljavanje nepovoljnih uvjeta. Do diferencijacije

vegetativnih stanica u akinete dolazi pri pogorsanju okoli$nih uvjeta, na primjer pri nedostatku hranjivih
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tvari ili niskim temperaturama (Garg i Maldener, 2021). Akinete imaju deblju stani¢nu stijenku od
vegetativnih stanica te viSeslojnu ovojnicu. Ovojnica se sastoji od vanjskog homogenog polisaharidnog
sloja, sredi$njeg polisaharidnog sloja te unutrasnjeg glikolipidnog sloja, prisutnog samo kod akineta i
heterocita (Perez i sur., 2018). Akinete mogu biti mnogo veée od vegetativnih stanica te je zabiljeZeno
deseterostruko povecanje volumena tijekom diferencijacije vegetativne stanice u akinetu (Fay, 1969).
Tijekom procesa diferencijacije u vegetativnoj stanici se nakuplja glikogen, globule cijanoficina te
aminokiseline, a metabolizam joj se drasti¢no smanjuje (Perez i sur., 2016). Pri povratku povoljnih
okolisnih uvjeta u akinetama zapocCinje proces germinacije koji zavrSava probijanjem novonastalog
trihoma kroz njezinu ovojnicu. Kod nekih vrsta, npr. Nostoc punctiforme (Kiitzing 1841) Hariot 1891
sama se akineta dijeli te iz nje nastaje novi trihom (Perez i sur., 2018). Aerotopi su nakupine proteina
ispunjene zrakom koje smanjuju gustocu stanica i omogucuju njihovo plutanje ili dizanje na povrSinu
(Slika 4). Njihov raspored u stanici je karakteristiCan za neke rodove te moze posluziti u determinaciji

(Vidal i sur., 2021).
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Slika 3. Morfoloska svojstva trihoma vazna za identifikaciju: (a) razli¢iti oblici stanica i ruba trihoma, (b) oblici
izopolarnih i heteropolarnih trihoma, (c¢) op¢a morfologija trihoma, (d) poloZzaji heterocita u trihomu (preuzeto iz:
Vidal i sur., 2021).



Kod planktonskih filamentnih vrsta trihomi se nakupljaju u snopove ili grozdaste te okrugle
nakupine (Komarek i Johansen, 2015a). Filamenti u kolonijama benti¢kih vrsta mogu imati razli¢it
raspored, $to ovisi o vrsti sluzavog omotaca (Komarek i Johansen, 2015b). VaZzno determinacijsko
svojstvo filamentnih cijanobakterija je takoder i njihova pokretljivost. Filamenti koje ¢ini jedan trihom
imaju sposobnost kretanja klizanjem po podlozi (Komarek i Johansen, 2015b). Kretanje je uvijek
popraceno sekrecijom sluzavog materijala koji ostavlja trag iza trihoma. Sekreciju omogucuju posebne
stani¢ne strukture prisutne samo kod motilnih vrsta (Khayatan i sur., 2015), a stanice se kre¢u micanjem
proteinskih fibrila na svojoj povrsini (Adams i sur., 1999). Cijanobakterije se kre¢u pod utjecajem

brojnih okoli$nih ¢imbenika, od kojih se svjetlost smatra najvaznijim (Tamulonis i sur., 2011).

ik

Slika 4. Strukture filamentnih cijanobakterija vazne za determinaciju: (a) i (b) hormogoniji, (c) aerotopi i (d)
nekridije. Crvenom strelicom oznaceno je nastajanje hormogonija u trihomu, a plavim strelicama ve¢ odvojeni
hormogoniji. Zelenom strelicom oznacéene su nekridije.



1.3. Benticke cijanobakterije u Jadranskom moru

Benticke cijanobakterije dio su perifitona, zajednice mikroorganizama koju tvore razni
fotoautotrofni i heterotrofni prokarioti te mikroeukarioti unutar polisaharidnog matriksa te stvaraju
stratificirane obrastaje na stalno ili povremeno potopljenim povrSinama. U istom sloju obrastaja prisutne
su razliCite vrste cijanobakterija, na ¢iji sastav utjeCu abiotic¢ki ekoloski ¢imbenici poput vrste podloge,
svjetlosti (Ford i sur., 2021), temperature (Monteagudo i Moreno, 2016), koli¢ine hranjivih tvari (Bauer
i sur., 2023). Mikroorganizmi u obrastaju znatno ovise o fotosintetskoj aktivnosti cijanobakterija (Stal,
2012). Benticke cijanobakterije nastanjuju dijelove morskog litorala te slatkovodnih staniSta do kojih
dopire dovoljno svjetlosti. Dijele se prema tipovima povrSina koje nastanjuju, a te povr§ine mogu biti
¢vrste ili sedimentne, prirodne ili umjetne, kao i biljni i Zivotinjski makroorganizmi (He i sur., 2017;
Ford i sur., 2021).

Cijanobakterije se ne mogu strogo podijeliti na benticke i planktonske, jer postoje rodovi u
kojima se mogu naci vrste oba tipa, kao $to je Planktothrix (Pancrace i sur., 2017). Wood i suradnici
(2020) opisali su model zivotnog ciklusa benti¢kih cijanobakterija temeljen na saznanjima o
slatkovodnom rodu Phormidium i vrsti Phormidium autumnale Gomont 1892, te se u modelu razlikuju
razdoblja kolonizacije te rasta. Kolonizacija zapo¢inje kada filamenti neke vrste zauzmu novu povrsinu,
a slijedi ju razmnozavanje stanica i filamenata te Sirenje polisaharidnog omotaca. Nakon dugog
razdoblja rasta, obrastaji postaju vidljivi na makroskopskoj razini. U stanicama tada nastaju aerotopi te
se dio obrastaja izdiZe i odvaja djelovanjem uzgona ili toka tekucica. Odvajanje moze izazvati i sediment
nakupljen u obra$taju ili pomicanje sedimenta pod utjecajem toka. Ovaj se dio obrastaja prenosi i
kolonizira drugi dio litorala.

Benticke cijanobakterije u Jadranskom su moru uglavnom istrazivane u kontekstu antropogenog
utjecaja (Franzo i sur., 2014; Accoroni i sur., 2016; Malone i Newton, 2020), utjecaja njihove
proliferacije na ekosustav ili koriStenja za ljudske potrebe (Haberle i sur., 2020). Istrazivanja sastava
mikrofitobentosa Sjevernog Jadrana uglavnom su orijentirana na alge kremenjasice (Cibic i sur., 2012;
2022; Franzo i sur., 2014), a o bentickim cijanobakterijama zabiljezeni su samo podaci o njihovoj
prisutnosti, biomasi ili brojnosti. Na primjer, u petogodi$njem istrazivanju mikrofitobenti¢ke zajednice
Trsc¢anskog zaljeva, zabiljezeno je da su cijanobakterije ¢inile u prosjeku 2 % zajednice (Cibic i sur.,
2022), a u istrazivanju provedenom blizu Rovinja primijeceno je da su cijanobakterije bile jedne od
prvih kolonizatora umjetne povrsine postavljene u more (Mejdandzic¢ i sur., 2015).

Prva dva epilitska roda cijanobakterija Jadranskog mora, te dvije vrste unutar njih, opisani su jos$
1927. godine iz uzoraka mediolitorala istocnog Jadrana (Ercegovi¢, 1927). Ercegovi¢ 1931. godine
(Ercegovi¢, 1931) opisuje nove rodove Podocapsa i Brachynema (kasnije preimenovan u Ercegovicia)
te njihove dvije vrste, a 1932. jos dvije vrste (Ercegovic, 1932; Tablica 1.). Tijekom godina opisano je
i nekoliko endemskih vrsta Jadranskog mora, na primjer Adrianema adriaticum (Ercegovic) G.De Toni

1936, Dalmatella spp. i Voukiella rupestris Ercegovi¢ 1925. U zadnjih desetak godina provedeno je
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nekoliko istrazivanja usmjerenih na benti¢ke cijanobakterije Jadrana. Metabarkodiranjem uzoraka
sedimenta sredi$njeg i juznog Jadrana 2020. godine zabiljezene su dvije do tada nekultivirane grupe
cijanobakterija te 13 vec¢inom bentickih rodova, pri ¢emu su rodovi Xenococcus (filamentni) i
Pleurocapsa (kokoidni) bili prisutni u gotovo svim uzorcima (Kolda i sur., 2020). Rezultati analize
baterijskih zajednica obrastaja na i u stijenama s plaze Sakarun na Dugom otoku (sredi$nji Jadran)
pomoc¢u metode 16S RNA amplikonskog profiliranja te dodatne morfoloske analize svjetlosnim
mikroskopiranjem (Palinska i sur., 2017) ukazali su kako je 42 % sekvenci pripadalo cijanobakterijama,
a najveci postotak zauzimale su u donjem mediolitoralu. Red Pleurocapsales bio je dominantan medu
sekvencama cijanobakterija, a uglavnom se pojavljivao u epilitskim i endolitskim uzorcima
supralitorala. Samo oko 2 % sekvenci pripadalo je redovima Oscillatoriales i Nostocales, a oni su
prodirali dublje u stijene u mediolitoralnoj zoni. Zabiljezeno je 11 rodova cijanobakterija, a 12
morfotipova uspjesno je determinirano do razine vrste (Palinska i sur., 2017). Na istoj je lokaciji 2015.
godine napravljeno detaljno istrazivanje bioraznolikosti cijanobakterija molekularnim i morfoloskim
analizama u udubinama supralitorala povremeno ispunjenih slanom vodom, pri ¢emu je zabiljezeno
ukupno 29 rodova te 12 vrsta (Brandes i sur., 2015).

Morfoloskom analizom epilitske zajednice supralitoralne zone otoka Veruda (sjeverni Jadran) i
Ugljan (sredi$nji Jadran) odredene su cak 42 vrste (Vondraskova, 2017). Rod Hyella i vrsta
Gloeocapsopsis crepidinum (Thuret 1854) Geither ex Komarek 1993 pronadene su u najveéem broju
uzoraka s oba otoka, a druge vrste prisutne u veéini uzoraka bile su Solentia spp., Kyrtuthrix dalmatica
Ercegovic 1929 i Mastigocoleus testarum Lagerheim ex Bornet i Flahault 1886.

U Sjevernome Jadranu prouc¢avan je utjecaj proliferacije benti¢ke vrste dinoflagelata Ostreopsis
cf. ovata Fukuyo, 1981 na epifitski i epilitski mikrofitobentos na dubini oko 0,5 metara (Accoroni i sur.,
2016). Zabiljezene cijanobakterije, pripadnici reda Oscillatoriales i vrsta Spirulina sp., imale su najvecu
brojnost od svih prouéavanih skupina tijekom ljetnih mjeseci, ukljuujuéi za vrijeme proliferacije
dinoflagelata, dok su ostatak godine dominirale dijatomeje (Accoroni i sur., 2016). 1z povrSinskih
uzoraka uzetih s mjesta ispustanja otpadnih voda rafinerije nafte kod Urinja izolirane su vrste
Phormidium lucidum Kiitzing ex Gomont 1892, Spirulina subsalsa Oersted ex Gomont 1892 te rodovi
Neolyngbya i Pseudoanabaena (Haberle i sur., 2020).

Pregledom prijasnjih istrazivanja bentickih cijanobakterija Jadranskog mora moze se zakljuciti
da je sastav zajednica cijelog podrucja jos uvijek nedovoljno istrazen, a posebice nedostaju podaci

dobiveni koristenjem polifaznog pristupa koji ukljucuje morfolosku i molekularnu karakterizaciju.
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Tablica 1. Rodovi i vrste otkriveni na podru¢ju Jadranskog mora. Za svako je istrazivanje navedena koristena metodologija i podrudje istrazivanja. Rodovi oznageni zvjezdicom

(*) predstavljaju endeme Jadrana

rodovi/ vrste

podrucje

metodologija

izvor

Solentia intricata Ercegovic 1927; Solentia stratosa Ercegovic 1927

otoci Sulet, Ciovo te Sv.
Arandel (Solentia); okolica
Splita (Aspalatia)

morfoloski opis obrastaja

Ercegovi¢, 1927

Ercegovicia; Ercegovicia litoralis (Ercegovi¢) De Toni 1936; Hydropodocapsa
pedicellata (Ercegovi¢) Molinari i Guiry 2021; Podocapsa

Dalmacija

morfoloski opis obrastaja

Ercegovi¢, 1931

Aphanothece marina (Ercegovic 1932) Komarek i Anagnostidis 1995;
Saxicolea adriatica (Ercegovi¢) Molinari i Sanchez Ocharan 2021

Dalmacija

morfoloski opis obrastaja

Ercegovié, 1932

Arthrospira, Chroococcidiopsis, Cyanobacterium, Geminocystis, Hormoscilla,
Pleurocapsa, Synechococcus, Xenococcus

sredi$nji i juzni Jadran

metabarkodiranje

Kolda i sur., 2020

polifazni  pristup  (morfoloska

Chroococcidiopsis, Hormathonema, Hyella, Kyrtuthrix, Lyngbya, Mastigocoleus, Sakarun, Dugi otok determinacija i pirosekvenciranje Palinska i sur.,
Oscillatoria, Plectonema, Scytonema, Solentia ' 2017

gena za 16S rRNA)
Aphanocapsa, Aphanothece, Calothrix,  Chroococcidiopsis,Chroococcus,
Dermocarpella,Entophysalis, Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, polifazni  pristup  (morfoloska Brandes i sur
Halomicronema, Halothece, Hormathonema, Hyella, Kyrtuthrix, Leptolyngbya, | Sakarun, Dugi otok determinacija i pirosekvenciranje 2015 B
Mastigocoleus, Myxosarcina, Nostoc, Phormidium, Plectonema, Pleurocapsa, gena za 16S rRNA)
Pseudanabaena, Rivularia, Scytonema, Solentia, Synechococcus, Xenococcus
pripadnici reda Oscillatoriales, Spirulina sp. Portonovo, Italija morfoloska determinacija ?gfgronl I sur.,
Neolyngbya, Phormidium lucidum Kiitzing ex Gomont 1892, Pseudoanabaena, Kostrena (Rijeka) ggtl;arﬁ?riacija{)rilS;:Evenc(ﬁ%rjfeOI;Zlgz Haberle i sur.,
Spirulina subsalsa Oersted ex Gomont, 1892 2020

16S rRNA i regije ITS)

Aphanocapsa, Calothrix, Chlorogloea, Chroococcidiopsis, Chroococcus,
Cyanosaccus, Cyanosarcina, Cyanostylon, Entophysalis, Geitlerinema,
Gloeocapsa, Gloeocapsopsis, Hyella, Kyrtuthrix, Leibleinia, Mastigocoleus,
Nostoc,Pleurocapsa, Podocapsa, Pseudocapsa, Schizothrix, Scytonema, Solentia,
Synechocystis, Tapinothrix, Tryponema endolithicum*

Aphanothece, Oscillatoria, Rivularia

Scytonematopsis

Verudela i Ugljan

Ugljan

Verudela

morfoloska determinacija

Vondraskovd i
sur., 2017
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1.4. Cijanobakterije u epizoickim zajednicama biofilma morskih kornjaca

Mikrobiom je naziv za zajednicu mikroorganizama povezanih s organizmom domacinom,
ukljucujuéi njihove genome i metabolicke aktivnosti (Berg i sur., 2020). Mikrobiom Kkoji nastanjuje
povrsinu drugog organizma ili bazibionta naziva se mikroepibiom. Epibiont je pripadnik epibioma
(Downes i sur., 2023). Cijanobakterije su poznate sastavnice epibioma zivotinja (epizoicke
cijanobakterije) i biljaka (epifitske cijanobakterije).

Sastav epizoic¢kih zajednica morskih kraljeznjaka ovisi o brojnim ¢imbenicima, kao §to su vrsta i
staniSte domacina te njegove bioloske znacajke (Ross i sur., 2019). Mikrobiom se moze znatno
razlikovati medu pojedinim pripadnicima iste taksonomske skupine, ali je podudarnost izmedu vrste
domacdina i sastava epibioma zabiljezena U razliCitih razreda kraljeznjaka, na primjer kod sisavaca
(Apprill i sur., 2014), gmazova (Robinson i sur., 2016) i vodozemaca (Jani i sur., 2021). Dio epibioma
koji je zajednicki svim pripadnicima neke vrste nazivamo jezgrenim svojtama (eng. core taxa).

Istrazivanje mikrobioma kraljeznjaka unaprijedeno je razvojem molekularnih metoda pomocu
kojih je moguc¢e mnogo brze inventarizirati svojte mikroorganizama. Kod morskih kornjaca najvise je
istrazivan mikrobiom gastrointestinalnog trakta (Kuschke, 2022). U istrazivanjima epibioma naglasak
je na dijatomejama, dok su cijele zajednice ili druge sastavnice veoma rijetko proucavane. Epizoicke
cijanobakterije kornjata Sredozemnog mora istraZivane su uglavnom kao dio cjelokupne proucavane
mikrobne zajednice. Alduina i suradnici (2020) analizirali su zajednicu bakterija na kozi glavatih zelvi
nasukanih na obali Sicilije metodama sekvenciranja 16S rRNA gena te biokemijskim testovima, pri
¢emu su zabiljezili pripadnika rodove Aeromonas i Klebsiella. Kanjer i suradnici (2022) istrazili su
cjelokupni sastav epizoicke =zajednice koze 1 karapaksa glavatih Zelvi Mediteranskog mora
sekvenciranjem gena za 16S i 18S rRNA te utvrdili da se epibiom razli¢itih dijelova tijela kornjaca
razlikuje. Najbrojniji ~zabiljezeni razredi heterotrofnih bakterija bili Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteria i  Bacteroidia, a porodice Rhodobacteraceae, Moraxellaceae i
Pseudoalteromonadaceae. Razredi  Gammaproteobacteria i  Oligoflexia s  porodicama
Sedimenticolaceae i Saccharospirillaceae ¢inili su jezgrene svojte. Najbrojnije cijanobakterije bile su
Phormidesmiaceae i Paraspirulinaceae. Blasi i sur. (2021) koristili su kombinaciju morfoloske
determinacije i NGS-a (next generation sequencing) za inventarizaciju i analizu rasporeda epibiotickih
organizama na karapaksu glavatih zelvi Tirenskog mora. Najbrojnija je bila epizoi¢ka crvena alga roda
Polysiphonia, a pronadene su i tri vrste cijanobakterija: Scytonematopsis crustacea (Thuret ex Bornet i
Flahault) Kovaclik i Komarek 1988, Leibleinia gracilis (Rabenhorst ex Gomont 1892) Anagnostidis i
Komarek 1988 te Lyngbya sordida Gomont 1892.

