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1. Uvod

Mora i oceani prekrivaju preko 70 posto Zemljine povrSine, zahvaljujuci svojstvima
vode uvelike utjeCu na svjetsku klimu te viSe od polovice proizvedenog kisika potjeCe iz

mora. Zbog toga, a i mnogih drugih znacajki, Cine bitno podrucje bioloskih istrazivanja.

U dvadesetom stoljecu suvremene metode u biologiji su omogucile uspjesna istraZivanja
najsitnijih mikroogranizama i virusa. To je promijenilo stavove o hranidbenim lancima te ih
pretvorilo u stajaliSta o hranidbenim mrezama. Otkivena je mikrobna hranidbena mreza
(mikrobni krug). Mikroorganizmi sudjeluju u biogeokemijskim ciklusima u moru. Pokazalo
se da su prokarioti iznimno vazan segment hranibenih i energetskih mreza te da Cine ¢ak 90

posto biomase u oceanima.

Morski virusi su prvi put otkriveni 1955. godine (Spencer 1955) . Torrella i Morita su
prvi zabiljeZili visoku razinu virusa u prirodnom okolisu (>10* mI™) koriste¢i transmisijski
elektronski mikroskop, te su napomenuli da je i ta brojka mala, s obzirom da je vjerojatno
velika koliCina virusa jednostavno prosla kroz pore filtra koji su oni koristili kako bi ,,ulovili
viruse (Torrella i sur. 1979). Tek za desetak godina se pokazalo da brojnost virusa daleko
premasSuje broj prokariotskih organizama ta da ih se treba ukljuciti u modele hranidbenih
mreza te biogeokemijske cikluse. Danasnje pretpostavke procjenjuju postotak brojnosti virusa
oko 94 posto Sto ih Cini najbrojnijim bioloskim Cesticama u moru, iako biomasom zauzimaju

samo 5 posto (Slikal).
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Slika 1. Relativha biomasa i abundacija prokariota, protista i virusa u moru. Virusi



imaju najveéu abundaciju (94%), no zbog svoje male veli€ine zauzimaju samo 5%
relativne biomase. Slika preuzeta (Suttle 2007).



2. Virusi prokariota (bakteriofagi)

Viruse ne mozemo zvati organizmima zbog nedostatka znaCajki Zivog, kao Sto su
metabolizam i stani¢na grada. UnatoC tome, oni nisu ni sasvim mrtva tvar, jer ipak sadrze
genetiCki materijal, koji se umnaza i time nastaju nove jedinke. Stoga ih nazivamo bioloSkim
Cesticama. Oni su gradeni od nukleinske kiseline (jednostruke ili dvostruke uzvojnice; RNA
ili DNA, osim Mimi virusa koji sadrzi obje) te proteinske kapsule. Kod virusa koji se prenose
u suhim uvjetima moze postojati joS i lipidni omotaC. Takoder, neki se virusi mogu i
kristalizirati te tako prezivjeti nepovoljne uvjete. Neki znanstvenici se zalazu da se u podjeli
Zivog svijeta stvori jos jedna domena Akamara, za acelularne bioloSke Cestice, koje posjeduju

genom u obliku nukleinske kiseline (Hurst 2000).

Virusi koji inficiraju bakterije, otkriveni su dva puta, Twort 1915.g. te d'Harelle 1917.9.
D'Harelle ih prvi puta nazvao bakteriofagima, Sto bi doslovno znacilo ,,zderaCi bakterija“.
Sredinom dvadesetog stoljeca koristili su se za istrazivanje DNA kao nasljedne tvari te kao

terapija, kada se josS nije razvila farmacija antibiotika.

2.1. Podjela i veliCina

Bakterije su prokariotski organizmi i stoga se virusi koji ih inficiraju nazivaju virusima
prokariota, odnosno, bakteriofagima. Prokarioti su stani¢na Ziva bi¢a koja imaju stani¢nu
membranu i staniCnu stijenku, ali im nedostaju stanicni organeli poput jezgre, mitohondrija i
ostalih. U prokariote spadaju domene Bacteria i Archea. Poznati su razliCiti oblici
bakteriofaga, odnosno, faga. NajCeScCi je tipian oblik, s glavom, konektorom i repom, koji
mogu imati dodatke, kao Sto su privjesci na glavi, ogrlica te filamenti i Siljci na repu. 96 posto
izoliranih faga imaju rep te stoga spadaju u skupinu Caudovirales (Ackermann 1996).
Takoder, nadeni su i filamentni, kubicni te razni drugi oblici faga. 1zoliran je samo je jedan

RNA fag koji je ujedno imao i lipidni omotac (Proctor 1997).