Kanjer i sur. (2024) donose pregled epizoickih cijanobakterija karapaksa 28 nasukanih ili
ozlijedenih glavatih Zelvi razli¢itih dobnih skupina (od juvenilnih do odraslih jedinki) s podrucja istocne
obale Jadranskog mora. Uzorci s vecine jedinki kornjaca uzeti su pri dolasku u prihvatiliste, a s tri

jedinke uzorci su uzeti odmah na mjestu njihova pronalaska. Uzorkovani su i obrastaji u bazenima s
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kornjacama i s potopljenih kamenitih povrSina blizu prihvatilista kornjaca u Puli kako bi se njihov sastav
usporedio s epibiomom kornjac¢a. Sekvenciranjem gena za 16S rRNA iz uzoraka i usporedivanjem
dobivenih sekvenci s bazom podataka CyanoSeq (Lefler i sur., 2023), dobiven je popis vrsta prisutnih
na karapaksu te je podijeljen prema dobnim skupinama. Redovi Nodosilineales, Prochlorotrichales i
Chroococcales te rodovi Rhodoploca, Leptothoe i Cymatolege bili su zastupljeni s najve¢im brojem
sekvenci kada su se gledali svi uzorci zajedno. Sastav cijanobakterijske zajednice adultnih i subadultnih
jedinki statisticki se znacajno razlikovao od zajednice juvenilnih jedinki te je njegova raznolikost bila
veca. Autori rada iz dobivenih su podataka zakljucili da proucena zajednica cijanobakterija nije
specificna za glavate Zelve te da postoji velika vjerojatnost da se njezini pripadnici mogu naéi i u ostalim

morskim benti¢kim staniStima.
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Tablica 2. Rodovi i vrste otkriveni na morskim kornjatama Sredozemnog mora. Za svako su istrazivanje navedene informacije o kornjaéama (ako su bile dostupne), lokacije

pronalaska kornjaca te koriStena metodologija. Vazne napomene iz rada oznacene su zvjezdicama.

porodice: Nodosilineaceae***,
Prochlorotrichaceae, Pleurocapsaceae

svojte cijanobakterija dob kornjace dio tijela kornjacde :?Oiicj'ize pronalaska gje;gggakterija odredivanja izvor
rodovi: Arthrospira, Chroococcidiopsis,
Geitlerinema Leptolyngbya Limnothrix Jadransko more, Jonskq . Kanjer i sur

. y Lo " | N.A. karapaks i koza more, Egejsko more i | sekvenciranje gena za 16S rRNA B
Phormidesmis,  Phormidium,  Pleurocapsa, irensk 2022
Sericytochromatia Tirensko more
vrste: Scytonematopsis crustacea (Thuret ex
Bornet i Flahault) Kovalik i Komarek 1988;
Leibleinia gracilis (Rabenhorst ex Gomont NA karapaks Liparski otoci, Tirensko | morfoloska  determinacija i | Blasi i sur.,
1892) Anagnostidis i Komarek 1988; Lyngbya | P more sekvenciranje gena za 16S rRNA | 2021
sordida Gomont 1892
redovi: Stigonematales, Pseudanabaenales
Oscillatoriales, Spirulinales, Nodosilineales/ istodna obala Kanier i sur
Leptolyngbyales/ Oculatellales*; | subadultna karapaks morfoloska determinacija / N
Pseudanabenales/ Prochlorotrichales* Jadranskog mora 2024
rodovi**: Rhodoploca, Salileptolyngbya,
Picosynechococcus,  Odorella,  Leptothoe, istoéna obala Kanier i sur
Cymatolege, Myxosarcina adultne karapaks dransk sekvenciranje gena za 16S rRNA / B
porodice: Nodosilineaceae**, Jadranskog mora 2024
Prochlorotrichaceae, Pleurocapsaceae
rodovi: Rhodoploca**, Leptothoe, Cymatolege,
Salileptolyngbya, Picosynechococcus, Odorella, L L

) . . isto¢na obala L Kanjer i sur.,

Myxosarcina juvenilne karapaks K sekvenciranje gena za 16S rRNA
porodice: Nodosilineaceae**, Jadranskog mora 2024
Prochlorotrichaceae, Pleurocapsaceae
rodovi***:  Rhodoploca, Salileptolyngbya,
Odorella, Leptothoe, Cymatolege, istodna obala Kanjer i sur
Picosynechococcus, Odorella, Myxosarcina subadultne karapaks Jadranskog mora sekvenciranje gena za 16S rRNA 2024

* nije bilo moguce odrediti red pomo¢u morfologije

** jezgrene svojte
*** svojte prisutne kod 80% uzoraka
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1.5. Evolucija i filogenija cijanobakterija

Cijanobakterije spadaju medu najstarije organizme na Zemlji. Procjene pojave prvih oblika
fotolitoautotrofnih cijanobakterija (odvajanja od sestrinske skupine Vampirovibrionia), temeljene na
molekularnom satu, variraju izmedu 3.3 — 3.6 (Boden i sur., 2021) te 2.5 milijardi godina starosti (Shih
i sur., 2017). U tom dugom razdoblju postojanja nastanile su veoma razli¢ita stanista kojima su se morale
prilagoditi, ¢ime su razvile veliki broj raznolikih evolucijskih linija (Komarek, 2016).

Prvi pokusaji klasifikacije cijanobakterija datiraju joS§ iz kraja 19. stolje¢a (Bornet i Flahault,
1886; Gomont, 1893). Geitler (1925) je predlozio podjelu na sedam redova: Chroococcales,
Entophysalidales, Pleurocapsales, Dermocarpales, Siphononematales, Nostocales i Stigonematales.
Ovaj je sustav modificirao nekoliko puta u sljede¢ih 17 godina te se naposljetku 1942. godine odlucio
za Cetiri reda: Chroococcales, Dermocarpales, Pleurocapsales i Hormogonales (Komarek i sur., 2014).
Geitlerovi sustavi predmet su revizija drugih autora do dana$njeg dana (Komarek i sur., 2014; Strunecky
i sur., 2023). Rippka i suradnici (1979) predlazu podjelu cijanobakterija prema njihovoj morfologiji i
Zivotnom ciklusu koja nije u suglasju s tadasnjom taksonomijom pa redove zamijenjuju podsekcijama.
Podsekcije T i II predstavljaju jednostani¢ne vrste cijanobakterija. Podsekcija | sastoji se od
jednostani¢nih vrsta sfericnog, cilindricnog ili ovalnog oblika koje se razmnoZzavaju uobic¢ajenom
stanicnom diobom. Podsekcija II obuhvaca rodove koji se razmnozavaju ili isklju¢ivo visestrukom
diobom ili kombinacijom binarne i viSestruke diobe. Svi pripadnici ove skupine imaju dodatni sloj oko
vanjske stani¢ne membrane, a stanice ga mogu dobiti tokom viSestruke diobe, pri ¢emu nastaju
nepokretne beocite, ili nakon viSestruke diobe, pri ¢emu su beocite koje nastaju pokretne do njegove
pojave. Podsekcije 11, IV i V predstavljaju filamentne cijanobakterije, a glavne odlike na kojima se
temelji njihova podjela su razvoj heterocita i akineta u trihomu, koje se pojavljuju samo u podsekcijama
IV iV, te broj ravnina u kojima se zbiva dioba. Stani¢na dioba u podsekcijama Il i IV odvija se
iskljuéivo paralelno s uzduznom osi trihoma te su trihomi uvijek uniserijatni, dok se u podsekciji V
dioba moze odvijati u viSe ravnina te primarni trihom moze postati multiserijatan. Isto tako, akinete
podsekcije 1V klijaju u jedan trihom bez grananja, dok akinete podsekcije V mogu klijati u vise trihoma
razli¢itih smjerova rasta. U sve tri podsekcije pojavljuje se lazno grananje, a u podsekciji V kod vecine
je predstavnika prisutno pravo grananje. Sve tri podsekcije raznoZavaju se razvitkom hormogonija. Ovaj
je sustav klasifikacije uvrSten u Bergeyjev priru¢nik (Castenholz i sur., 2001).

Koristenjem opisanog sistema u znanstvenoj literaturi doSlo je do potrebe za njegovim
uskladivanjem sa klasicnom taksonomijom i Medunarodnim kodeksom nomenklature algi, gljiva i
biljaka, pri ¢emu je prve tri podsekcije polifiletskog podrijetla potrebno revidirati u monofiletske
skupine. Uz navedeno, razvoj molekularnih metoda omogucio je otkrivanje brojnih novih rodova i vrsti
cijanobakterija te dolazak do novih spoznaja o ve¢ poznatim svojtama, $to takoder zahtjeva
reklasifikaciju. Navedenim je analizama u nekih svojti i filogenetski potvrdeno prema morfologiji

pretpostavljeno monofiletsko podrijetlo (Orcutt i sur., 2002), a za neke je otkriveno da su polifiletske
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(Gugger i Hoffmann, 2004). Hoffmann i suradnici (2005) pokusavaju uskladiti morfologiju, citologiju i
filogeniju u jednu klasifikaciju pri ¢emu donose nekoliko vaznih zaklju¢aka. Prvo, tradicionalnu podjelu
svih cijanobakterija na kokoidne i filamentne zamjenjuju podjelom prema rasporedu tilakoida u cetiri
podsekcije: Synechococcophycidae i Oscillatriophycidae, koje se sastoje od filamentnih i kokoidnih
vrsta i polifiletskog su podrijetla, te Gloeobacteriophycidae i Nostochophycidae koje su monofiletskog
podrijetla. Nadalje, potvrduju monofiletsko podrijetlo heterocitnih cijanobakterija, ali otkrivaju
polifiletsko podrijetlo podsekcija IV i V. Rod Scytonema iz podsekcije V zato pridruzuju rodu
Nostocales iz podsekcije IV kako bi stvorili monofiletsku skupinu.

Sljedeca znacajna filogenetska revizija klasifikacije je ona Komareka i suradnika (2014), u kojoj
dodaju nove rodove i vrste. Njihovo filogenetsko stablo proizlazi iz sekvenci 31 proteina te na hjemu
odreduju nove redove koje pokusavaju prikazati i morfoloski. U ovom radu nije rijeSeno pitanje
polifiletskih skupina Synechococcales i Oscillatoriales. Sekvenciranjem gena za 16S rRNA i upotrebom
polifaznog pristupa u pokusajima klasifikacije cijanobakterija u razdoblju od 2014. do 2021. godine
otkriveno je vise od 80 novih rodova, pri ¢emu je utvrdeno kako je sistematika cijanobakterija prema
rasporedu tilakoida potpuno uskladena s filogenijom samo u skupina Gloeobacterales i
Geminocystaceae te da je raspored tilakoida homoplazija (Dvoiak i sur., 2014). Ove su probleme
pokusali rijesiti Strunecky i sur. (2023) te su predstavili najnoviju i trenutno vazecu klasifikaciju
temeljenu na sekvencama gena za 16S rRNA te dopunjenu morfoloskim znacajkama (Slika 5.) Za
predstavnike svojti uzeti su referentni sojevi gdje god je to bilo moguce, kako bi se u filogeniju mogla
integrirati i tradicionalna podjela te podaci dobiveni polifaznim pristupom. Koljenu Cyanophyta dodaju
razred nefotosintetskih bakterija Vampirovibriophyceae. Takoder razmjestaju i djelomic¢no rjeSavaju

pitanje problemati¢nih polifiletskih skupina (na primjer skupine Synechococcales).
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Slika 5. Trenutno vaZeca klasifikacija koju su opisali Strunecky i suradnici (2023) polifaznim pristupom: (a) filogenetsko stablo sa sekvencama gena za 16S rRNA, (b)
morfoloske znacajke pripisane izdvojenim porodicama i rodovima (preuzeto iz: Strunecky i sur., 2023).
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1.6. Uskladivanje tradicionalnog klasifikacijskog pristupa i filogenije

Tradicionalna Klasifikacija cijanobakterija bila je zasnovana na jednostavnom principu da su
predstavnici sli¢nih morfoloskih obiljezja grupirani zajedno. Tako su, na primjer, nastali redovi
Chroococcales i Oscillatoriales koji su predstavljali sve kokoidne cijanobakterije, odnosno filamentne
cijanobakterije bez mogucnosti stvaranja heterocita (Castenholz i sur., 2001). Takvi sustavi predstavljali
su hijerarhiju podrzanu razli¢itim evolucijskim teorijama, ali njihovi su autori samo pretpostavljali
monofiletsko podrijetlo redova. Razvitkom molekularnih metoda prvi se put pojavljuje moguénost
analize genetskog materijala te iSCitavanja evolucijske povijesti taksona iz njega. Tada pocCinje
prevladavati misljenje da bi se klasifikacijski sustavi trebali temeljiti na evolucijskim linijama (Komarek
i sur., 2014). Do danas nastaju brojni pokusaji da se ova dva sustava usklade, uz prethodno navedene
(Komarek i Anagnostidis, 1986; 1989; Moreira i sur., 2017). Revizija nastalih morfoloskih podjela
koristenjem modernih metoda otkrila je polifiletsko podrijetlo brojnih skupina (Ishida i sur., 2001; Yu i
sur., 2015; Raabova i sur., 2019), kao i da je veliki dio morfoloskih znacajki na kojima su se podjele
temeljile homoplazije ili su nastale horizontalnim prijenosom gena (Schirrmeister i sur., 2011; Dvoiak
i sur., 2014). Primjeri homoplazija koristenih u morfoloskim klasifikacijama su parijetalni raspored
tilakoida (Mares$ i sur., 2019) i pravo grananje (Gugger i Hoffmann, 2004).

Polifazna karakterizacija u opisivanje svojti cijanobakterija ukljucuje viSe metoda te sve
raspolozive kriterije, a kona¢an opis kombinacija je filogenije, morfologije, fiziologije i ekologije te
svojte (Komarek, 2016). Danas se smatra najboljim pristupom pri klasifikaciji nekog novootkrivenog
predstavnika cijanobakterija ili reviziji ve¢ postojecih skupina (Komarek, 2016; 2020; Roncero-Ramos
i sur., 2019; Ford i sur., 2021; Strunecky i sur., 2023). Glavna je prednost ovog pristupa moguénost
dodatnog utvrdivanja filogenetskih odnosa pridruzivanjem veéeg broja detaljnih i specifi¢nih znacajki
vZzanih za sistematiku pojedinih taksona, ¢ime se olak$ava determinacija i klasifikacija izolata iz prirode
(Gaget i sur., 2015; Strunecky i sur., 2023).

Potreba za koriStenjem vise tipova svojstava pri klasifikaciji cijanobakterija proizlazi iz osobine
brojnih vrsta ove skupine da se razlike u njihovu genotipu ne ocituju u morfologiji, a takve se vrste
nazivaju kripticnima. Situacija moZe biti i obrnuta te razlicite populacije iste vrste mogu morfoloski
izgledati dovoljno razli¢ito da ih se odvoji u nove vrste, a takve populacije nazivamo morfoskupinama
ili ekoskupinama. Sli¢na morfologija razli¢itih vrsta posljedica je njihove prilagodbe na sli¢ne okolisne
uvjete, a razli¢ita morfologija ili ekologija populacija iste vrste posljedica je prilagodbe na razlicite
okolisne uvjete. Primjeri kripti¢nih rodova su Synechococcus, Leptolyngbya, Phormidium, Anabaena
(Komarek, 2016).

Kako bi se mogla ispitati morfoloska, ekoloska, citoloska, biokemijska i fizioloSka svojstva
sojeva cijanobakterija, kao i izolirati potreban genetski materijal za filogenetsku analizu, nuzno je

pristupiti izolaciji i kultivaciji laboratorijskih sojeva (Temraleeva i sur., 2016).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je bio proSiriti postojece znanje o bentickim (epilitskim svojtama iz zone
supralitorala i mediolitorala) i epibiotskim cijanobakterijama isto¢nog Jadranskog mora koristeci
polifazni pristup te izolaciju laboratorijskih kultura.

Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja su:

1) Uspostavom monoklonalnih kultura proSiriti postoje¢e znanje o morfologiji, ekologiji i
filogeniji epilitskih cijanobakterija supralitorala i mediolitorala Jadranskog mora te epizoickih
cijanobakterija koje nastanjuju karapakse glavatih zelvi Mediteranskog mora.

2) Doprinijeti upotpunjavanju referentnih baza sekvenci gena za 16S rRNA i ITS regije
cijanobakterija radi preciznije determinacije sojeva izoliranih iz prirode.

3) Prosiriti postojeée znanje o izolaciji i kultiviranju sojeva cijanobakterija.

Postavljene su tri hipoteze koje odgovaraju predlozenim ciljevima istrazivanja:

1) U zoni supralitorala i mediolitorala Jadranskog mora s podruéja otoka Malog LoSinja bit ¢e
odredene jo§ nezabiljeZene svojte cijanobakterija.

2) Potvrdit ¢e se prisutnost svojti cijanobakterija u supralitoralu i mediolitoralu i na karapaksu
glavatih zelvi Mediteranskog mora zabiljeZenih u prijasnjim istraZivanjima.

3) Kuture cijanobakterija iz supralitorala i mediolitorala razlikovat ¢e se po morfologiji i

taksonomskoj pripadnosti od onih uzgojenih iz epizoickih obrastaja glavatih zelvi.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorkovanje

Za ovo je istrazivanje sakupljeno ukupno 16 uzoraka fotosintetskog biofilma u sklopu projekta

Hrvatske zaklade za znanost Mikrobiom glavate Zelve (Caretta caretta): uvid u epizoicke i endozoicke
zajednice — TurtleBIOME (UIP-2017-05-5635). Ukupno 8 uzoraka prikupljeno je s razli¢itih podloga

iz supralitoralne ili mediolitoralne zone otoka Malog LoSinja kao lako dostupnog, a u ovom smislu

neistrazenog podrudja, te 8 uzoraka s oklopa glavatih Zelvi nadenih u Jadranskom moru (Tablica 3.). Svi

su uzorci pohranjeni u plasti¢ne posudice volumena 50 mL s filtriranom morskom vodom te ¢uvani

izvan direktnog svjetla na sobnoj temperaturi do obrade i izolacije u laboratoriju.

Tablica 3. Tablica s oznakama i opisima uzoraka te datumima uzorkovanja. Za epilitske je uzorke navedena
lokacija s koje su uzeti, a za epizoi¢ke lokacija pronalaska kornjace s koje su uzeti. Navedena je duljina oklopa
svake kornja¢e. CCL = curved carapace length (duljina karapaksa).

oznaka | Tip . Iokac!J_a uzorkovanja/ datum uzorkovanja | detaljni opis uzorka/zivotinje
uzorka | staniSta lokacija pronalaska
... .| uvala Valdarke, Mali Losinj, . .
ML1 epilitski 44.527201, 14.480291 11.7.2023. crni obrastaj
... .| uvala Valdarke, Mali LoSinj, . .
ML2 epilitski 44.527201, 14.480291 11.7.2023. kamen sa zelenim obrasStajem
... .| uvala Valdarke, Mali LoSinj, . _
ML3 epilitski 44.527201, 14.480291 11.7.2023. kamen sa zelenim obrastajem
... .| uvala Valdarke, Mali LoSinj, mulj sa zelenim obrasStajem u
MLA | epilitski | 4 527001, 14.480291 11.7.2023. supralitoralnoj lokvi
... .| uvala Valdarke, Mali LoSinj, v .
ML5 epilitski 44.527201, 14.480291 11.7.2023. obrastaj na stijeni
... .| uvala Valdarke, Mali LoSinj, v .
ML6 epilitski 44.527201, 14.480291 11.7.2023. obrastaj na stepenicama
... .| uvala Valdarke, Mali LoSinj, . e
ML7 epilitski 44.527201, 14.480291 11.7.2023. kamen sa zelenim obraStajem
... | uvala Veli Zal, Mali Loginj, v .
ML8 epilitski 44.524303, 14.457900 12.7.2023. obrastaj na stijeni
C ey o . . glavata zelva Silvia (1D132),
TB245 | epizoicki | Liznjan, Istarska Zupanija 3.4.2023. duljina oklopa CCL = 27 cm
C e . cr e glavata zelva Anika/ 1D130,
TB241 | epizoicki | luka Sv. Martin, Mali Losinj | 3.4.2023. duljina oklopa CCL = 60 cm
C S e glavata zelva Tin/ ID131, duljina
TB243 | epizoicki | Mali LoSinj 3.4.2023. oklopa CCL = 39 cm
. ... | Sisan, Svetica, Istarska glavata zelva Claudio/ 1D134,
TB249 | epizoicki Zupanija 3.4.2023. duljina oklopa CCL =35 cm
glavata zelva Karlo Heinz/
TB237 | epizoicki | Rovinj 3.4.2023. ID128, duljina oklopa CCL = 38
cm
C s S e glavata zelva Otto/ ID129,
TB239 | epizoicki | Mali LoSinj 3.4.2023. duljina oklopa CCL = 50 cm
C s . i glavata zelva Jerko/ ID133,
TB247 | epizoicki | Park prirode Telas¢ica 3.4.2023. duljina oklopa CCL = 31,5
TB251 | epizoicki | luka Sv. Martin, Mali Loginj | 3.5.2023. glavata Zelva CC Losinj 2305,
nepoznata duljina oklopa
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Uzorci iz supralitorala i mediolitorala sakupljeni su s ¢vrstih kamenih podloga gdje je dio
mikrobnih obrastaja sastrugan dzepnim nozi¢em ili je prikupljen kamengi¢ s obrastajem. S pomi¢nih

podloga je sakupljen dio mulja s vidljivim zelenim obrastajem (Slika 6., Tablica 3.).

. v “ 3"
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Slika 6. Staniste (a) s kojeg je uzorkovan uzorak ML4 (Uvala Valdarke, Mali LoSinj) i (b) detalj zelenog obrastaja
supralitoralnih stijena.
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Epizoicki uzorci su prikupljeni sa sedam jedinki glavatih zelvi smjestenih u Centru za oporavak
morskih kornja¢a u Akvariju Pula i jedne iz instituta Plavi svijet u Malom Losinju. Uzorci biofilma
prikupljeni su pomocu Cetkice za zube s cijele povrSine karapaksa (

Slika 7., Tablica 3.). Detaljni podaci o individualnim kornja¢ama za sve jedinke su navedeni u
Prilozima, u Tablici S2.

= R R ':,--"\'x.;- .d - _
Slika 7. Primjer uzorkovanja mikrobnog obrastaja s karapaksa glavatih zelvi pomocu sterilne ¢etkice u sklopu
projekta TurtleBIOME.
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3.2. Izolacija cijanobakterijskih sojeva i uspostavljanje monokultura

Tijekom obrade prikupljenih uzoraka u laboratoriju primijenila sam niz radnji kako bih
uspostavila monokulturu odredenog cijanobakterijskog soja. Osnovni slijed koraka koje sam primijenila
za svaki uzorak je: 1) priprema hranjive podloge za cijanobakterije MN i BG-11/ BG-11, (Prilog,
Tablica S1.), 2) dodavanje odredenog volumena uzorka u hranjivu podlogu, 3) tretiranje uzorka
otopinom cikloheksimida za uklanjanje eukariotske kontaminacije (Foster i sur., 2022), 4) inokuliranje
dobivene mijeSane cijanobakterijske kulture na ¢vrstu podlogu, 5) izolacija jednog filamenta u tekucéu
podlogu te 6) izolacija narasle monokulture u veéu bocicu za rast. Sve izolirane kulture drzala sam u u
komori za rast biljnih kultura na Zavodu za molekularnu biologiju PMF-a, u uvjetima 16 sati svjetla i 8
sati mraka (Lorenz i sur., 2005), na temperaturi od 22 °C, te sam ih pregledavala binokularnim invertnim
svjetlosnim mikroskopom Olympus CX41 pod povec¢anjem od 100x (200x% ili 400x u slu¢aju potrebe

za detaljnijim pregledom kulture) svakih 1 do 4 tjedana kako bih pratila njihov rast.

j‘“"’"
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Slika 8. Uspostavljanje monokultura cijanobkterija: (2) izolacija jednog filamenta iz mijeSane kulture na krutoj

hranjivoj podlozi, (b) sve uspostavljene monokulture u bo¢icama za rast

Prvi korak bio je priprema hranjive podloge namijenjene specifi¢no za podrzavanje rasta i razvoja
cijanobakterija. MN tekucu hranjivu podlogu volumena 1000 mL napravila sam prema standardnom
protokolu (Prilog, Tablica S1.; Rippka i sur., 1979). Tekucu hranjivu podlogu BG-11/ BG-11, volumena
1000 mL napravila sam prema protokolu takoder opisanom u Rippke i sur. (1979), uz dodavanje 35 g
akvarijske soli (Prilog, Tablica S1.). Pri izradi ¢vrste podloge finalne koncentracije 1.5 % agara, prvo
sam pripremila 2x koncentrirani teku¢i medij BG-11/ BG-11, (500 mL) te 3 %-tnu otopinu agara (7,5 g
agara u 250 mL destilirane vode). Nakon autoklaviranja ovih otopina, regulacije njihove pH na neutralnu
vrijednost te hladenja na oko 50 °C, pomijesala sam 250 mL svake (Allen, 1968). Nastalu otopinu izlila
sam u sterilne Petrijeve zdjelice promjera 60 mm. Podloge su se hladile u komori s laminarnim
strujanjem zraka pod UV svjetlom dok nisu oévrsnule, oko 20 minuta. Pri izradi ¢vrste podloge s
cikloheksimidom, otopinu cikloheksimida koncentracije 20 mg/uL dodala sam nakon mije$anja dviju

otopina u razli¢itim volumenima.

23



Drugi korak uspostavljanja laboratorijskih monokultura, obogac¢ivanje, ukljucuje prebacivanje
manjeg volumena svakog pocetnog uzorka u MN hranjivu podlogu kako bi se potakao rast stanica te
kako bi izrasla mijesana kultura. Ovaj korak zasniva se na principu da ¢e prebacivanje okoli$nog uzorka
u hranjivu podlogu napravljenu za rast upravo cijanobakterija poboljsati rast cijanobakterijskih stanica
kako bi njihova izolacija bila olaksana u daljnjim koracima. Pri tome sam napravila Sest razrjedenja
uzoraka TB245, TB241, TB243, TB249, TB237, TB239 i TB247, od 10x do 10°%x, te dva razrjedenja
uzorka TB251, od 10x i 100x (Prilog, Tablica S3., Slika S1.). Naknadno sam manji volumen svakog
pocetnog uzorka prebacila i u tekuce hranjive podloge BG-11/ BG-11, kako bih usporedila u kojem ¢e
se od svih triju hranjivih podloga razviti najgusce kulture (Tablica 4.; Prilog, Tablica S3., Slika S1.).

Tre¢i korak je uklanjanje kontaminacije u obliku nezeljenih mikroeukariotskih organizama kao
Sto su gljivice i heterotrofni flagelati (Prilog, Tablica S3., Slika S1.). Kulture u teku¢em mediju u kojima
su primijeceni Zivi eukariotski organizmi tretirala sam cikloheksimidom (Sigma-Aldrich), koji djeluje
kao inhibitor sinteze proteina u eukariotskim stanicama, kako bi u njima ostale samo cijanobakterije. Pri
tome sam dio kulture presadila u novu tekucu ili ¢vrstu hranjivu podlogu s razli¢itim koncentracijama
cikloheksimida. Isprobane su koncentracije od 0,1 mg/mL do 0,5 mg/mL, a najvec¢i uspjeh pokazivala
je primjena otopine najveée koncentracije. Sva sam presadivanja vrSila u laminaru prethodno
steriliziranom UV svjetlos¢u (najmanje 15, a najvise 45 minuta) te dezinficiranom 70 %-tnim etanolom
(Kawachi i Noél, 2005). Pri presadivanju uzela bih dio dovoljno razvijene kulture sterilnom plasti¢cnom
pipetom te ga prebacila u sterilnu jaZicu s hranjivom podlogom koja je sadrzavala cikloheksimid (Lorenz
i sur., 2005).

U Cetvrtom koraku sakupila sam dio svake izrasle kulture s dna jazice ili Petrijeve zdjelice
plastiénom ezom te vrh eze razmazala po krutoj hranjivoj podlozi (Prilog, Tablica S3., Slika S1.; Lorenz
i sur., 2005). Cilj ovog koraka je bio dobiti razlucene pojedina¢ne filamente cijanobakterija na krutoj
hranjivoj podlozi.

Peti korak je izolacija pojedinac¢nog filamenta s krute podloge u teku¢u. Nakon umnazanja stanica
i razvijanja mijeSane kulture na krutoj podlozi u njoj je bilo moguce svjetlosnim mikroskopom
(Olympus CX41) vidjeti pojedina¢ne filamente razlicite debljine (Slika 8.) te izolirati pojedinacni u
teku¢i medij. To je ukljucivalo pronalazenje $to tanjeg i izoliranijeg filamenta te njegovo skupljanje
vrhom sterilizirane laboratorijske iglice. Vrh bih prebacila u teku¢i medij u sterilnoj jaZici/ Petrijevoj
zdjelici te nekoliko puta lagano istrljala o rub jazice/ zdjelice kako bi filament ispao s njega, a zatim ga

sterilizirala nad plamenikom prije sljedece izolacije (Prilog, Tablica S3., Slika S1.).

Zavrs$ni Korak je izolacija dobivene monokulture u bocicu za stani¢ne kulture ve¢eg volumena za
sakupljanje biomase. Kada bi u sterilnoj jazici/ Petrijevoj zdjelici izrasla monokultura prekrila cijelo ili
veéinu dna jaZice/ Petrijeve zdjelice, sterilnom plastiénom pipetom uzela bih oko 2 mL biomase te
presadila u bocicu za rast kultura volumena 50 mL, napunjenu s oko 20 mL tekuce hranjive podloge
(Slika 8., Tablica 4.; Prilog, Tablica S3., Slika S1.)

24



Tablica 4. Informacije o uvjetima uzgoja monokultura, sakupljanju biomase, ekstrakciji DNA i sekvenciranju DNA

broj dana izmedu

. . datum izolacije datum . ; o ukljucene u
. optimalni . o DNA datum ekstrakcije izolacije monokulture | ..
ID soja uzorak - monokulture u posudicu | sakupljanja . . - filogenetsku
medij - ekstrahirana DNA u bocicu za rast i 4
zarast biomase " analizu
ekstrakcije DNA
22.11.2023.
PMFCY016 | ML4 | BG-11M 10.10.2023 10 12 2023, + 23.11.2023. 44 +
PMFCYO017 | ML4 | BG-11M 10.10.2023 22.11.2023. + 23.11.2023. 44
PMFCY018 | ML4 | BG-11M 10.10.2023 22.11.2023. + 23.11.2023. 44 +
PMFCY019 | ML4 | BG-11M 10.10.2023 19.12.2023. + 23.11.2023. 44 -
PMFCY020 | ML4 | BG-11M 10.10.2023 19.12.2023. + 23.11.2023. 44 +
PMFCY021 | ML5 | BG-11M 10.10.2023 22.11.2023. + 23.11.2023. 44 +
PMFCY022 | ML5 | BG-11M 10.10.2023 22.11.2023. + 23.11.2023. 44 +
PMFCY023 | ML5 | BG-11M 10.10.2023 22.11.2023. + 23.11.2023. 44 +
PMFCY024 | ML4 | BG-11M 1.12.2023 19.12.2023. + 6.2.2024. 66 +
19.12.2023.
PMFCY025 | ML4 | BG-11M 1.12.2023 + 6.2.2024. 66 +
22.1.2024.
19.12.2023.
PMFCY026 | ML4 | BG-11M 1.12.2023 + 6.2.2024. 66 +
22.1.2024.
PMFCY027 | ML4 | BG-11M 1.12.2023 19.12.2023. + 6.2.2024. 66 +
19.12.2023.
PMFCY028 | ML2 | BG-11M 1.12.2023 + 6.2.2024. 66 +
22.1.2024.
19.12.2023.
PMFCY029 | ML2 | BG-11M 1.12.2023 + 6.2.2024. 66 +
22.1.2024.
19.12.2023.
PMFCY030 | ML2 | BG-11M 1.12.2023 + 6.2.2024. 66 +
22.1.2024.
PMFCY031 | ML2 | BG-11M 1.12.2023 19.12.2023. - / / -
PMFCY032 | ML2 | BG-11M 1.12.2023 19.12.2023. - / / -
PMFCY033 | ML6 | BG-110M 1.12.2023 22.1.2024. 6.2.2024. 66
PMFCY034 | ML6 | BG-110M 1.12.2023 22.1.2024. 6.2.2024. 66
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Tablica 4. nastavak

. . datum izolacije datum . broj dana izmedu ukljucene u
ID soja uzorak Opt".‘?a'“' monokulture u posudicu | sakupljanja DNA . datum ekstrakcije izolacije soja i filogenetsku
medj za rast biomase ekstrahirana DNA ekstrakcije DNA analizu
19.12.2023.
PMFCYO035 | ML6 BG-110M 1.12.2023 + 6.2.2024. 66 +
22.1.2024.
PMFCY036 | ML8 BG-110M 1.12.2023 22.1.2024. + 6.2.2024. 66 +
PMFCY037 | ML8 BG-110M 1.12.2023 / - / / -
PMFCYO038 | ML4 BG-11M 10.10.2023 27.2.2024. + 28.2.2024. 139 +
PMFCYO039 | ML4 BG-11M 10.10.2023 / - / / -
PMFCY040 | ML4 BG-11M 19.12.2023 22.1.2024. + 6.2.2024. 48 +
PMFCY041 | ML4 BG-11M 19.12.2023 22.1.2024. + 6.2.2024. 48 +
PMFCY042 | ML4 BG-11M 19.12.2023 22.1.2024. + 7.2.2024. 49 +
PMFCY043 | ML1 BG-11M 19.12.2023 26.1.2024. + 7.2.2024. 49 +
PMFCY044 | ML1 BG-11M 19.12.2023 26.1.2024. + 7.2.2024. 49 +
PMFCY045 | ML1 BG-11M 19.12.2023 26.1.2024. + 7.2.2024. 49 +
PMFCY046 | ML5 BG-11M 10.1.2024 26.1.2024. + 7.2.2024. 28 +
PMFCY047 | TB245 | BG-11M 10.1.2024 26.1.2024. + 7.2.2024. 28 +
PMFCY048 | TB245 | BG-11M 10.1.2024 26.1.2024. + 7.2.2024. 28 +
PMFCY049 | TB251 | BG-11M 10.1.2024 26.1.2024. + 7.2.2024. 28 +
PMFCYO050 | TB251 | BG-11M 10.1.2024 26.1.2024. + 7.2.2024. 28 +
PMFCYO051 | TB251 | BG-11M 10.1.2024 26.1.2024. + 7.2.2024. 28 +
PMFCYO052 | TB251 | BG-11M 10.1.2024 26.1.2024. + 7.2.2024. 28 +
PMFCY053 | ML8 BG-110M 10.1.2024 12.2.2024. + 12.2.2024. 33 +
PMFCY054 | ML8 BG-110M 10.1.2024 12.2.2024. + 12.2.2024. 33 +
PMFCYO055 | TB251 | BG-11M 7.2.2023 27.2.2024. + 28.2.2024. 21 -
PMFCY056 | TB237 | BG-11M 7.2.2023 12.2.2024. ¥ %ﬁjﬁjigﬁiﬁl 22 i
PMFCYO057 | TB251 | BG-11M 7.2.2023 27.2.2024. 28.2.2024. 22 -
PMFCYO058 | TB251 | BG-11M 7.2.2023 27.2.2024. 28.2.2024. 22 -
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3.3. Morfoloske, molekularne i filogenetske analize izoliranih sojeva

Morfoloska analiza monokultura ukljucivala je njihovo opisivanje i fotografiranje na
makroskopskoj i mikroskopskoj razini. Razvijene monokulture u boc¢icama fotografirala sam pomocu
kamere na mobitelu (model Samsung Galaxy A51) te sam zabiljezila sljede¢a makroskopska svojstva:
homogenost obrastaja, vidljivost filamenata u obrastaju, boju i nacin rasta obrastaja (uz podlogu ili
plutajué¢i). Trihome sam promatrala pomoc¢u Zeiss Axio Imager.A2 svjetlosnog mikroskopa i
fotografirala kamerom Axiocam 305 i softverom ZEN Blue, na povecanjima od 200x, 400x te 1000x.
Zabiljezila sam sljede¢e znacajke trihoma svakog soja kljuéne za morfolosku determinaciju: oblik,
homocisti¢nost, simetriju polova, boju, oblik stanica, duljinu i Sirinu stanica, oblik apikalne stanice,
prisutnost nekridija, grananja, heterocista, kaliptre i akineta te raspored tilakoida. Svakom sam soju
izmjerila duljinu i Sirinu 30 stanica, na 5 do 13 razli¢itih trihoma, u softveru ZEN Blue te odredila
srednje vrijednosti uzetih mjera u programu Microsoft Excel. Sojevi koji su dijelili iste ili sli¢ne
odredene znacajke grupirani su u morfotipove.

Za izolaciju DNA bilo je potrebno sakupiti minimalno 250 mg biomase svake monokulture.
Biomasu bih skupila nakon §to bi obrastaj pokrio cijelo dno bocice za rast, a prije nego je primije¢eno
starenje kulture, to¢nije 21 do 139 dana nakon pocetne izolacije monokulture u bo¢icu za rast, 0vVisno o
soju (Tablica 4.). Manji volumen svake kulture prebacila bih u novu bocicu (oko 2 mL materijala u oko
20 mL medija) ili Falcon plasti¢nu epruvetu (oko 1 mL materijala u oko 7 mL medija), a ostatak bih,
dio po dio, sastrugala s dna posudice. Sastrugani bih dio biomase prebacila u Eppendorf mikroepruvetu
volumena 2 mL sterilnom plasticnom pipetom te centrifugirala (centrifuga Fisherbrand accuSpin
Micro21) 1 minutu na 10 000 g. Nakon centrifugiranja, odbacila bih supernatant iz mikroepruvete, a u
slobodan prostor prebacila bih sljede¢i sastrugani dio biomase. Opisane sam korake ponavljala dok
nisam prikupila svu biomasu iz bog¢ice. Prikupljeni uzorci biomase cijanobakterija pohranjeni su na —
20 °C u Eppendorf epruvetama.

Ukupnu DNA iz uzoraka ekstrahirala sam prema standardnom protokolu proizvoda¢a QIAGEN
pomoc¢u DNeasy PowerSoil Kit, s nekoliko modifikacija: centrifugiranje od 30 sekundi produljeno je na
1 minutu, otopina C4 dodana je u mikroepruvetu u dva navrata, prvo 900 pL pa 300 uL, a nakon svakog
je odraden sljede¢i korak, te je dodano 50 pL otopine C6 umjesto 100 pL. Pri radu s vise od 12 uzoraka
vrijeme vorteksiranja mikrotubica u horizontalnom poloZaju povecala sam na 20 minuta. Ekstrahirana
DNA ¢uvana je na— 20 °C. Detaljnije informacije o prikupljanju biomase i ekstrakciji DNA opisane su
u Tablici S2. Datumi ekstrakcije DNA pojedinog soja, kao i sojevi za koje ekstrakcija nije bila moguca,
navedeni su u Tablici 4. te u Tablici S3.

Lan¢anom reakcijom polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) u uredaju Techne
Prime Thermo Cycler umnozila sam segment 16S-23S duljine oko 1800 pb koji ukljucuje dio gena za

16S rDNA te ITS regiju (Ruocco i sur., 2018). U PCR reakcijama Koristila sam par pocetnica 27F i
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23S30R. Imena pocetnica koristenih za PCR, njihove sekvence te dijelovi DNA za koje se vezu navedeni

su u Tablici 5.

Tablica 5. Pocetnice koriStene za sekvenciranje DNA, njihove sekvence te brojevi nukleotida u smjeru 5° — 3’na
koje vezu.

pozicija na 16S rRNA

ime pocetnice | sekvenca (5’ —3’) bakterije E. coli Literatura

27F* AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-27 Casamatta i sur., 2003
23S30R* CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT | 52-30 Taton i sur., 2003
359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG 359-378 Niibel i sur. 1997
979F CGATGCAACGCGAAGAAC 962 -979 Hrouzek i sur.. 2005
1092R GCGCTCGTTGCGGGACTT 1109-1092

1492R TACCTTGTTACGACTT 1507-1492 Muyzer i sur., 1995

*pocetnice koristene u lanc¢anoj reakciji polimeraze

PCR reakcijska smjesa volumena 50 pL sadrzavala je sljedece volumene reagensa: 22 uL dH-0,
0,5 uL otopina pocetnica koncentracija 0,2 uM, 25 uL Takara Emeraldamp Master Mixa i 2 pL izolirane
DNA. Pocetna denaturacija odvijala se 10 minuta na 94 °C, a umnazanje ciljnog DNA segmenta odvijalo
se u 35 ciklusa od kojih se svaki sastojao od sljedecih koraka: 45 sekundi denaturacije DNA na 94 °C,
45 sekundi prianjanja pocetnica na 52 °C te 2 minute sinteze novih lanaca DNA na 72 °C. Konaé¢na
sinteza, to jest elongacija novih lanaca DNA odvijala se 7 minuta na 72 °C.

Kako bih provjerila uspjesnost umnazanja DNA, produkte PCR-a vizualizirala sam u 1 %-tnom
agaroznom gelu elektroforezom. Za pripremu gela od 22 jazice, u 35 mL pufera TAE 1x dodala sam
0,35 g agaroze te dobivenu otopinu zagrijavala u mikrovalnoj peénici dok se agaroza nije otopila, a
zatim ostavila u kalupu 20 minuta kako bi se stvrdnula. U svaku sam jazicu dodala 5 pL otopine s PCR
produktima. Elektroforeza se odvijala na gelu uronjenom u pufer TAE 1x na 100V 20 minuta. Gel sam
nakon elektroforeze na 20 minuta uronila u otopinu Midori Green boje u puferu TAE 1x (60 pL boje u
300 mL pufera). DNA na gelu vizualizirana je pod UV svjetlom.