Caudovirales je skupina procijenjene starosti na 3.5 — 3.7 bilijuna godina Sto je Cini

starijom od podjele Zivog svijeta na tri domene Archea, Bacteria i Eucaria (Ackermann



1999.). Pripadnici ove skupine kao geneticki materijal imaju dvostruku uzvojnicu DNA
(dsDNA) te se dijeli na tri obitelji s obzirom na rep: dugi fleksibilni rep (Siphoviridae),
kontraktilni rep (Myoviridae) te jako kratak rep (Podoviridae). Vecinu izoliranih faga u

morima Cine Myoviridae (Waterbury i sur. 1993).

Velicina faga varira od vrste do vrste, no u morima je najceS¢a veliCina glave faga
izmedu 55 i 64 nm u dijametru. Do sada najvecCi zabiljeZeni je u promjeru veli¢ine 750 nm
(Gowing 1993).

2.2. Zivotni ciklus

Pri svakoj infekciji postoje tipicni koraci: adsorpcija, odvajanje nukleinske kiseline od
proteinske kapsule, ekspresija i replikacija nukleinske Kkiseline, sastavljanje viriona
(funkcionalne virusne Cestice), otpustanje i transmisija. Sama adsorpcija se odvija u dva
koraka. Prvi, pocetni, kontakt je reverzibilan te jo$ postoji moguénost da ne dode do infekcije.
U drugom koraku adsorpcije, koji je ireverzibilan, dolazi do povezivanja virusa repom za
povrsinu prokariota. Zatim, posebni enzimi u kapsidi ili repu ucine stanicnu membranu
penetrabilnom te se moZe ubaciti nukleinska kiselina u unutrasnjost stanice, dok proteinska
kapsula pritom ostaje van stanice. Nakon injekcije, geneticki materijal se ili integrira u genom
domacina ili ostaje u citoplazmi. Kada se nalazi slobodan u citoplazmi moZe se odviti
ekspresija gena, replikacija genoma te morfogeneza (pakiranje virusnog genoma u proteinske
kapsule). Period od adsorpcije virusa do lize stanice naziva se latentni period. Broj viriona
koji se ispusi iz jedne inficirane stanice naziva se veliCina otpusta (eng. ,,burst size*). Kod
faga s repom, liza stanice je dvostruka. Holin razara stanicnu membranu, dok endolizin

napada peptidoglikane staniCne stijenke (Ackerman 1999).

Postoji vise zivotnih ciklusa kod faga: liticki, lizogeni, pseudolizogeni i kronicni (Slika
2) (Ackerman 1987). U litickom ciklusu se, nakon injektiranja genetickog materijala, taj
materijal odmah eksprimira te nastaju novi virioni, nakon Cega slijedi liza stanica. Lizogeni
ciklus ima period latencije, odnosno, genom virusa se integrira u genom domacina (tada se
naziva profag) te se moze s njim prenositi na stanice kéeri, dok se ne pokrene liticki ciklus.
Kroni¢na infekcija je slicna litickoj samo $to ne dolazi do lize stanice, veC se virioni
kontantno ispustaju iz stanice, pupanjem ili ekstruzijom. Pseudolizogeni ciklus je zajednicki

naziv za sve stadije na prijelazima izmedu ostalih ciklusa.
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Slika 2. Zivotni ciklusi faga. Slika preuzeta (Wienbauer 2004).

2.3. Abundacija u moru

Abundacija virusa u okoli$u moZe varirati izmedu 10* i 10° po mililitru vode
(Wommack i sur. 2000). U pelagijalu broj virusa po mililitru morske vode raste s obzirom na
produktivnst okolisa, stoga ne &ude dobiveni rezultati brojnosti u dubokom moru (10* — 10°

" ml") (Paul 2000). U estuarijima je moguée

ml™), s obzirom na obalne vode (10° - 10
zabiljeZiti vrijednost od 10® ml™®, a najveéa abundacija, izuzevsi sedimente, je nadena u
cijanobakterijskim naslagama iznad dna (9.6 x 10® ml™) (Hennes i sur. 1995). Takoder,
pokazalo se da je u uvjetima anoksije povecana koliCina virusa (Weinbauer i sur. 1998).
Postoje radovi koji su pratili dnevnu, mjesecnu i godisnju abundaciju te se time pokazalo da
populacije virusa imaju iznimnu dinamiku te oscilacije slicne odnosu predator — plijen
(Winbauer i sur. 1995). Nalazi iz morskih sedimenata pokazuju da se tu nalazi veca koliCina
virusa nego u pelagijalu, oko 0.03 — 11.71 x 10% g (Danovaro i sur. 2002). Tu nalazimo i
viruse €ijih domacina nema u sedimentu, sugeriraju¢i da se ovdje radi i o rezervoaru faga, Ciji
su potencijalni domacini u pelagijalu. U morskom ledu nalazimo viSe virusa nego u okolnoj
vodi (9.0 x 10°= 1.3 x 10® mI™) (Maranger i sur. 2004), kao i u Eesticama morskog snijega
(5.6 — 8.7 x 10" mI™) (Peduzzi i sur. 1993.). Ukupna brojnost virusa u oceanima procijenjuje

se na oko 10% (Wilhelm i sur. 2000).