Uzorke s uspjesno amplificiranom DNA procistila sam pomoc¢u kompleta i prema protokolu
Macherey-Nagel NucleoSpin Gel PCR Clean-up, s jednom modifikacijom: za eluciju DNA dodala sam
50 pL pufera NE. U 5 pL procis¢enih PCR produkata uzorka dodala sam 5 pL otopine pocetnica u
koncentracijama od 5 do 10 pM. Svaki je uzorak pomijesan sa svakom pocetnicom navedenom u Tablici
5. te poslan na Sanger sekvenciranje u komercijalnu tvrtku za usluge sekvenciranja Macrogen.

Dobivene sekvence svakog soja obradila sam u programu Geneious Prime (Graphstats
Technologies), a nadalje je opisan proces obrade sekvenci jednog zasebnog soja, u dva koraka. Prvo
sam svakoj sekvenci odrezala krajeve s bazama niske kvalitete (nejasnih signala na elektroferogramu).
Zatim sam sekvence poredala prema mjestima poklapanja (eng. assembly) tako da dobijem skupnu

sekvencu (sve sekvence soja koji se obraduje spojene u jednu) cijele ciljane regije (eng. contig). Pri
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tome sam pazila da je smjer Citanja svih sekvenci tocan. Ciljana regija sastojala se od dva markera —
gena za 16S rRNA te regije ITS. Svaka skupna sekvenca podijeljena je na ova dva markera. Drugi korak
uklju¢ivao je BLAST pretrazivanje baze podataka NCBI Gen Bank (Nucleotide collection) modelom
Megablast u programu Geneious Prime. Pretrazivala sam koristec¢i skupnu sekvencu cijele ciljane regije,
samo gena za 16S rRNA te samo ITS regije te u svakom pretrazivanju dobila deset rezultata.

Nakon dobivanja rezultata pretrazivanja, sekvence svih sojeva obradivala sam zajedno. Prvo sam
napravila dvije velike skupine sekvenci: a) skupne sekvence gena za 16S rRNA svih sojeva grupirane
sa rezultatima pretrazivanja svih sojeva u kojima se koristila ova regija i b) skupne sekvence regije ITS
svih sojeva grupirane s rezultatima pretraZivanja svih sojeva u kojima se koristila ova regija. Svakoj su
od skupina dodane sekvence tipi¢nih predstavnika razli¢itih rodova cijanobakterija. Zatim sam napravila
poravnanje svih sekvenci u skupini, za obje skupine. Za poravnanje sam Koristila program Clustal
Omega (Madeira i sur., 2024). 1z poravnanja su izradena ogledna filogenetska stabla (svako za jednu
skupinu) te su ona kori$tena za daljnju analizu. Napravila sam dva stabla metodom FastTree s modelom
supstitucije nukleotida General Time Reversible. Finalno filogenetsko stablo izradeno je u programu
IQTREE2 (Minh i sur., 2020), koriste¢i metodu najveée sli¢nosti (ML — maximum likelihood).
Supstitucijski model ispitan je programskim dodatkom ModelFinder te je koristen model supstitucije
TIM3e+R6. Ultrafast bootstrap metoda je koristena sa 1000 ponavljanja (Hoang i sur., 2018). U
konaénoj filogenetskoj analizi odluc¢ila sam koristiti samo gen za 16S rRNA zbog bolje podrzanosti

stabla te nedostatnog broja ITS sekvenci u referentnim bazama podataka.
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4. REZULTATI
4.1. Morfoloska karakterizacija izoliranih sojeva cijanobakterija

U ovom radu uspjesno su izolirana 34 soja cijanobakterija, 28 iz epilitskih i 6 iz epizoickih
uzoraka. Opisana je morfologija stanica i kolonija te su svi sojevi fotografirani pod svjetlosnim
mikroskopom. Sojevi su grupirani zajedno ako su imali slicne morfoloske znacajke u sljede¢im
kategorijama: obliku i polarnosti trihoma, boji trihoma, vrstama stanica u trihomu (homocitni ili
heterocitni), konstrikciji, veli¢ini i obliku stanica, obliku apikalne stanice, tipu ovojnice, mobilnosti te
boji obrastaja. Izdvojena su cetiri morfoloska tipa koja su izolirana sa sli¢nih staniSta (Tablica 6.).
Morfoloske skupine u potpunosti se poklapaju s filogenetskim skupinama na dobivenom stablu te je

svaka odvojena filogenetska skupina okarakterizirana odredenim morfoloskim svojstvima.
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Tablica 6. Cetiri prepoznata morfotipova s opisom zajednickih znacajki.

.| Oblik i boja Polarnost Prisutnost _— . . Tip Mobilnost Boja Prirodni
Morfotip | .. - - Konstrikcija | Oblik stanica . . Y o
trihoma trihoma heterocita ovojnice trihoma obrastaja okoli$
sporo klizanje
e e negativna -
e e . cilindri¢ne, (neg Ll epilitske u
cilindri¢ni, ravni fototaksija) ili .
o . uglavnom . S zoni
ili blago valoviti, | . . 2 . tanka i originalno tamnozeleno . .
1 . izopolarni ne blaga izodijamerne; ) . L supralitorala i
dugacki, . : Cvrsta StaniSte - tirkizna -
. apikalna stanica mediolitorala
tamnozeleni PN lateralno
hemisferi¢na S mora
pomicanje
vrhova trihoma
izodijamerne s
manjim varijacijama
o u objema osima, epilitske u
dugacki, veoma o .
. - cilindri¢ne ” . L tamnozelena | zoni
tanki, ravni ili . . . . . . Siroka i nije primijeceno . .
2 - izopolarni ne monoliformni | zaobljenih polova; - . s tamnijim supralitorala i
zavojiti, : . Cvrsta kretanje . -
. apikalne stanice se nakupinama mediolitorala
tamnozeleni L
ne razlikuju od mora
ostalih ili su
hemisferi¢ne
.. . diskoidne, smanjuju
duljina varira,
o se prema
ravni, suzavaju se . L o, . -
terminalnom kraju; Siroka i epilitske u
od bazalnog - . . N .
bazalne ili stanice terminalnog Cvrsta, L zoni
prema s L S 2 .. | nije primije¢eno . .
3 . heteropolarni | interkalarne, | izrazena kraja cilindri¢ne i zaobljena ili . tamnozelena | supralitorala i
terminalnom s : R ; kretanje -
hijalinim solitarne izodijamerne; otvorena na mediolitorala
apikalne stanice ve¢e | krajevima mora
nastavkom, o o
. ili se ne razlikuju od
tamnozeleni .
ostalih
cilindri¢ne,
.. o izodijamerne do
tanki i dugacki, Y J . . .. ., ,
. . : : o visestruko dulje od tanka i nije primije¢eno | smeckasto - karapaks
4 ravni, smeckasto izopolarni ne 1zrazena " . N . v -
. Siroke; apikalne Cvrsta kretanje tamnozelen glavatih Zelvi
— zelene boje .
stanice su
hemisferi¢ne
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U Tablici 7. za svaki je soj navedeno kojem morfotipu pripada te koji mu je rod najsrodniji prema

filogenetskoj i morfoloskoj analizi. Takoder je navedena srednja vrijednost izmjerenih duljina i Sirina

30 stanica svakog soja.

Tablica 7. Morfoloske znadajke izoliranih sojeva. Svakom je morfoloskom tipu pridodan rod prema filogenetskoj
pripadnosti, a svakom soju prosje¢na duljina i Sirina stanice. Izmjereno je 30 stanica svakog soja na 5 — 13 razli¢itih

trihoma.
Karakteristi¢ni rod
ID soja Duljina (um) Sirina (pum) Morfoloski tip prema filogenetskoj
klasifikaciji

PMFCY016 2,735 2,679
PMFCY017 2,376 2,919
PMFCY018 1,919 2,901
PMFCY020 3,366 3,262
PMFCY024 2,375 3,416
PMFCY025 3,000 3,286
PMFCY026 2,669 3,311
PMFCY027 2,411 3,060 tipl Sodalinema
PMFCY028 2,590 2,846
PMFCY029 3,224 3,367
PMFCY030 3,281 3,627
PMFCY038 2,575 2,816
PMFCY040 2,268 2,818
PMFCY041 2,658 2,934
PMFCY042 2,280 2,971
PMFCY021 1,318 1,381
PMFCY022 1,364 1,035
PMFCY023 1,212 1,095
PMFCY043 1,452 1,123 tip 2 Salileptolyngbya
PMFCYO044 1,182 1,003
PMFCY045 1,652 1,099
PMFCY046 1,196 0,916
PMFCY033 3,789 7,014
PMFCY034 3,145 7,753
PMFCY035 2,516 7,311 .

tip 3 Nunduva
PMFCY036 3,021 9,989
PMFCY053 2,387 8,537
PMFCY054 2,707 9,900
PMFCY047 2,452 1,296
PMFCY048 1,751 1,300
PMFCY049 3,158 1,558 .

tip 4 Leptotohoe
PMFCY050 2,264 1,526
PMFCY051 2,198 1,446
PMFCY052 3,196 1,336
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4.1.1. Morfoloski tip 1

Morfoloskom tipu 1 pripada 15 sojeva (Tablica 7., Slika 9. - 13.). Obrastaji su prikazani na
Slikama 9. — 13., pod oznakama a, d i g. Obrastaj morfoloskog tipa 1 raste pripijen uz stijenku bocice
za rast ili stvaraju¢e amorfne plutajuc¢e nakupine. Plutaju¢e nakupine mogu se odvojiti nastankom
mjehura u pripijenom obraStaju. Nakupine trihoma vidljive su na obrastaju kao vlakna isprepletena u
nepravilnoj mrezi ili poloZena paralelno. Kod nekih sojeva paralelna vlakna stvaraju krugove (Slika
9.d). Na obrastajima su mjestimi¢no vidljive okruglaste nakupine tamnije od okoline. Boja obrastaja
varira od svijetlozelene do tamnozelene, ovisno o gustoéi trihoma, a kod nekih je sojeva primijec¢ena
tirkizna nijansa.

Trihomi morfoloskog tipa 1 (Slika 9. - 13.) medusobno su isprepleteni u nepravilne mreze ili su
polozeni paralelno jedan uz drugog. Svaki je trihom obloZen zasebnom tankom i ¢vrstom ovojnicom te
¢ini filament, a neki se blago suzavaju prema krajevima. U gustim dijelovima nakupina stvaraju lukove,
polukruzno se zavijaju, a primijeé¢ena Su i kruzna namatanja (Slika 12.€). Trihomi su ravni, a primijeceni
su i blago valoviti (Slika 11.h), te cilindri¢nog oblika, izopolarni i homocisti¢ni, tamnozelene boje s
tirkiznom nijansom. Apikalne stanice ne razlikuju se od ostalih po obliku i veli¢ini, ali stani¢na stijenka
na njihovu vrhu je zaobljena (Slika 9.f, 10.i) te je kod nekih trihoma ispod nje primije¢en apikalni
aerotop. Nisu primijecene kaliptre. Stanice su cilindri¢nog oblika i uglavnom izodijamerne (mogu se
pojaviti oblici nesto Siri nego dugacki i obrnuto), a kod nekih su primije¢ene granule na polovima.
Konstrikcija je malena pa rubovi trihoma izgledaju ravno. Stanice se mogu razluciti i na najmanjem
povecanju mikroskopa od 1000x, a dobro su vidljive na veéim povecanjima. Raspored tilakoida je
parijetalan (Slika 9.f). Kod vecine sojeva primijeceni su aerotopi (Slika 9.h), kod nekih hormogoniji i
nekridije, a niti kod jednog soja nisu primije¢ene akinete i grananje. Kod vecine je sojeva zabiljeZena
negativna fototaksija - sporo klizanje (engl. gliding) cijelog trihoma u smjeru suprotnom od izvora

svjetlosti. Kod nekih je sojeva zabiljeZeno i bo¢no pomicanje vrha trihoma.
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Slika 9. Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY016, (d) PMFCY017, (g) PMFCY018. Slike trihoma
sojeva pri poveéanju od 200x: (b) PMFCYO016, (¢) PMFCYO017, (h) PMFCYO018. Slike trihoma sojeva pri
povecanju od 1000x: (c) PMFCYO016, (f) PMFCYO017, (i) PMFCY018. Crvenom strelicom na (h) oznacen je
trihom na kojem su vidljivi aerotopi.
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Slika 10. Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY020, (d) PMFCY024, (g) PMFCY025. Slike trihoma
sojeva pri povecanju od 200x: (b) PMFCY020, (e) PMFCY024, (h) PMFCY025. Slike trihoma sojeva pri
povecanju od 1000x: (c) PMFCY020, (f) PMFCY024, (i) PMFCY025.
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Slika 11. Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY026, (d) PMFCY027, (g) PMFCY028. Slike trihoma
sojeva pri poveéanju od 200x: (b) PMFCY026, (¢) PMFCY027, (h) PMFCY028. Slike trihoma sojeva pri
povecanju od 1000x: (c) PMFCY026, (f) PMFCY027, (i) PMFCY028.
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Slika 12. Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY029, (d) PMFCY030, (g) PMFCY038. Slike trihoma
sojeva pri povecanju od 200x: (b) PMFCY029, (e) i (f) PMFCY030, (h) PMFCYO038. Slike trihoma sojeva pri
povecanju od 1000x%: (¢) PMFCY029, (i) PMFCY038.
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Slika 13. Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY040, (d) PMFCY041, (g) PMFCY042. Slike trihoma
sojeva pri povecanju od 200x: (b), (c) PMFCY040, (e) PMFCY041, (h) i (i) PMFCYO042. Slika trihoma sojeva pri

povecanju od 1000x: (f) PMFCYO041.

38



4.1.2. Morfoloski tip 2

Morfoloskom tipu 2 pripada 7 sojeva (Tablica 7., Slika 14. - 16.). Obrastaji Sojeva
morfoloskog tipa 2 prikazani su na Slikama 14. -16., pod oznakama a, d i g. Obrastaji sojeva 0vog
morfotipa rastu prianjajuéi uz stijenku bocice za rast. Kod nekih se sojeva dio obrastaja izdize stvarajuci
mjehuri¢ (Slika 14.a), a kod nekih se primje¢uju i plutaju¢e nakupine (Slika 15.d). Boja obrastaja mijenja
se od svjetlozelene do tamnozelene kako se povecava gustoca trihoma. Guste nakupine okruglastog su
oblika, a mogu biti tamnozelene, smede ili crne (Slika 14.a, 15.a). Na obraStaju se moZe raspoznati
nepravilna vlaknasta mreza.

Trihomi sojeva morfoloskog tipa 2 prikazani su na Slikama 14. -16., pod oznakama b, c, e, f, h te
i, @ medusobno su isprepleteni u nepravilne guste smeckasto — zelene mreze (Slika 14.b, 15.b, 16.b, e,
h) ili poloZeni paralelno jedan drugome (Slika 15.e, h). Kod nekih je sojeva primijeceno da se paralelno
polozeni trihomi zavijaju u krug. Veéina trihoma samostalno se pruza ravno ili stvara lukove, a
primijeceno je i mnogo zamotanih u krug (Slika 14.b, 15.b). Svaki trihom ima $iroku i ¢vrstu ovojnicu
te Cini jedan filament. Trihomi su dugacki i veoma tanki te na najvecem povecanju nalikuju na niti.
Izopolarni su i homociti¢ni, tamnozelene do smedozelene boje te monoliformni. Stanice su
izodijamerne, nesto dulje od Siroke ili Sire od dugacke, a polovi su im zaobljeni. Apikalne stanice ne

razlikuju se od ostalih u trihomu po veli¢ini i obliku (Slika 16.c) ili su hemisferi¢ne. Nisu primijec¢ene

kaliptre, aerotopi, nekridije, grananje i akinete, kao ni kretanje trihoma.

— 5um

Slika 14. Slike soja PMFCY021: (a) slika makroskopskih svojstava, (b) slika trihoma pri povecanju od 200x, (c)
slika trihoma pri povecanju od 1000x.
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Slika 15. Slike m

akroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY022, (d) PMFCY023, (g) PMFCY043. Slike trihoma
sojeva pri povecanju od 200x: (b) PMFCY022, (e) PMFCYO023, (h) PMFCYO043. Slike trihoma sojeva pri
povecanju od 1000x: (¢) PMFCY022, (f) PMFCY023, (i) PMFCY043.
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Slika 16: Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY 044, (d) PMFCY045, (g) PMFCY046. Slike trihoma
sojeva pri poveéanju od 200x: (b) PMFCY044, (¢) PMFCY045, (h) PMFCY046. Slike trihoma sojeva pri
povecanju od 1000x: (c) PMFCY044, (f) PMFCY 045, (i) PMFCY046.
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4.1.3. Morfoloski tip 3

Morfoloskom tipu 3 pripada 6 sojeva (Tablica 7., Slika 17. - 19.). Obrastaji sojeva morfoloskog
tipa 3 prikazani su na Slikama 17. — 19., pod oznakama a, d i g. Obrastaji ovih sojeva rastu pripijeni uz
stijenku bocice za rast kultura. Nakupine trihoma okruglastog su oblika tamnozelene boje. Sredista
nakupina najtamnija su i cjelovita, dok rubovi poprimaju nepravilan oblik (Slika 17.a, 18.a, 19.a).
Najgusce nakupine rastu u visinu pa se mogu raspoznati trodimenzionalne strukture nalik ¢upercima.

Oko nakupina obrastaj je svjetliji te se na njemu moze raspoznati nepravilna mreza vlakana.

Trihomi morfoloSkog tipa 3 prikazani su na Slikama 17. — 19., pod oznakama b, c, e, f, h, i, te su
tamnozelene su boje i heteropolarni. Bazalni krajevi grupiraju se jedan prema drugome, a zaSiljeni
terminalni krajevi pruzaju se paralelno iza njih u konstrukeiji koja li¢i na komet (Slika 18.h). Ove
konstrukcije formiraju vece nakupine ili su izolirane. Trihomi ovog morfoloskog tipa najveci su od sva
Cetiri opisana u ovome radu. Trihomi su ravni i postepeno suzavaju od bazalnog prema terminalnom
kraju (Slika 19.), a obavija ih ¢vrsta i $iroka ovojnica. Duljina trihoma je promjenjiva, a na terminalni
kraj nastavlja se hijalina bezbojna struktura, s popre¢nim pregradama (Slika 19.c). Ovojnica moze biti
zatvorena i zaobljena ili otvorena na oba kraja, kao i otvorena na jednom kraju. Svaki trihom ima
bazalnu heterocitu (Slika 17.c, 18.c, i, 19.f), a kod nekih su sojeva primijecene i interkalarne solitarne.
Stanice su diskoidne, viSestruko Sire nego dugacke, a smanjuju se prema zasSiljenom kraju — na njemu
poprimaju cilindri¢ni oblik i postaju izodijamerne do dulje nego Siroke. Konstrikcija je izrazena i stanice
se jasno razlucuju. Apikalne stanice mogu biti ve¢e od ostalih u trihomu ili se ne razlikovati po obliku i
veli¢ini (Slika 18.i). Nisu primijeceni aerotopi i kaliptre. Nije zabiljeZeno kretanje. Nekridije zlatne boje
primijeene su kod nekih sojeva (Slika 18.¢). Kod svih su primijeceni izopolarni homociti¢ni

hormogoniji (Slika 19.c), a akinete nisu primije¢ene. Kod jednog je soja primijeceno lazno grananje.

\ ;' (:," 20 pm
Slika 17. Slike soja PMFCY033: (a) slika makroskopskih svojstava, (b) slika trihoma pri povec¢anju od OOX, ()
slika trihoma pri povecanju od 1000x.
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Slika 18. Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY034, (d) PMFCY035, (g) PMFCY036. Slike trihoma

sojeva pri poveéanju od 200x: (b), (c) PMFCY034, (e) i (f) PMFCY035, (h) PMFCY036. Slika trihoma sojeva pri
povecanju od 1000x%: (i) PMFCY036.
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Slika 19. Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY053, (d) PMFCYO054. Slike trihoma sojeva na
povecanju od 200x: (b) i (c) PMFCYO053, (e) i (f) PMFCY054.
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4.1.4. Morfoloski tip 4

Obrastaji sojeva morfoloskog tipa 4 prikazani su na Slikama 20. — 22., pod oznakama a, d, g, a
¢ine ih amorfne guste plutajuc¢e nakupine. Kod jednog je soja zabiljezen i rast na podlozi bocice.
Nakupine su homogene i smeckaste do tamnozelene boje. Rubovi su svjetliji te se na njima mogu
raspoznati vlaknaste nakupine trihoma.

Trihomi sojeva morfoloskog tipa 4 medusobno su isprepleteni U nepravilne guste mreze
smeckaste do zelene boje (Slika 20. b, 21.b, h, 22.b). Trihomi su tanki i dugacki te svaki ima svoju tanku
i ¢vrstu ovojnicu. Pruzaju se ravno, mjestimi¢no praveci lukove, a pojavljuju se i blago spiralni oblici
(Slika 20.c). Trihomi su izopolarni i homociti¢ni, smeckaste do zelene boje. Stanice su cilindri¢nog
oblika, izodijamerne do visestruko dulje od Siroke (Slika 20.f, 21.c, i, 22.c). Razmaci izmedu susjednih
stanica izraZeni su pa se na manjim povecanjima prepoznaje moniliformnost trihoma (Slika 20.e, 21.e).
Apikalne stanice ne razlikuju se po veli¢ini i obliku od ostalih u trihomu (Slika 20.e, 21.c, f, i), ali vrh
im je zaobljen. Nisu primijecene kaliptre, akinete, aerotopi, nekridije i hormogoniji, kao ni kretanje ili

grananje trihoma.

W

Slika 20. Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY047, (d) PMFCY048. Slike trihoma sojeva pri
povecanju od 200x: (b) PMFCY047, (¢) PMFCY048. Slike trihoma sojeva pri povecanju od 1000x: (c)
PMFCY047, (f) PMFCY048.
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Slika 21.: Slike makroskopskih svojstava sojeva: (a) PMFCY049, (d) PMFCY050, (g) PMFCYO051. Slike trihoma
sojeva pri povecanju od 200%: (b) PMFCY049, (¢) PMFCY050, (h) PMFCYO051. Slike trihoma sojeva pri
povecanju od 1000x: (¢) PMFCY 049, (f) PMFCY050, (i) PMFCY051.
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Slika 22. Slike soja PMFCYO052: (a) slika makroskopskih svojstava, (b) slika trihoma pri povecanju od 200x, (c)
slika trihoma pri povecanju od 1000x.
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4.2. Filogenetska analiza

Podjela kultiviranih sojeva u Cetiri skupine na dobivenom filogenetskom stablu to¢no odgovara
podjeli na temelju morfoloskih znacajki. Sojevi porijeklom iz uzoraka biofilma sakupljenih s kornjaca
(morfotipa 4) ¢ine skupinu izdvojenu od sojeva porijeklom iz uzoraka biofilma sakupljenih s obalne
zone (morfotipa 1 - 3). Sojevi morfotipa 1 grupirali su se u tri sestrinske skupine ¢ije je odvajanje
podrzano bootstrap vrijednos¢u od 46, a u trecoj se nalaze i predstavnici reda Oscillatoriales te rodova
Sodalinema i Phormidium. Njihov najblizi zajedni¢ki predak odvojio se od roda Sodalinema, a to je
odvajanje podrzano bootstrap vrijednosc¢u od 88 (Slika 23.). Sojevi morfoloskog tipa 2 grupirali su se u
jednu skupinu. Njihova sestrinska skupina sastoji se od predstavnika roda Salileptolyngbya te reda
Oscillatoriales. Ovo je odvajanje dobro podrzano bootstrap vrijednos¢u od 99 (Slika 24.). Sestrinska
skupina sojeva morfoloskog tipa 3 sastoji se od heterocitnih vrsta Nunduva sanctimaloensis D.E.
Berthold, Werner i Laughinghouse 2022 te Rivularia halophila Shalygin i Pietrasiak 2018. Sojevi
morfoloskog tipa 3 grupirali su se s predstavnicima roda Nunduva, a njihovo je odvajanje od tih
predstavnika podrzano malim bootstrap vrijednostima: od najdaljeg do najblizeg zajedni¢kog pretka na
stablu one iznose 52, 44, 49 te 53. (Slika 25.). Sojevi izolirani s karapaksa kornja¢a, morfoloskog tipa
4, grupirali su se zajedno, a sestrinska skupina im se sastoji od predstavnika rodova Leptolyngbya i
Pseudanabaena te vrste Leptothoe spongobia Konstantinou i Gkelis 2019. Odvajanje ovih dviju skupina
ima visoku podrzanost s bootstrap vrijednos$¢u od 98. Sojevi morfotipa 4 izdvojeni su od predstavnika
roda Leptothoe, a ovo odvajanje takoder je podrzano visokim bootstrap vrijednostima: od daljeg do
blizeg zajedni¢kog pretka one iznose 100 i 98 (Slika 24.)
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MN215490.1 Limnococcus fonticola TP201720.1 clone 03
Y18791.1 Halospirulina tapeticol:
HQ912995.1 Planktothrix spiroides th2
KM019969 Oscillatoria sp. SAG 76.79
CP098611 Phormidium yuhuli AB48 chromosome
1 MT067574 Sodalinema sp. Z-T0701
KU375124.1 Sodalinema gerasimenkoae IPPAS B-353

MT081571.1 Sodalinema orleanskyi Ey-1201
0OL780447 Oscillatoriales cyanobacterium QUCCCM113

KU855378 Phormidium irriguum f. minor SK-SIORAS-13
- KUB55377 Phormidium chlorinum FO-SIORAS-13
MT067567.2 Sodalinema stali CCY9619
EF654088 Sodalinema stali CCY9619
NR 172708 Sodalinema stali strain CCY9619
EF654044 Oscillatoriales cyanobacterium Schier
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KU855378 Phormidium irriguum f. minor SK-SIORAS-13
KU855377 Phormidium chlorinum FO-SIORAS-13
MT067567.2 Sodalinema stali CCY9619

EF654088 Sodalinema stali CCY9619

NR 172708 Sodalinema stali strain CCY9619

EF654044 Oscillatoriales cyanobacterium Schier

Slika 23. (a) Kladogram reprezentativnih sekvenci cijanobakterija baziran na Maximum Likelihood analizi gena 16S rRNA s nazna¢enom duzinom grana. Imena taksona sastoje
se od identifikacijskog broja sekvence u bazi podataka NCBI Gene Bank, imena roda ili vrste te oznake soja. (b) Detalj kladograma s naznaéenim bootstrap vrijednostima.
Skupini obojenoj zelenom bojom odgovara morfoloski tip 1. Sojevi oznadeni krugom su epilitski iz zone supralitorala ili mediolitorala uvale Valdarke na Malom LoSinju.

Grane s predstavnicima rodova najsrodnijih sojevima morfotipa 1 oznacene su zelenom bojom.
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Tree scale: 0.1 ————
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OR297944 Uncultured Salileptolyngbya sp. clone ASV-1113 DSM 104227
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OR297945 Uncultured Salileptolyngbya sp. clone ASV-512 DSM 104227
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KY744813.1 Cymatolege spiroidea TAU-MAC 1315
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OR297944 Uncultured Salileptolyngbya sp. clone ASV-1113 DSM 104227
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— KY744813.1 Cymatolege spiroidea TAU-MAC 1315

100

L MNB833626.1 Cymatolege isodiametrica TAU-MAC 1715

MN833627.1 Rhodoploca sivonenia TAU-MAC 1815
1 KY744809.1 Leptothoe sithoniana TAU-MAC
I~ ~KY744812.1 Leptothoe kymatousa TAU-MAC 1215

——————— OM732258 Leptothoe sp. BACA0637

CYos0 A
cvos2 A
CcYos1 A
-Cyoa8 4
CcYod9 A
cvoa7 A
DQ917868 Uncultured Leptolyngbya sp. clone MES4
EF372581 Leptolyngbya sp. P2b-2
l EU249128 Leptolyngbya sp. HBC2
NR 177056 Adonisia turfae strain CCMR0081
Bl - KY744810.1 Leptothoe spongobia TAU-MAC
- ~————— OKS86770 Leptolyngbya ectocarpi ULCA424
- AB039011 Leptolyngbya sp. PCC 7375
) AB115963 Pseudanabaena persicina

Slika 24. (a) Kladogram reprezentativnih sekvenci cijanobakterija baziran na Maximum Likelihood analizi gena 16S rRNA s naznac¢enom duzinom grana. Imena taksona sastoje
se od identifikacijskog broja sekvence u bazi podataka NCBI Gene Bank, imena roda ili vrste te oznake soja. (b) Detalj kladograma s naznacenim bootstrap vrijednostima.
Skupini obojenoj tamnoruzic¢astom bojom odgovara morfoloski tip 2, a skupini obojenoj svjetloruzi¢astom bojom odgovara morfoloski tip 4. Sojevi oznaceni krugom su epilitski,
a sojevi oznaceni trokutom su epizoicki. Grane predstavnicima rodova najsrodnijih sojevima morfotipa 2 oznagene su tamnoruzi¢astom bojom. Cjelovite svjetloruZi¢aste grane
predstavljaju odvajanje predstavnika Leptolyngbya u skupinu sestrinsku sojevima morfotipa 4, a isprekidane svjetloruzi¢aste grane izdvajanje sojeva morfotipa 4 iz roda

Leptothoe.
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FJ158996.1 Desertifilum tharense
NR 125521.1 Coleofasciculus chthonoplastes
KC986936.1 Okeania hirsuta PAB-10-Feb-10-1
KY824055.1 Neolyngbya maris-brasilis ALCB 114381
FJ589716.1 Gloeocapsopsis crepidinum LEGE 06123
AY577537.1 Nostoc desertorum CM1-VF14
KY924318.1 Geitleria appalachiana GSM-WOS-CKO1 clone 3
HG970652.1 Tolypothrix distorta
0L310643.1 Nodularia mediterranea TAU-MAC 3317
KR350577.2 h psychrophila CCALA 1092 clone operon 1

MG674087.1 Calothrix dumus HWSCAC clone A
MG754003.1 Phyllonema tangolundensis C76-M18-K59 clone C76-M18 clone3
KT731158.1 Phyllonema aviceniicola CENA341
KT936560.1 Kyrtuthrix huatulcensis C708-K87-M11 clone C708 M11 clonel 2 3
CP003549 Rivularia sp. PCC 7116

AP018227 Calothrix parasitica NIES-267

KT936564.1 Nunduva sanagustinensis C708-K271 clone C708 M3 clone3

KT936564 Nunduva sanagustinensis C708-K271 clone C708 M3 clone3
MF383373 Nunduva sp. C1230-K135

MH989578 Nunduva sp. C58-K83 clone C58-M40 clonel 2

MF383375 Nunduva komarkovae C1088-K118.1 strain personal C1088-K118.1
MF383375.1 Nunduva komarkovae C1088-K118.1 strain personal C1088-K118.1
LMF383372.1 Nunduva kania FCME C458-M16-K66 strain FCME C458-M16-K66
KT936567.1 Nunduva fasciculata FCME C694-M8-K148 clone 2
KT936562 Nunduva biania FCME C708-M10-K85 clone 2
KT936563 Nunduva biania FCME C708-M10-K85 clone 3

KT936561 Nunduva biania FCME C708-M10-K85 clone 1

KT936561.1 Nunduva biania FCME C708-M10-K85 clone 1
rKYZQSGOS.l Rivularia halophila PUNA NP3 PCI185B

MW981328.1 Nunduva sanctimaloensis BLCC-M94
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Slika 25. (a) Kladogram reprezentativnih sekvenci cijanobakterija baziran na Maximum Likelihood analizi gena 16S rRNA s nazna¢enom duzinom grana. Imena taksona sastoje
se od identifikacijskog broja sekvence u bazi podataka NCBI Gene Bank, imena roda ili vrste te oznake soja. (b) Detalj kladograma s naznacenim bootstrap vrijednostima.
Skupini obojenoj plavom bojom odgovara morfoloski tip 3. Sojevi ozna¢eni krugom su epilitski, pri ¢emu su oni bez oznake VZ s uvale Valdarke, a oni s tom oznakom s uvale
Veli Zal. Grane s predstavnicima rodova najsrodnijih sojevima morfotipa 3 ozna¢ene su plavom bojom.
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5. RASPRAVA

U ovom radu izolirana su 34 soja cijanobakterija, od ¢ega 28 iz epilitskih, a 6 iz epibiotskih
stani$ta. Sojevi su prema morfoloskim zna¢ajkama podijeljeni u 4 morfotipa kojima odgovaraju 4 grupe
izdvojene filogenetskom analizom. Izradeno je filogenetsko stablo na kojem su se pripadnici svakog
morfotipa grupirali zajedno, a njihovi su najblizi srodnici bili drugaéiji, od morfotipa 1 do 4 to su bili
rodovi Sodalinema, Salileptolyngbya, Nunduva i Leptothoe. Vazno je naglasiti da su se epibiontski

rodovi odvojili od epilitskih filogenetski, a i morfologija im se znac¢ajno razlikovala.
5.1. Morfoloski tip 1 i rod Sodalinema

Sojevi morfoloskog tipa 1 mogu se prema morfologiji svrstati u rod Sodalinema ¢iji su
predstavnici prvi put opisani 2018. godine (Cellamare i sur., 2018). Ovaj rod, prema klasifikaciji
Strunecky i suradnika (2023), pripada porodici Oscillatoriaceae, redu Oscillatoriales.

Morfoloske znacajke roda Sodalinema opisane u dva rada (Samylina i sur., 2021; Cellamare i
sur., 2018) usporedene su sa znac¢ajkama sojeva morfoloskog tipa 1 (Tablica S4.). Sojevi morfoloskog
tipa 1 dijele ve¢inu morfoloskih znacajki s pripadnicima roda Sodalinema, kao i okoli§ iz kojeg su
izolirani, na primjer vrsta Sodalinema stali Samylina, Sinetova, Kupriyanova i Tourova 2021 izolirana
je iz zone mediolitorala (Samylina i sur., 2021). Zajednicke znacajke ukljuc¢uju makroskopska svojstva,
oblik nakupina trihoma, boju i polarnost trihoma, izgled ovojnice, oblik stanica, nakupine granula na
polovima stanica, blagu konstrikciju, oblik apikalnih stanica, raspored tilakoida, prisutnost aerotopa,
nezabiljezenost prisutnosti Kaliptri, heterocita, akineta i grananja, razmnoZavanje hormogonijima te
sposobnost trihoma da se kre¢u klizanjem po povrSini. S druge strane, izmedu pripadnika roda
Sodalinema i sojeva morfotipa 1 postoji i nekoliko razlika. Prva je ta $to sojevi morfotipa 1 imaju nesto
krace stanice od pripadnika roda Sodalinema ¢ija se duljina stanica medusobno razlikuje medu svojtama
(Tablica S4). Duljina stanica vrste Sodalinema gerasimenkoae Samylina, Sinetova, Kupriyanova i
Tourova 2021, koja se pojavljuje u sestrinskoj skupini sojeva morfotipa 1, varira izmedu 2,4 i 3,2 um
(Samylina i sur., 2021), sto je bliZze rasponu od 1,92 do 2,66 um zabiljeZenu kod sojeva u ovom radu.
Druga je razlika prisutnost zutih granula na polovima stanica koja je opisana u radu Samylina i suradnika
(2021), sto nije zabiljeZzeno kod sojeva morfotipa 1, ali niti kod vrsta Sodalinema stali (Samylina i
sur. 2021) i Sodalinema komarekii Cellamare, Charlotte Duval, Touibi, Djediat i Cécile Bernard 2018
(Cellamare i sur. 2018). Varijabilnost odredenih morfoloskih znacajki izmedu razli¢itih vrsta roda
Sodalinema objasnjava obje razlike uocene izmedu morfotipa 1 i pripadnika roda Sodalinema.

Osim morfoloskih znacajki, filogenetska analiza je podrzala svrstavanje izoliranih sojeva
morfotipa 1 s ostalim pripadnicima roda Sodalinema, medutim s niskom podrzanoséu (bootstrap
vrijednost 27).

Rod Phormidium polifiletskog je podrijetla s evolucijskim linijama koje se isprepli¢u s rodom
Sodalinema (Noonan i sur., 2024). Zbog bliske srodnosti ova dva roda, ocekivano je pojavljivanje sojeva

identificiranih kao Phormidium spp. medu pripadnicima roda Sodalinema u sestrinskoj skupini sojeva
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morfotipa 1. Medutim, sekvenca svojte Phormidium irriguuum dodana je u NCBI bazu podataka prije
opisivanja roda Sodalinema pa je moguce i da predstavlja ovaj rod, ali nije preimenovana nakon njegova
izdvajanja iz roda Phormidium. Predstavnik P. chlorinum kasnije je premjesten u rod Kamptonema.
Sojevi morfotipa 1 smjestili su se unutar vece skupine predstavnika roda Sodalinema. Jedini predstavnik
roda Phormidium, P. yuhuli, koji se uz prethodno navedene svojte pojavljuje na stablu, izdvojen je iz
ove skupine, ali je zbog vrlo niske podrzanosti (bootstrap vrijednost 15) moguce da se i u ovom sluc¢aju
zapravo radi o predstavniku roda Sodalinema. Navedeni pokazatelji upucuju kako i sestrinsku skupinu
¢ine predstavnici roda Sodalinema te da sojevi morfotipa 1 pripadaju ovom rodu.

Tipska vrsta roda Sodalinema komarekii izolirana je iz plutaju¢ih nakupina i obrastaja u slanom
alkalnom vulkanskom jezeru na otoku u Indijskom oceanu (Cellamare i sur., 2018). Samylina i suradnici
(2021) izolirali su nekoliko vrsta ovoga roda iz bentickih obrastaja uzorkovanima u razli¢itim staniStima:
hipersalinim jezerima, slanim i alkalnim jezerima te jezerima bogatim natrijevim karbonatom
smjeStenim U Europi, Aziji te Africi. Vrstu Sodalinema stali izolirali su iz obrastaja uzorkovanog u
mediolitoralnoj zoni mora. Prou¢avanjem fizikalnih uvjeta stanista iz kojih su uzeti uzorci, zakljuéili su
da su pripadnici roda Sodalinema eurihalini te mogu nastanjivati niz vodenih sredina, od brakti¢kih do
hiperasalinih, kao i niz alkalinih vodenih stanista pH vrijednosti u rasponu od 8 do 10 (Luchetta i sur.,
2010). Salinitet i pH vrijednost (Luchetta i sur., 2010) Jadranskog mora nalaze se unutar ovih raspona.
Zbog pogodnih okolisnih uvjeta i ranije zabiljeZene prisutnosti vrsta roda Sodalinema u stanistima pli¢ih
obalnih zona (Samylina i sur., 2021), pronalazak u supralitoralu Malog LoSinja bio je o¢ekivan te je u

ovom radu prvi put zabiljeZena prisutnost pripadnika roda u stanistima Jadranskog mora.
5.2. Morfoloski tip 2 i rod Salileptolyngbya

Sojevi koji pripadaju morfotipu 2 grupirali su se sa sojevima koji su identificirani kao pripadnici
roda Salileptolyngbya s iznimno velikom podrzano$éu te bootstrap vrijednoséu 99. U kladogramu se
nalazi i sekvenca identificirana kao soj cijanobakterija koji pripada redu Oscillatoriales. U prijasnjim
filogenetskim analizama ova je sekvenca grupirana u skupinu Pseudanabaenales (Siegesmund i sur.,
2008) te s vrstom Pseudanabaena persicina (Reinke ex Gomont) Anagnostidis 2001 i pripadnikom roda
Leptolyngbya (Pietrasiak i sur., 2019).

Prema najnovijoj Klasifikaciji rod Salileptolyngbya pripada porodici Nodosilineaceae, redu
Nodosilineales (Strunecky i sur., 2023). Rod je izdvojen iz filogenetski bliskog roda Leptolyngbya s
tipskom vrstom Salileptolyngbya diazotrophica W.G.Zhou i J.Ling 2018, ¢ije su monokulture uzgojene
iz uzorka morske vode uzetog na dubini 200 metara u Juznom kineskom moru i okarakterizirane
polifaznim pristupom (Zhou i sur., 2018). Prouc¢avanjem njihove filogenije, to¢nije gena za 16S rRNA,
ITS regije te gena nifH, morfologije, sekundarne strukture regije 16S-23S ITS te ekologije zakljuc¢eno
je da se dovoljno razlikuju od najblizih srodnika, predstavnika rodova Leptolyngbya i Phormidium, te
da ih se moZe izdvojiti u novi rod. U Tablica S5. prikazana je usporedba morfoloskih znacajki roda

Salileptolyngbya i tipske vrste te u ovom radu okarakteriziranih sojeva morfoloskog tipa 2. Morfologija
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se slaze u gotovo svim kategorijama: boji i obliku trihoma, neprisutnosti grananja, kaliptri, aerotopa i
heterocita, obliku stanica, Sirini ovojnice te su obje usporedivane skupine monoliformne. Obje skupine
rastu u slanom okolisu. Medutim, medu usporedivanim skupinama ima i nekoliko razlika. Na primjer,
u sojevima morfoloskog tipa 2 nije primijecena slojevitost ovojnice opisana u rodu Salileptolyngbya,
Sto se djelomi¢no moze objasniti kao posljedica koristenih mikroskopskih tehnika. Naime, u ovom radu
oni su promatrani pod svjetlosnim mikroskopom, a u radu Zhou i suradnika (2018) pod skeniraju¢im
elektronskim mikroskopom koji omoguéava dobivanje detaljnije slike ovojnice. Glavne razlike izmedu
sojeva iz ovog rada te onih opisanih u literaturi predstavljaju duljina stanica, ¢iji je raspon nesto manji
kod sojeva u ovom radu, te prisutnost, odnosno neprisutnost hormogonija. Duljina stanica je promjenjiva
znacajka koja se moze znacajno mijenjati ovisno o fazi zivotnog ciklusa (Martins i sur., 2018). U
monokulturama sojeva morfotipa 2 nisu primije¢eni hormogoniji zabiljeZeni u literaturi kao nacin
razmnoZzavanja U roda Salileptolyngbya. Promjene u okoli$nim uvjetima, na primjer izlaganje odredenim
dijelovima spektra svjetlosti (Damerval i sur., 1991), mogu potaknuti razvitak hormogonija u prirodnim
populacijama. Laboratorijske kulture rastu u stabilnim uvjetima, $to moze rezultirati izostankom ili
smanjenim razvijanjem hormogonija. Nishizuka i Hashidoko (2018) navode kako je stvaranje
hormogonija u kulturi pripadnika roda Nostoc ovisilo o koncentraciji agara u krutom mediju BG-11° te
je pri koncentracijama od 1 % ili viSe izostalo. U ovome je radu koristen isti kruti medij s dodanim
dusikom, BG-11, a koncentracija agara u njemu bila je 1,5 %. Ovo je mozda bio razlog zasto
hormogoniji nisu uoceni, iako je isti kruti medij s istom koncentracijom koriSten pri opisivanju tipske
vrste roda Salileptolyngbya (Zhou i sur., 2018). Uzimajuéi sve dostupne informacije, zaklju¢ujem da se
ipak sojevi morfotipa 2 mogu svrstati u rod Salileptolygnbya.

Tako se sojeve morfotipa 2 prema morfoloskoj analizi moze svrstati u Salileptolyngbya,
filogenetska analiza upuc¢uje da se mogu potencijalno opisati kao nova grupa, s obzirom da je odvajanje
sekvenci u posebnu grupu dobro podrzano s boostrap vrijednosti 99. Medutim, za opisivanje novog roda
potrebno je primijeniti detaljnije analize koje ukljucuju i ostale gene osim gena za 16S rRNA.

Predstavnici roda Salileptolyngbya u radu Zhou i sur. (2018) su planktonski, ¢ime se razlikuju od
epilitskih predstavnika opisanih u ovom radu. Medutim, tipskoj vrsti najblizi sojevi u NCBI bazi
podataka u vrijeme njezina opisivanja (s 97 %, 96,3 % te 85,9 % sli¢nosti) bili su litificirajuéi pripadnici
roda Leptolyngbya izolirani s atola Kiritimati ili stromatolita na Bahamima (Zhou i sur., 2018). Rod
Salileptolyngbya u nekoliko je radova zabiljezen i medu bentickim vrstama na obalama diljem svijeta.
Na primjer, iz uzoraka ovog roda sakupljenih na otoku Okinawa te na plazi u gradu Kagoshima (Japan),
Ebihara i sur. (2021) te Kurisawa i sur. (2021) izolirali su farmaceutski znacajne kemijske spojeve. lako
u radovima nisu navedeni opis i pozicija biofilma, prema fotografijama se moze zakljuciti da se radilo
0 uzorcima sa stijena. Rod Salileptolyngbya zabiljezen je u benti¢kim obra$tajima obala Floride (S.A.D.)
sa sezonskim proliferacijama (Berthold i sur., 2022b). Iz navedenog se moZe zakljuciti da

Salileptolyngbya ima $iroku rasprostranjenost te obitava u obalnoj zoni.
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5.3. Morfoloski tip 3 i rod Nunduva

Sojevi morfoloskog tipa 3 pokazuju najvecu sli¢nost s pripadnicima roda Nunduva. Ovaj je rod
prvi put opisan u radu Gonzalez-Resendiz i suradnika (2018), a pripada porodici Rivulariaceae, redu
Nostocales. u Tablica S6. prikazana je usporedba morfoloskih znaéajki morfotipa 3 te pripadnika roda
Nunduva. Izmedu dviju grupa postoji morfolosko podudaranje u boji i obliku trihoma, polarnosti
trihoma, izgledu ovojnice, obliku stanica, razmnozavanju i obliku homogonija, prisutnosti heterocita i
akineta, nemoguénosti kretanja. Ove dvije skupine nastanjuju i stanista sa sli¢cnim okoli§nim uvjetima.
Medutim, primijecena je i znaCajna razlika izmedu sojeva morfotipa 3 te roda Nunduva. Naime,
Gonzalez-Resendiz i suradnici (2018) su ustvrdili da se rod Nunduva razlikuje od ostalih rodova
porodice Rivulariaceae u redovitoj pojavi dvostrukog laznog grananja na trihomima, zbog Cega je
izdvojen iz roda Rivularia. Kod dvije vrste promatrane u okoli$nim uzorcima u tome radu dvostruko
laZno grananje bilo je ¢esto, a kod dvije rijetko, ali mu se frekvencija povecala u istim laboratorijskim
kulturama. Dvostruko i jednostruko lazno grananje primije¢eno je i kod svih kasnije opisanih vrsta roda
Nunduva (Johansen i sur., 2021; Berthold i sur., 2022a). Lazno grananje primije¢eno je samo na jednom
trihomu jednog soja morfoloskog tipa 3. Iz ovog se razloga ne moze sa sigurno$¢u tvrditi da sojevi
morfotipa 3 morfoloski pripadaju rodu Nunduva.

Prema filogenetskoj analizi, sojevi morfotipa 3 mogu se svrstati u rod Nunduva s bootstrap
vrijednos¢éu 53. Medu sekvencama roda Nunduva preuzetih iz NCBI baze, pojavljuje se i sekvenca
identificirana kao Rivularia halophila Shalygin i Pietrasiak 2018. Ovo nije iznenadujuce s obzirom na
filogenetsku bliskost dva roda.

Tipska vrsta Nunduva fasciculata Gonzalez-Resendiz, Leon-Tejera i J.R.Johansen 2018 izolirana
je sa granitnih stijena supralitoralne i mediolitoralne zone na obali Tihog oceana. Dodatne dvije vrste te
jedan soj opisani u istome radu takoder su epilitski te su izolirani s mediolitorala Tihog oceana,
Meksi¢kog mora te portugalske obale. Samo je jedna vrsta, Nunduva britannica Hauer 2018, izolirana
iz braki¢ne vode estuarija (Gonzalez-Resendiz i sur., 2018). Epilitske vrste Nunduva komarkovae
Gonzalez-Resendiz, Leon-Tejera i J. R. Johansen 2021 te Nunduva sanagustinensis Gonzalez-Resendiz,
Leon-Tejera i J. R. Johansen 2021 izolirane su sa granitnih stijena supralitorala i mediolitorala isto¢ne i
zapadne obale Meksika (Johansen i sur., 2021). Vrsta Nunduva sanctimaloensis Berthold, Werner i
Laughinghouse 2022 izolirana je s mediolitorala francuske obale. Sve dosad opisane vrste roda Nunduva
su epilitske te nastanjuju plice zone morskih obala diljem svijeta, a u ovom je radu prvi put zabiljezena

njegova prisutnost u staniStima Jadranskog mora.
5.4. Morfoloski tip 4 i rod Leptolyngbya

Sojevi morfolo§kog tipa 4 grupirali su se zajedno sa 100 %-tnom podrzanoscu te pokazuju
najvecu srodnost s razli¢itim pripadnicima rodova Leptolyngbya i Leptothoe. U skupini Leptolyngbya
pojavljuje se i sekvenca identificirana kao vrsta nesluzbenog imena (McNeill i sur., 2012) Adonisia

turfae (Walter i sur.. 2020). Na temelju filogenetske analize gena za 16S rRNA ova je vrsta grupirana
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s predstavnicima roda Leptolyngbya, dok je u analizama ¢itavog genoma grupirana s potpuno drugacijim
vrstama (Walter i sur., 2020). Na temelju toga, mogu pretpostaviti da je do grupiranja vrste A. turfae s
rodom Leptolyngbya na stablu u ovom radu doslo uslijed nedovoljne specifi¢nosti sekvence. Za
sekvencu identificiranu kao Pseudanabaena persicina, koja se u NCBI bazi podataka pojavljuje uz
pripadnike roda Leptolyngbya, nije opisano kako je vrsta identificirana pa je moguce da se, ako je
determinacija bila isklju¢ivo morfoloska, ovdje zapravo radi o predstavniku roda Leptolyngbya.

Leptolyngbya je izdvojen kao zaseban rod u radu Anagnostidisa i Komareka (1988). Detaljno ga
je opisao Komarek 1992. godine, a opis se moze nac¢i u sklopu mrezne stranice CyanoDB baze podataka
(Hauer i Komarek, 2022). U Tablica S7. usporedena je morfologija roda Leptolyngbya i morfoloskog
tipa 4. U Tablica S7. takoder je uvrSten i morfoloski opis pripadnika ovog roda pronadenih u
supralitoralu Dugog otoka (Brandes i sur., 2015). Kako su cijanobakterije poznate po morfoloskoj
promjenjivosti u morfologiji i ekologiji, korisno je usporediti morfologiju s geografski najblizim
opisanim pripadnikom. Morfologija sojeva morfoloskog tipa 4 u veéini se znacajki poklapa s opisom
Komareka (Hauer i Komarek, 2022), odnosno u svim se znacajkama poklapa s opisom predstavnika s
Dugog otoka (Brandes i sur., 2015). U sojeva morfoloskog tipa 4 nije primije¢eno suzavanje prema
polovima, ali i u roda Leptolyngbya to je rijetko primije¢eno (Hauer i Komarek, 2022). Ovojnica se
tesko vizualizirala na mikroskopu koriStenom u ovome radu pa je moguée da njezino otvaranje na
apikalnom kraju nije primije¢eno usprkos prisutnosti. Znakovita morfoloska razlika je nepostojanje
hormogonija u morfoloskom tipu 4 u odnosu na literaturni opis (Hauer i Komarek, 2022). Razvijanje
hormogonija u laboratorijskim kulturama ovisi o viSe ¢imbenika, stoga na temelju ove razlike nije
moguce zakljuciti da sojevi morfotipa 4 ne pripadaju rodu Leptolyngbya.

Leptothoe je rod izdvojen iz roda Leptolyngbya 2019. godine na temelju razlika u genetici,
morfologiji, sekundarnim strukturama regije DNA 16S rRNA — ITS, ekologiji te fiziologiji. Tipska vrsta
te jos dvije svojte istog roda izolirane su s morske spuzve (Konstantinou i sur., 2019). U Tablica S7.
usporedene su njihove morfoloske znacajke s morfoloskim znac¢ajkama sojeva morfotipa 4. Ove dvije
skupine dijele ve¢inu morfoloskih znacajki te se razlikuju u boji trihoma. Boja trihoma moZze znatno
varirati medu razli¢itim vrstama istog roda, kao i unutar populacija iste vrste. Kao i u vrsta roda
Leptothoe, u sojeva morfotipa 4 nisu primijecene stanice s manjom duljinom nego $irinom te granule i
karboksisomi u stanicama. Prisutnost granula i karboksisoma u sojevima morfotipa 4 nije bilo moguce
utvrditi radi koristenja svjetlosnog mikroskopa u morfoloskim analizama. Takoder, u sojevima
morfotipa 4 nisu primijec¢eni hormogoniji $to nije zacudujuce s obzirom da prisutnost hormogonija u

laboratorijskoj kulturi ovisi 0 brojnim ¢imbenicima te je moguce da postoje u prirodnim populacijama.

Sojevi morfotipa 4 mogu se prema morfologiji svrstati u oba roda, Leptolyngbya i Leptothoe.
Komarek 1992. godine u opisu roda Leptolyngbya (Hauer i Komarek, 2022) navodi da duljina stanica
ovog roda mozZe biti nekoliko puta vec¢a od njezine Sirine. Medutim, u novijem radu isti autor (Komarek

i Johansen, 2015b), ispravlja ovaj navod i napominje da je veca duljina stanice od §irine rijetka pojava
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kod Leptolyngbya te da se, ukoliko soj posjeduje ovakvu morfolosku znacajku, vjerojatno radi o nekom

drugom rodu. Prema tome, vjerojatnije je da sojevi morfotipa 4 predstavljaju rod Leptothoe.

Prema filogenetskoj analizi, sojevi morfotipa 4 grupirani su zajedno sa 100 %-tnom podrzanoscéu.
Njihovo odvajanje od oba roda dobro je podrzano — odvajanje od Leptolyngbya bootstrap vrijednoséu
98, a od Leptothoe bootstrap vrijednostima 98 i 100. Visoke bootstrap vrijednosti ukazuju na razlicitost
sekvenci gena za 16S rRNA kod ove tri skupine. Moguce je da sojevi morfotipa 4 ne pripadaju niti
jednom od navedena dva roda ve¢ predstavljaju zaseban rod U kojeg ova regija DNA jo§ nije
sekvencirana. Porodica Leptolyngbyaceae iznimno je bogata rodovima i vrstama, a redovito joj se
pridodaju novi predstavnici, izolirani iz prirodnih populacija (Kim i sur., 2022; Rasouli-Dogaheh i sur.,
2022).

Rod Leptolyngbya prethodno je zabiljezen u povremeno potopljenim udubinama obale Sakarun
na Dugom otoku (Brandes i sur., 2015) te na karapaksu i kozi glavatih Zelvi koje nastanjuju
Mediteransko more (Kanjer i sur., 2022). Rod Leptothoe bio je prisutan na karapaksu glavatih zelvi iz

Jadranskog mora (Kanjer i sur., 2024), sto je u skladu s rezultatima ovog diplomskog rada.

5.5. Rodovi i stani$ta iz kojih su izolirani

Sojevi izolirani s karapaksa glavatih Zelvi (sojevi moroftipa 4) grupirali su se zasebno od
epilitskih sojeva na filogenetskom stablu. Takoder, najblizi srodnici ovih sojeva razlikuju se od najblizih
srodnika epilitskih sojeva. Postavlja se pitanje jesu li sojevi morfotipa 4 obligatni epizooi¢ki organizmi
ili se mogu nadéi i u drugim stani$tima. Ako se pretpostavi da pripadaju rodu Leptolyngbya, svakako ne
predstavljaju specijalisticke organizme. Leptolyngbya je rod zabiljezen kao dio epilitskih obrastaja
razli¢itih staniSta u mnogim dijelovima svijeta pa tako i u supralitoralnoj zoni sredi$njeg Jadranskog
mora, i to u povremeno potopljenim udubinama obale Sakarun na Dugom otoku u rasponu saliniteta od
20 %o do 240 %o (Brandes i sur., 2015). S druge strane, sve dosad opisane vrste roda Leptothoe Zive na
zivotinjskom supstratu, a njihovi predstavnici izolirani su s razliCitih vrsta spuzvi nadenih u
infralitoralnoj zoni grckog poluotoka, na dubinama od 9,6 mi 19,5 m (Konstantinou i sur., 2019). Prema
tome, ako se pretpostavi da njemu pripadaju sojevi morfotipa 4, moglo bi se zakljuciti da zaista jesu
obligatno epizoicki organizmi. Medutim, u radu Avalona i suradnika (2024) ovaj je rod izoliran iz
obrastaja uzorkovanog s koraljnog grebena u Crvenom moru te iz obrastaja uzorkovanog sa stijene na
otoku Sao Vincente u Atlantskom oceanu, a determiniran je pomoc¢u polifaznog pristupa, pa to pitanje
ostaje otvoreno. Moguce je da ovi rodovi nastanjuju karapakse glavatih Zelvi oportunisticki, a do
kolonizacije dolazi tijekom hranjenja kornjaca. Naime, adultne i subadultne jedinke kornjaca hrane se
benti¢kim organizmima litorala (Casale i sur., 2008), pri ¢emu prevréu supstrat (Lazar i ostali, 2011). U
radu Kanjer i suradnika (2024) navedeno je kako je mogucée da zbog prevrtanja pri hranjenju dode do

kolonizacije karapaksa bentickim cijanobakterijama.
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Epilitski rodovi izolirani u ovome radu su Sodalinema, Salileptolyngbya te Nunduva. Rodovi
Sodalinema i Nunduva recentno su opisani rodovi s tek nekoliko opisanih vrsta (Cellamare i sur., 2018;
Gonzalez-Resendiz i sur., 2018; Johansen i sur., 2021; Samylina i sur., 2021; Berthold i sur., 2022a).
Zasad nisu zabiljezeni epizooi¢ki pripadnici ovih rodova. S druge strane, prisutnost roda
Salileptolyngbya zabiljeZena je na svim adultnim jedinkama i kod 80 % subadultnih jedinki glavatih
zelvi nadenih uz isto¢nu obalu Jadranskog mora (Kanjer i sur., 2024). | u ovom je slucaju vjerojatno
rije¢ o kolonizaciji prilikom hranjenja glavatih zelvi. Sojevi morfotipa 3 ¢ine sestrinsku skupinu
pripadnicima roda Nunduva, no zanimljivo je da su se medusobno takoder grupirali u dvije sestrinske
skupine, ovisno o uvali s kojih su uzorkovani. Dakle, iako sojevi obje uvale pripadaju istome rodu,
postoji razlika u 16S genu dviju populacija. Rod Nunduva jedini se pojavljuje na obje uzorkovane uvale.
Razlog tomu je §to je u uvali Veli Zal uzet samo jedan tip obrastaja, a svaki je od tri epilitska roda

izoliran iz morfoloski drugacijeg obrastaja.
5.6. Pitanja i preporuke za buducéa istraZivanja

Pitanja koja se otvaraju nakon dobivenih rezultata u ovom istrazivanju mogu se podijeliti u dvije
skupine: pitanja koja se odnose na istrazivana stanista te pitanja koja se odnose na izolaciju i opisivanje
novih sojeva cijanobakterija.

Opisivanjem 34 cijanobakterijska epilitska soja zone supralitorala i mediolitorala
sjevernoistocnog Jadranskog mora te karapaksa glavatih Zelvi, koji pripadaju Cetirima razli¢itim
rodovima, namece se pitanje bioraznolikosti tih ekoloskih nisa. Isto¢na obala Jadranskog mora gotovo
je neistraZzena po ovome pitanju, a naro€ito njezin sjeverni dio (Tablica 1.). Ovaj rad predstavlja jedno
od prvih istrazivanja ove tematike, a opisan je samo mali dio bioraznolikosti istrazivanih podruéja i to
samo kvalitativnim pristupom. Za dobivanje cjelovite slike njihove bioraznolikosti potrebna su
dugotrajnija istrazivanja, s mnogo ve¢im brojem uzoraka te na¢inom odredivanja brojnosti taksona u
prirodnim stanistima (Zhu i sur., 2019).

U determinaciji sojeva izoliranih u ovome radu, iako je ona temeljena na morfologiji i filogeniji,
ostalo je nekoliko nerijeSenih pitanja. Na primjer, sojevi morfotipa 4 morfoloski i filogenetski
odgovarali su dvama rodovima, Leptolyngbya i Leptothoe, a pripadnost sojeva morfotipa 3 nije
morfoloski mogla biti potvrdena zbog izostanka laznog granjanja u njihovim monokulturama. Za
rijeSavanje ovih i sli¢nih nedoumica, korisno je u polifaznu karakterizaciju ukljuciti Sto vise razli¢itih
tipova svojstava izoliranog soja — na primjer, opis ultrastrukture stanice, ekologije ili fiziologije soja.
Druga preporuka za daljnja istraZivanja je koristenje viSe lokusa u filogenetskoj analizi. Naime, pri
razdvajanju rodova molekularnim metodama preporuca se koristenje gena za 16S rRNA (Mares, 2018),
koji je koriSten u tu svrhu i u ovome radu, ali mnogi radovi za dodatnu potvrdu ukljucuju i druge lokuse,
na primjer gene rpoC1 i rbcL (Martins i sur., 2019) ili gen nifH za rodove koji vezu dusik (Zhou i sur.,

2018), kako bi dobili $to detaljnije i podrzanije filogenetsko stablo.
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Korist ovog rada je promocija koriStenja polifaznog pristupa pri karakterizaciji izoliranih sojeva,
kojim se sluzilo samo u nekoliko istraZivanja cijanobakterija na Jadranu, te tek u posljednjih desetak
godina (Tablica 1.).

Relativno nedavno izdvajanje roda Salileptolyngbya pridodaje znacaju ovog rada kao dodatnog
izvora sekvenci, buduéi da u bazi podataka NCBI Gene Bank postoji samo 12 unosa ovog roda. Takoder,
morfoloski opisi rodova Salileptolyngyba i Leptothoe u ovome radu, uz one Zhou i suradnika (2018),

odnosno Konstantinou i suradnika (2019), jedini su dostupni u znanstvenoj literaturi.

59



6. ZAKLJUCAK

U sklopu ovoga rada izolirano je 28 epilitskih sojeva cijanobakterija iz supralitoralne i
mediolitoralne zone dviju obala na otoku Malom LoSinju u sjevernom Jadranskom moru. Takoder je
izolirano 6 epizoickih sojeva s karapaksa dviju jedinki glavatih zelvi pronadenih u sjevernom Jadranu i
smjestenih u Centru za oporavak morskih kornja¢a u Aquariumu Pula. lzolirani sojevi promatrani su
pod svjetlosnim mikroskopom te su zabiljeZzene njihove morfoloske znacajke. Prema njima su
podijeljeni u 4 morfotipa. Sekvenciran je gen za 16S rRNA, a na temelju sekvenci je izradeno
filogenetsko stablo. Sojevi svakog morfotipa grupirali su se u izdvojene filogenetske grupe. Svakom je
morfotipu determiniran rod — najblizi srodnik na filogenetskom stablu — te je opisano slaze li se njegova
morfologija s morfologijom pripisanog roda. U radu je pruzen i detaljan opis postupka izolacije sojeva
iz uzoraka te kultivacije njihovih monokultura, s istaknutim posebnostima u rukovanju svakim od 34
soja.

Zakljucci rada na temelju postavljenih hipoteza su sljedeci:

1) U zonama supralitorala i mediolitorala dviju uvala Malog LoSinja zabiljeZzena je prisutnost
rodova Sodalinema, Nunduva te Salileptolyngbya. Prisutnost svakog od ova tri roda na isto¢noj obali
Jadranskog mora roda zabiljeZena je prvi put, iako su rodovi ve¢ poznati kao benticki organizmi
istrazivanih zona litorala. Stoga je potvrdena prva hipoteza da ¢e se u radu pronaéi svojte cijanobakterija
jos nezabiljezene na podruéju Jadranskog mora.

2) S karapaksa glavatih zelvi nadenih u sjevernom Jadranskom moru izolirani su predstavnici
roda Leptothoe. Ovaj je rod ve¢ zabiljeZen kao jedan od najzastupljenijih na karapaksu glavatih zelvi
Jadranskog mora prema broju sekvenci dobivenih iz uzoraka, te je prisutan na jedinkama svih dobnih
skupina. Potvrda njegove prisutnosti u skladu je s postavljenom drugom hipotezom da ¢e se na
karapaksu glavatih zelvi Mediteranskog mora pronaci sojevi zabiljezeni u prethodnim istrazivanjima.

3) Sojevi izolirani iz zone supralitorala i mediolitorala mora morfoloski su se i taksonomski
razlikovali od sojeva izoliranih s karapaksa glavatih Zelvi. Ovaj je zakljucak u skladu s postavljenom
hipotezom da ¢e se kulture cijanobakterija iz supralitorala i mediolitorala razlikovati po morfologiji i
taksonomskoj pripadnosti od onih uzgojenih iz epizoickih obrastaja glavatih zelvi.

Morfologija i filogenija poklapale su se u sojeva morfotipa 1, koji su determinirani kao
predstavnici roda Sodalinema. Sojevi morfotipa 2 morfoloski mogu pripasti rodu Salileptolyngbya, ali
je njihovo odvajanje od njega na filogenetskom stablu dovoljno dobro podrzano da je moguée da Cine
zasebni rod, ¢ije sekvence jos nisu dostupne. Sojevi morfotipa 3 filogenetski pripadaju rodu Nunduva,
ali im nedostaje klju¢na morfoloska znacajka koja ovaj rod odvaja od roda Rivularia. Sojevi morfotipa
4 filogenetski i morfoloski mogu pripasti dvama rodovima, Leptothoe i Leptolyngbya, ali su zbog
prisutnosti stanica vece duljine nego Sirine svrstani u rod Leptothoe. Kako bi se rijesile ove nesuglasice,
potrebno je osim morfoloskih ispitati jo§ neka svojstva izoliranih sojeva te ukljuéiti vise lokusa u

filogenetsku analizu.
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8. ZIVOTOPIS

Ela Pahor zavrsila je preddiplomski sveudilisni studij Biologija na Prirodoslovno -
matemati¢kom fakultetu Sveucilista u Zagrebu u rujnu 2021. godine te trenutno na istom fakultetu

pohada Diplomski sveucili$ni studij Ekologija i zastita prirode, modul More.

Clanica je Udruge studenata biologije — BIUS od 2019. godine, a od listopada 2020. do studenog
2023. godine u udruzi je vodila Sekciju za sisavce. Tijekom voditeljstva organizirala je brojne studentske
projekte, medu kojima se izdvajaju Istrazivacko — edukacijski projekt ,,Dlakavi vodi¢ za sisavce® iz
2023. godine, Istrazivacko - edukacijski projekt ,Histria 2022. iz 2022. godine, Istrazivacko-
edukacijski projekt ,,Dabar i voda 2021 iz 2021. godine te dva Istrazivatko — edukacijska projekta
»Mala $kola mamalogije* iz 2020. te 2021. godine.

Tijekom studiranja sudjelovala je u velikom broju terenskih istrazivanja, medu kojima su
znacajniji pracenje rasprostranjenosti pjegavog dazdevnjaka u sklopu rada Javne ustanove — Maksimir
od ozujka do srpnja 2023. godine te terenska istrazivanja SiSmiSa instituta Oikon d.o.0.u srpnju i
kolovozu 2023. godine, kao i nekoliko viSednevnih terenskih istrazivanja Udruge studenata biologije —
BIUS. Takoder je volontirala na dva projekta Udruge Biom: ,,Dinara back to LIFE“ 2021. godine te
,UCka 360° Camp — Bring home the butterflies!™ 2019. godine.

Ela Pahor na Simpoziju studenata bioloskih usmjerenja u Zagrebu 2024. godine izlozila je poster
pod nazivom ,,Determination Key For Mammal Species Using Hair Morphology*. Takoder je bila
aktivni izlaga¢ na stru¢noj konferenciji Maksimalno na strani prirode Javne ustanove — Maksimir u
Zagrebu 2023. godine, s posterom pod nazivom ,,Studentska stru¢na praksa — nase iskustvo i zasto je
korisna“. Jedan je od autora postera ,,Utjecaj dabrovih brana na zajednicu makrozoobentosa i kakvocu
vode“ izlozenog na Konferenciji studenata biologije, ekologije i zatite zivotne sredine u Novom Sadu
2022. godine.

Ela Pahor iskusna je u pisanju stru¢nih i znanstvenih izvjeStaja te pripremi i izvodenju
istrazivackih i edukacijskih projekata. Te¢no komunicira na engleskom jeziku, a njezino znanje pripada
kategoriji C1 prema Zajedni¢kom europskom referentnom okviru za jezike. Posjeduje napredno znanje
u koriStenju programa paketa Microsoft Office, funkcionalno znanje u koristenju programa QGIS i

Geneious Prime te osnovno znanje u koristenju programa PRIMER V7.
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9. PRILOZI

Tablica S1. Izrada 1000 mL tekuéih hranjivih podloga BG-11/ BG-110 te MN za uzgoj monokultura

cijanobakterija morskih stanista.
Tablica S2. Informacije o uzorkovanim kornja¢ama; CCL = curved carapace length.

Tablica S3. Za svaki je soj napisana oznaka uzorka iz kojeg je izoliran, datumi provedenih radnji u
postupku izolacije, datum izolacije DNA, te optimalni medij za rast soja. Za svaki je soj takoder
navedeno je li opisan morfoloski, pocetnice s kojima je skevenciranje bilo uspjesno/ neuspjesno te regije
¢ije su sekvence dobivene — ovo je oznaceno oznakom + za uspjeh i oznakom — za neuspjeh. Podebljali
datumi kod soja predstavljaju zasebnu liniju pokusSaja izolacije Ciste kulture, iz uzoraka u mediju MN,
od koje se u vecini slu¢ajeva odustalo. Naime, kod svih sojeva medij BG-11/ BG-110 pokazao se boljim
za rast te se izolacija nastavila iz ovih uzoraka. Sojevi s oznakom mk u stupcu morfoloski opis
predstavljaju mijeSane kulture. Sojevi s oznakom n u stupcu morfoloski opis su oni s nedovoljnom

biomasom za opisivanje morfologije ili ekstrakciju DNA.

Tablica S4. Usporedba morfoloskih znacéajki sojeva morfotipa 1 i roda Sodalinema. Navedeni su radovi
u kojima su opisane koristene morfoloske znacajke roda Sodalinema. Za svaku je morfolosku znacajku
u posljednjem stupcu oznaceno je li ista/ sli¢na ili razli¢ita izmedu sojeva morfotipa 1 i roda Sodalinema

te su postojece razlike objasnjene.

Tablica S5. Usporedba morfoloskih znacajki sojeva morfotipa 2 i roda Salileptolyngbya. Naveden je
rad u kojem su opisane koristene morfoloske znacajke roda Salileptolyngbya. Za svaku je morfolosku
znacajku u posljednjem stupcu oznaceno je li ista/ slicna ili razli¢ita izmedu sojeva morfotipa 2 i roda

Salileptolyngyba te su postojece razlike objasnjene.

Tablica S6. Usporedba morfoloskih znacajki sojeva morfotipa 3 i roda Nunduva. Naveden je rad u
kojem su opisane koriStene morfoloske znacajke roda Nunduva. Za svaku je morfolosku znacajku u
posljednjem stupcu oznaceno je li ista/ sli¢na ili razli¢ita izmedu sojeva morfotipa 3 i roda Nunduva te

su postojece razlike objasnjene.

Tablica S7. Usporedba morfoloskih znacajki sojeva morfotipa 4 te rodova Leptolyngbya i Leptothoe.
Navedeni su radovi u kojima su opisane koristene morfoloske znacajke rodova Leptolyngbya i
Leptothoe. Za svaku je morfoloSku znaéajku u posljednjem stupcu oznaceno je li ista/ sli¢na ili razlicita

izmedu sojeva morfotipa 4 te rodova Leptolyngyba i Leptothoe, a postojeée su razlike objas$njene.

Slika S1. Slijed radnji u upostavljaju monokulture sojeva. Svakom je soju u legendi s desne strane slike

pripisana boja, a linija te boje predstavlja slijed radnji pri njegovoj izolaciji.



Tablica S1. Izrada 1000 mL tekuc¢ih hranjivih podloga BG-11/ BG-11, te MN za uzgoj monokultura cijanobakterija

morskih stani$ta.

BG-11/ BG-11o

MN

masa/ volumen

kona¢na masa koncentracija radne otopine masa/ volumen koja/
kemijski spoj u hranjivoj radne otopine . > 0topine . koji se dodaje
. koja/koji se dodaje Lo .

podlozi (g) (g/L) hranjivoj podlozi hranjivoj podlozi

akvarijske soli 35 / 359 26,25 ¢
. . 1 mL otopine

mikroelementi / / 1mL mikroelemenata A5
NaNOs* 1,5 150 10 mL 0,759
K2HPO, - 3H,0 0,04 4 10 mL 0,02¢g
MgSO, - 7H,0 0,075 7,5 10 mL 0,049
CaCl; - 2H,0 0,036 3,6 10 mL 0,02¢g
EDTA — Na; - 2H,0 0,001 0,1 10 mL 0,5mg
limunska kiselina
monohidrat/ 0,006 0,6 10 mL 3mg
limunska kiselina**
amonljev zeljezo 0,006 06 10 mL 3mg
citrat
NaHCOs/ NaCO3z** 0,15 54 2,8 mL 0,02¢g
Na,COs - 10H,0 0,054 54 10 mL /
milliQ voda / / do 1000 mL do 1000 mL

otopina mikroelemenata A5

kemijski spoj

masa/ volumen koja/ koji se dodaje u otopinu

H3BO3 2,86 ¢
MnCl,-4H.0 181g
ZnS0O4-7H0 0,222 g
NaMoO4-2H,0 0,399
CuS04:5H.0 0,079 ¢
Co(NOs3)2:6H20 49,4 mg
destilirana voda 1000 mL

*ne dodaje se u izradi medija BG-110M
**prvi kemijski spoj koristi se u izradi hranjive podloge BG-11/ BG-11o, a drugi u izradi hranjive podloge MN.



Tablica S2. Informacije o uzorkovanim kornjaéama; CCL = curved carapace length.

S| 5 | 3% g5 |daum 253 |8 Q|3
ID = o g ) g ® | primitka datum =88 | = g
uzo | 2 e 55 | = kornjate u | uzorkova |Z S © dob S | @
rka g = 3 @ oporavilist | nja 5 =
a 8( & e )
N¢ =~
TB | ID EE | 2 2 | N/ | juvenilna
- =
oa5 | 132 Silvia A 3 3.3.2023. 3.4.2023. » A | jedinka 27 2,4
g <
= >
jov)
== | 2 )
- = QD
o2 | 2 2
TB | ID : e . 5 2 N/ | juvenilna 25,
on1 | 130 Anika g‘g o 26.1.2023. | 3.4.2023. A | jedinka 60 7
E 5
TB | ID ggz—’ %—,j?_f g N/ | juvenilna
- =R 2 B g
013 | 131 Tin S 20.2.2023. | 3.4.2023. % A | jedinka 39 6,5
2 B S S
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C2E |23 5
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Slika S1. Slijed radnji u upostavljaju monokulture sojeva. Svakom je soju u legendi s desne strane slike pripisana
boja, a linija te boje predstavlja slijed radnji pri njegovoj izolaciji.



Tablica S3. Za svaki je soj napisana oznaka uzorka iz kojeg je izoliran, datumi provedenih radnji u postupku izolacije, datum izolacije DNA, te optimalni medij za rast soja. Za
svaki je soj takoder navedeno je li opisan morfoloski, pocetnice s kojima je skevenciranje bilo uspje$no/ neuspjesno te regije ¢ije su sekvence dobivene — ovo je oznaceno
oznakom + za uspjeh i oznakom — za neuspjeh. Podebljali datumi kod soja predstavljaju zasebnu liniju pokusaja izolacije ¢iste kulture, iz uzoraka u mediju MN, od koje se u
vecdini slu¢ajeva odustalo. Naime, kod svih sojeva medij BG-11/ BG-11, pokazao se boljim za rast te se izolacija nastavila iz ovih uzoraka. Sojevi s oznakom mk u stupcu
morfoloski opis predstavljaju mijeSane kulture. Sojevi s oznakom n u stupcu morfoloski opis su oni s nedovoljnom biomasom za opisivanje morfologije ili ekstrakciju DNA.

ime kulture = datum obogacdivanja datum datum datum datum datum 3 3N Y OR e NS g
5 uzoraka u teku¢em tretiranja presadivanja  presadivanja izolacije ekstrakcije 2 gh T § §| ° § § s &
~ mediju uzorka uzorka u uzorka u kulture u DNA N 2 el = § §
% MN BG-11/ cikloheksimi  kruti medij tekué¢i medij  posudicu za g 5 g
3 BG-11o dom BG-11/ BG-11/ rast & o s S

BG-11o BG-11o z 2 s B
= — =
: =

PMFCY016 ML4  13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023. 23.11.2023. w t |t ||| F]F

®
PMFCY017 ML4 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023. 23.11.2023. ',': + |+ HF |+
PMFCY018 ML4  13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023. 23.11.2023. + |+ HF |+
PMFCY019 ML4 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023. 23.11.2023. + |-+ - - - -
PMFCY020 ML4 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023. 23.11.2023. + |+ HH |+
PMFCY021 MLS 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023. 23.11.2023. + |+ HH |+
PMFCY022 MLS 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023. 23.11.2023. + |+ HH |+
PMFCY023 ML5 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023. 23.11.2023. S N I O O B B A S
PMFCY024 ML4 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023./ 11.10.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. S o N
2.10.2023.

PMFCY025 ML4 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023./ 11.10.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. S N I O O B B A S
2.10.2023.

PMFCY026 ML4  13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023./ 11.10.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. S N I O O I A B
2.10.2023.

PMFCY027 ML4 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023./ 11.10.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. S N I O O I A B
2.10.2023.

PMFCY028 ML2 13.7.2023. 26.7.2023. / 23.8.2023. 2.10.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. + |+ HH |+

PMFCY029 ML2 13.7.2023. 26.7.2023. / 23.8.2023. 2.10.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. + |+ HH |+




Tablica S3. nastavak

ime kulture N datum obogaéivanja datum datum datum datum datum =~ 3 s X § g § 'g o § §
S  uzoraka u tekuéem tretiranja presadivanja  presadivanja izolacije ekstrakcije % 2 = R LS § = =
£ mediju uzorka uzorka u uzorka u kulture u DNA =Rl 2. Pyl g g
€ MN BG-11/ cikloheksimi  kruti medij tekudi medij  posudicu 2 . = %‘g
® BG-11o dom BG-11/ BG-11/ za rast z2 3 =N
BG-11, BG-11, @ 2 2
4 o
wn wm
PMFCY030 ML2 13.7.2023.  26.7.2023. / 23.8.2023. 2.10.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. W + + |+ |+ |- |+ ]+ ]|+ |+
(@)
N
[N
PMFCY031 ML2 13.7.2023.  26.7.2023.  26.7.2023. / 23.8.2023. 2.10.2023. 1.12.2023. ~3 |- |- |- |-]|-|- -
PMFCY032 ML2 13.7.2023.  26.7.2023. / 23.8.2023. 2.10.2023. 1.12.2023. / ~3 |- |- |- |-|-|-|-1-
PMFCY033 ML6 13.7.2023.  26.7.2023 19.7.2023. 23.8.2023./ 3.11.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. w t +l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
2.10.2023. P
PMFCY034 ML6 13.7.2023.  26.7.2023 19.7.2023. 23.8.2023./ 3.11.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. E + +l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
2.10.2023.
PMFCY035 ML6 13.7.2023.  26.7.2023 19.7.2023. 23.8.2023./ 3.11.2023. 1.12.2023. 6.2.2024. + +l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
2.10.2023.
PMFCY036 MLS8 13.7.2023.  26.7.2023 19.7.2023. 23.8.2023./ 3.11.2023. 1.12.2024. 6.2.2024. + +l+ |+ |+ |+ |- |+]|+
2.10.2023.
PMFCY037 MLS8 13.7.2023.  26.7.2023 19.7.2023. 23.8.2023./ 3.11.2023. 1.12.2024. | n SO R R T R T B
2.10.2023.
PMFCY038 ML4 13.7.2023.  26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023 28.2.2024. w *t + - |- |- |- ]+]|+]|+
: ®
PMFCY039 ML4 13.7.2023.  26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023. 2.10.2023. 10.10.2023 / = n SO R R T R T B
PMFCY040 ML4 13.7.2023.  26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023./ 11.10.2023. 19.12.2023 6.2.2024. + +l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
2.10.2023. .
PMFCY041 ML4 13.7.2023.  26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023./ 11.10.2023. 19.12.2023 6.2.2024. + +l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
2.10.2023. .
PMFCY042 ML4 13.7.2023.  26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023./ 11.10.2023. 19.12.2023 7.2.2024. + +l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
2.10.2023. .
PMFCY043 ML1 13.7.2023.  26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023./ 16.11.2023. 19.12.2023 7.2.2024. + +l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
2.10.2023.

Vi



Tablica S3. nastavak

ime kulture =~ datum obogacivanja datum datum datum datum datum 3 zN®woeBEERNS g
S  uzoraka u teku¢em mediju  tretiranja presadivanja  presadivanja izolacije ekstrakci & gh 3 § § § Q § S &
=~ MN BG-11/ uzorka uzorka u uzorka u kulture u jeDNA T 2 T X9 § §
= BG-11, cikloheksimid  kruti medij teku¢i medij ~ posudicu za i ® g
S om BG-11/ BG-11/ rast & o a3

BG-11o BG-11o z % s B
£ 3 B

P

z

>

PMFCY044 ML1 13.7.2023. 26.7.2023. 19.7.2023. 23.8.2023./ 16.11.2023. 19.12.2023. 7.2.2024. @ + +

2.10.2023. o
PMFCY045 ML1 13.7.2023. 26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023./ 16.11.2023. 19.12.2023. 7.22024. & + +
2.10.2023.
PMFCY046 ML5 13.7.2023. 26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023./ 15.11.2023. 10.1.2024. 7.2.2024. E N e T O O B O O
2.10.2023.
PMFCY047 TB245 13.4.2023. 27.9.2023. 13.4.2023. 27.11.2023. 12.12.2023. 10.1.2024. 7.2.2023. E N e T O O B O O
(MN)/
16.10.2023.
(BG-11)
PMFCY048 TB245 13.4.2023. 27.9.2023. 13.4.2023. 27.11.2023. 12.12.2023. 10.1.2024. 7.2.2024. + |+ HH |+
(MN)/
16.10.2023.
(BG-11)
PMFCY049 TB251 8.5.2023. 27.9.2023. 1.6.2023. 27.11.2023. 12.12.2023. 10.1.2024. 7.2.2024. + |+ HH |+
(razrjedenje (MN)/ (s
100X) 16.10.2023. cikloheksimi
(BG-11) dom)
PMFCY050 TB251 8.5.2023. 27.9.2023. 1.6.2023. 10.10.2023./ 13.12.2023. 10.1.2024. 7.2.2024. E N O T I O O O A
(razrjedenje (MN) 3.11.2023.
100X)
PMFCY051 TB251 8.5.2023. 27.9.2023. 1.6.2023. 10.10.2023./ 13.12.2023. 10.1.2024. 7.2.2024. E O T I O B O B
(razrjedenje (MN) 3.11.2023.
100X)
PMFCY052 TB251 8.5.2023. 27.9.2023. 1.6.2023. 10.10.2023./ 13.12.2023. 10.1.2024. 7.2.2024. + |-+ H - -+
(razrjedenje (MN) 3.11.2023.
10X)

\1



Tablica S3. nastavak

ime kulture = datum obogacivanja datum datum datum datum datum 33N WO E BN a o
, . - . . . . . - .. . ~N 00 NN O b~ W O o
S  uzoraka u teku¢em mediju  tretiranja presadivanja  presadivanja izolacije ekstrakcije & %n e © 8 g ano g
=~ MN BG-11/ uzorka uzorka u uzorka u kulture u DNA = 2 T TS S S
c . A - P L .. - o 2 O S S5
= BG-110 cikloheksimid  kruti medij teku¢i medij  posudicu za S = ® @
3 om BG-11(0) BG-11(0) rast & o s S
=~ 2 = N
c =»n o 2
= 5 5
5 @ P
e
b
>
PMFCY053 ML8 13.7.2023. 26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023./  13.12.2023.  10.1.2024. 13.2.2024. @ *|* |- |+ | F |+ |- |+ ]|+
2.10.2023. ®
PMFCY054 ML8 13.7.2023. 26.7.2023.  19.7.2023. 23.8.2023./  13.12.2023.  10.1.2024. 1322024, & A+ + [+ [+ [+ ][+ ]- [+ ]+
2.10.2023./
3.11.2023.
PMFCY055 TB251 8.5.2023. 27.9.2023. 1.6.2023. 10.10.2023./  12.1.2024. 7.2.2024. 28.22024. o *|- |/ | |- - |- |-
(razrjedenje (MN) 3.11.2023. ®
10X) 2
PMFCY056 TB237 6.4.2023./ / 7.7.2023. 2.10.2023./  12.1.2024. 7.2.2024. 28.2.2024. - - -]
20.6.2023. (MN) 12.12.2023.
PMFCY057 TB251 8.5.2023. 27.9.2023. 1.6.2023. 10.10.2023./ 12.1.2024. 7.2.2024. 28.2.2024. - - -]
(razrjedenje (MN) 3.11.2023.
10X)
PMFCY058 TB251 8.5.2023. / 1.6.2023. 2.10.2023./  3.11.2023./  7.2.2024. 28.2.2024. - - -]
(razrjedenje (MN) 12.12.2023.  12.1.2024.
100X) (s
cikloheksimi
dom)

VI



Tablica S4. Usporedba morfoloskih znacajki sojeva morfotipa 1 i roda Sodalinema. Navedeni su radovi u kojima su opisane koristene morfoloske znacajke roda Sodalinema.
Za svaku je morfolosku znacajku u posljednjem stupcu oznaceno je li ista/ sli¢na ili razli¢ita izmedu sojeva morfotipa 1 i roda Sodalinema te su postojece razlike objasnjene.

morfoloska Sodalinema
. . Sodalinema (Samylina i sur., 2021 . morfoloski tip 1 suglasnost morfologije
znacajka (Samy ) (Cellamare i sur., 2018) P g gy
makro smaragdno zeleni obrastaj; plutajuce smaragdno zeleni obrastaj; svjetozeleni do tamnozeleni obrastaj,
svoistva nakupine ili tanak obrastaj na stijenci plutajuée nakupine ili tanak tirkizna nijansa; plutajuée nakupine ili tanak da
J posudice obrastaj na povrsini stromatolita ~ obrastaj na stijenci posudice
obik nakupina o . . N solitarni oblici isprepleteni u nepravilnim
. P solitarni ili poloZeni paralelno solitarni . . ? p P da
trihoma mrezama ili polozeni paralelno
L modrozeleni, blijedo modrozeleni, L. . .
boja trihoma L . modrozeleni, zutoplavi tamnozeleni da
zutozeleni
. ravni ili blago valoviti, cilindri¢ni, u gustim
gotovo ravni, cilindriéni, u .. . . .
I e e . . .. dijelovima nakupina stvaraju lukove,
oblik trihoma | gotovo ravni, cilindri¢ni kulturi stvaraju snopove zavijene . . S . da
polukruzno se zavijaju, a primije¢ena su i
u krug . .
kruzna namatanja
olarnost . . .. . izopolarni, blago suzeni prema izopolarni, primijeceni trihomi blago suZeni
P . izopolarni, blago suzeni prema polovima P . 8 P P p. ) g da
trihoma polovima prema polovima
bez ovojnice ili prisutna tanka i ¢vrsta da (nije primijecen
. ovojnica, bezbojna; nakupine mogu biti . . . amorfan omota¢ kod
ovojnica . . . . tanke i ¢vste, rub difuzan tanka i ¢vrsta . . .
okruzene amorfnim bezbojnim sluzavim sojeva morofoskog tipa
omotacem 1)
cilindri¢ne, izodijamerne do dulje nego . .. . cilindri¢ne, izodijamerne, ali pojavljuju se i
. ) .. ,J . VJ 8 dulje nego Siroke (nekada i dva .. , ! .. ” .p ) JVJ. .
oblik stanica Siroke (nakon diobe mogu biti Sire od outa) oblici s ve¢om duljinom/ §irinom od §irine/  da
dugacke) duljine
1 do 2 granule cijanoficina s jedne ili sa svake strane popreénih nisu primijeéene Zute
sadrzaj obje strane popre¢nih stani¢nih stijenki;  stani¢nih stijenki refraktne e ) . granule na polovima
. y . o N . primijecene granule na polovima stanica . . .
stanica zute granule oko poprec¢nih stani¢nih granule, granule cijanoficina te stanica sojeva morfotipa

stijenki

karboksisomi

1

§irina stanica | 2,0 — 4,6 um 2,4 -3 um 2,68 — 3,63 um da

duljina nesto manja u sojevima
. 2,3)2,6 -5, 3,2 -4, 1,92 - 2,66 y .

stanica 23) 7 um 9 um K morfloskog tipa 1

konstrikcija nema ili blaga blaga blaga da

Tablica S4. nastavak



morfoloska Sodalinema
Sodalinema (Samylina i sur., 2021 . foloski tip 1 suglasnost morfologije
znacajka ( y ) (Cellamare i sur., 2018) fmoriofosikt fp g gl
. . o zaobljene na vrhu . e . .
apikalna zaobljene na vrhu (hemisferiéne), ¢esto s J N . o hemisferi¢ne, primijeceni trihomi s polarnim
. L . (hemisferiéne), ¢esto s velikim . . .. da
stanica velikim polarnim aerotopom . aerotopom u apikalnoj stanici
polarnim aerotopom
raspored arijetalan sa sredi$njim snopom parijetalan parijetalan da
tiakoida pary Jim Snop ) )
kaliptra ne / ne da
. . | hormogonijima ili fragmentacijom / hormoagoniiima da
razmnoz n . Ly
a O2avaI€ | rihoma bez nastanka nekridija gont
risutn
prisutnost da da da da
aerotopa
ri
P sutm_)st ne ne ne da
heterocista
risutnost
P . ne ne ne da
akineta
grananje ne ne ne da
kretanje klizanje klizanje klizanje da
s . . " vulkansko jezero (alkalino i .
okolis§ razliciti slani vodeni okolisi ) ( supralitoral morske obale da

slano)




Tablica S5. Usporedba morfoloskih znagajki sojeva morfotipa 2 i roda Salileptolyngbya. Naveden je rad u kojem su opisane koristene morfoloske znacajke roda Salileptolyngbya.
Za svaku je morfolosku zna¢ajku u posljednjem stupcu oznaceno je li ista/ sli¢na ili razli¢ita izmedu sojeva morfotipa 2 i roda Salileptolyngyba te su postojece razlike objas$njene.

Salileptolyngbya

folosk Salileptolyngbya diazotrophica . .
morv 0, oSkt p- yngby P (Zhou i sur., morfoloski tip 2 suglasnost morfologije
znacajka (Zhou i sur., 2018)

2018)

boja trihoma modrozelena modrozelena smedozelena, tamnozelena da
oblik trihoma ravni ili zavojiti ravni ili zavojiti ravni ili zavojiti, neki se skupljaju u krug da
grananje ne ne ne da

. . . . ije primijec lojevitost ovojni
ovojnica debela i évrsta debelaislojevita  Siroka i évrsta THE PTIMUECEna s 0jevitost ovoynice

kod sojeva morfotipa 2

. . P ilindriéne i izodij ; pojavljuj blici

oblik stanica cilindri¢ne i izduljene / e I'lCIlevl. 1204 1Jafrlle.rne pojav J}l )i Se OBTel da
dulji nego Siroki te Siri nego dugacki
duljina stanica 1.53-2.37 uym / 1.18 - 1.65 um ne$to manja kod sojeva morfotipa 2
§irina stanica 0.93-1.44 um / 0.92 - 1.38 um da
konstrikcija izrazena izraZena monoliformni da
apikalna stanica zaobljena zaobljena ne razlikuje se ili zaobljena da
kaliptra nema / nema da
raspored tilakoida | parijetalan / / /
razmnozZavanje hormogonijima hormogonijima nisu primijec¢eni hormogoniji ne
prisutnost ne / ne da
aerotopa
risutnost

P . ne / ne da
heterocista
okoli§ / slani okoli$ slani okoli$ da

Xl



Tablica S6. Usporedba morfoloskih znacajki sojeva morfotipa 3 i roda Nunduva. Naveden je rad u kojem su opisane koristene morfoloske znacajke roda Nunduva. Za svaku je
morfolosku znaéajku u posljednjem stupcu oznaceno je li ista/ sli¢na ili razli¢ita izmedu sojeva morfotipa 3 i roda Nunduva te su postojece razlike objasnjene.

morfoloska - suglasnost
. . Nunduva (Gonzalez-Resendiz i sur., 2018) morfoloski tip 3 g ..
znacajka morfologije
makro svojstva snopovi filamenata izdignuti s podloge trodimenzionalne nakupine u obliku ¢uperaka da
boja trihoma tamnozeleni do smeékastozeleni tamnozeleni da
oblik trihoma suZeni prema jednom polu, na njemu se moze trihomi se postepeno suZzavaju od bazalnog prema terminalnom polu, na da
razviti hijalini nastavak terminalni pol nastavlja se hijalina struktura s popre¢nim pregradama
olarnost nakon fragmentacije izopolarni, a kasnije se s I . .
b . L g I P J hormogoniji izopolarni, trihomi heteropolarni da
trihoma razvijaju u heteropolarne
lamelasta, tanka ili §iroka, bezbojna do
ovojnica smeckastozuta, zaobljena ili otvorena na ¢vrsta i Siroka, zaobljena ili otvorena na polovima, bezbojna da
polovima
diskoidne, visestruko Sire nego dugacke, a smanjuju se prema zasiljenom polu
oblik stanica Sire nego dugacke do gotovo izodijamerne — na njemu poprimaju cilindri¢ni oblik i postaju izodijamerne do dulje nego da
Siroke
konstrikcija moze se nazirati ili ne mora izrazena da
razmnozavanje hormogonijima homogonijima da
prisutnost bazalne ili interkalarne, solitarne ili serijski - .
. . bazalne ili interkalarne, solitarne da
heterocista grupirane (do 3)
risutnost
P . ne ne da
akineta
grananje lazno primijeceno lazno grananje samo kod jednog soja djelomi¢no
kretanje nije zabiljezeno nije zabiljezeno da
okolis na stijenama u morskom okoli$u na stijenama u supralitoralnoj zoni morske obale da

Xl



Tablica S7. Usporedba morfoloskih znacajki sojeva morfotipa 4 te rodova Leptolyngbya i Leptothoe. Navedeni su radovi u kojima su opisane koristene morfoloske znadajke
rodova Leptolyngbya i Leptothoe. Za svaku je morfolosku znadajku u posljednjem stupcu oznaéeno je li ista/ sli¢na ili razli¢ita izmedu sojeva morfotipa 4 te rodova Leptolyngyba
i Leptothoe, a postojece su razlike objasnjene.

. Leptolyngbya sp. . .
morfoloska Leptolyngbya (Hauer i proly g_ yasp Leptothoe (Konstantinou i sur., e ..
. . , (Brandes i sur., morfoloski tip 4 suglasnost morfologije
znacajka Komarek, 2022) 2019)
2015)
makro / / ruziCasto — crveni do crvenosmedi smeckasto - da
svojstva obrastaj, vezan za podlogu tamnozelen
oblik isprepleteni u guste nepravilne nepravilne guste
nakupina solitarni, isprepleteni u nakupine  / P p. g P pv g da
. nakupine mreze
trihoma
blijeda modroplava, sivkasta, . , djelomicno (boja trihoma sojeva
- . v bezbojni do . . smeckasto — zelene . - .
boja trihoma | maslinasto zelena, Zzuta ili .. . crvenkasti do smedi . morfotipa 4 razlikuje se od boje
blijedozeleni boje .
crvenkasta trihoma roda Leptothoe)
.. . . tanki, od ravnih do valovitih oblika; dugacki i tanki, L. . ..
dugacki i tanki, stvaraju lukove, . uga'c ! 1 aI.l l.v da (u sojevima morfotipa 4 nije
I A L u vrsti Leptothoe kymatousa ravni, mjestimi¢no e . .
oblik valoviti ili jako spiralni, . . . primijeceno blago suzavanje
. e pen e / Konstantinou i Gkelis 2019 prave lukove, .
trihoma cilindricni, rijetko blago suzeni . . . .. prema polovima kao kod roda
; primijeceni nepravilno spiralni i rijetko blago
prema polovima . o Leptolyngbya)
spiralni oblici spiralni oblici
polarnost . . . . . .
. izopolarni / izopolarni izopolarni da
trihoma
Cvrsta i tanka, bezbojna, otvorena djelomi¢no poklapanje s rodom
. na apikalnom kraju, pripijena uz : : tanka i ¢vrsta, Leptolyngbya (nije primije¢ena
ovojnica . P . J .p Py - tanka tanka i ¢vrsta, bezbojna ar_l .a} Lovisia . ptolyngbya ( .J pritrijee .
trihom ili malo udaljena, rijetko u pripijena uz trihom  otvorenost na apikalnom kraju);
istu poloZena dva trihoma poklapanje s rodom Leptothoe
izodijamerne ili da (nisu primije tanice kra
. .. 0. . . - .. . . . . . rimijecenc stanice Krace
. . izodijamerne ili dulje nego Siroke izodijamerne do od dulje nego Siroke do Sire nego dulje nego Siroke .. prity
oblik stanica . e . y . . . nego Siroke kao u rodu
(do nekoliko puta), cilindri¢ne produljene dugacke, ovisno o vrsti (do nekoliko puta),
ey Leptothoe)
cilindri¢ne
djelomicno (nisu primijec¢ene
sadrzaj parijetalni tilakoidi; karboksisomi i granule i karboksisomi u
. homogen / . homogen . .
stanica polifosfatne granule sojevima morfotipa 4 kao kod

roda Leptothoe)
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Tablica S7. nastavak

morfoloska Leptolyngbya (Hauer i Komarek, Leptolyngbya sp. Leptothoe (Konstantinou .

. . . foloski tip 4 suglasnost morfologije
zmatajka 2022) (Brandes i sur., 2015) i sur., 2019) mortoloski tip g gy
Sirina trihoma 0,5-3,2 um 1-2,1 um 0,8-2,9 um 1,30 - 1,56 pm pripada u raspon
konstrikcija ima ili nema / blaga do izrazena monoliformni da

ne razlikuju se po
obliku i veli¢ini od
apikalna stanica | zaobljene ili koni¢ne / zaobljene ostalih u trihomu, da
alivrhiim je
zaobljen
kaliptra nema / nema nema da
. . simetri¢énom binarnom diobom, nisu primijeceni nisu primije¢eni hormogoniji u
razmnozavanje / hormogonijima . .
hormogonijima hormogoniji sojevima morfotipa 4
prisutnost ne / / ne da
aerotopa
i
P |sutn(_)st ne / ne ne da
heterocista
prl_sutnost ne / / ne da
akineta
laZno grananje | veoma rijetko / ne ne da
kretanje imotilni / nije zabiljeZeno kretanje imotilni da
ilitski ki sojevi; epizoicki . . . T
ep1.1 S ' morsv ' SOJe.V1’ ep1.z O.lc ! povremeno potopljeni morska bentic¢ka stanista . oba roda imaju epizooicke
. oblici na spuzvama i koraljnim . . . e karapaks glavatih . Lo .
okolis supralitoralni bazeni na  — epilitski, epizooicki i pripadnike, iako ne na glavatim

grebenima (Konstantinou i sur.,
2019)

Dugom otoku

epifitski sojevi

zelvi

zelvama
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