3. Metode iIstrazivanja

Pet metoda se koristi u istraZzivanju virusa u morima: metodom plakova (PAs), metodom
najvjerojatnijeg broja (MPNs), transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM),
epifluorescentnim mikroskopom (EfM) i protocnom citometrijom (FC).

Prve dvije metode, metoda plakova (PAs) i metoda najvjerojatnijeg broja (MPNSs),
koriste se prilikom kvantifikacije abundacije virusa, uzrokujuci lizu odredenog domacina,
uzgojenog na podlozi. No, poznato je da se vecina mikroorganizma (oko 99 posto) ne moze
uzgojiti na hranjivoj podlozi ( Great — Plate — Count - Anomaly, GPCA). PAs se koristi za
prokariote koji se mogu uzgojiti na agaru, pa se pritom broje plakovi, odnosno, podrucja gdje
nedostaje domacina, kao podrucje gdje je inficirao barem jedan virus. MPNs je metoda za
prokariote koji se ne mogu uzgojiti na ¢vrstom agaru, vec u tekucoj podlozi. Tada se motri pri
kojoj minimalnoj koncentraciji (titru) virusa se razbistri tekucina, te se to uzima kao titar pri
kojem se nalazi barem jedan virus u otopini. Obje metode jedine daju direktnu sliku broja
virusa, ali njihovi nedostaci su nemogucnost uzgoja vecCine domacina i nedostatak informacija
o0 ukupnoj abundaciji svih virusa iz uzorka, a ne samo odredenog virusa koji inficira domacina

kojeg smo uzgojili.

Transmisijski elektronski mikroskop (TEM) je jedina metoda koja pruza informacije
I 0 abundaciji i 0 morfologiji virusa u uzorku (Slika 3). Uzorak se mora pripremiti za TEM,
tako da se virusi koncentriraju iz uzorka, stave se na reSetku te se obogate nekim teskim
metalom kao Sto jeuran koji se nalazi u uranil - acetatu, kao bi postali vidljivi. Pri tom
postupku se doduse mogu uciniti brojne greske, a i sama tehnika pripreme moZze promijeniti
rezultate. Vecinom je ova metoda zamijenjena EfM-om, osim ako je potrebna morfologija

virusa.
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Slika 3. Slika virusa pod transmisijskim elektronskim mikroskopom.
Strelicama su istaknuti virusi. Slika preuzeta (Weinbauer 2004).
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Epifluorescentni mikroskop (EfM) se sada najceSce rabi u procjeni abundacije virusa
u nekom uzorku (Slika 4). Uzorak se mora koncentrirati na membranskom filtru te se sve
nukleinske kiseline oboje nekom fluorescencijskom bojom. Na pocCetku ove tehnike Kkoristila
se boja DAPI (4', 6-diamidino-2-fenilindol), no sada postoje nove generacije sjajnijih boja,
kao Sto su YO-PRO11l i SYBR Green. Najnovija od navedenih metoda je protocna
citometrija (FC). Na brz nacin prebrojava uzorak takoder na osnovu fluorescencije. Jako je
pouzdana metoda koja se sve viSe koristi. Nedostaci posljednje dvije metode su hemoguénost
ovih boja da obojaju jednostruku uzvojnicu DNA i RNA, tj. bojaju samo dvostruku uzvojnicu
DNA. Takoder svi virusi koji su eventualno pri¢vrsCeni za neke vece Cestice, ovim se

metodama nece detektirati.

Slika 4. Slika virusa pod epifluoriscentnim mikroskopom.

Strelicama su istaknuti virusi. Slika preuzeta (Weinbauer 2004.).

UnatoC€ nedostacima ovih metoda, istraZzivanja te same metode su jako uznapredovali

unazad 15 godina.

Metagenomika je nova grana znanosti koja se pojavila napretkom molekularne
biologije. Zasniva se na uzimanju uzoraka iz prirode, pro€is¢avanju svih nukleinskih kiselina

iz njih, njihovim umnaZanjanjem te spremanjem u tzv. Kknjiznice. Ovo omogucava



identificiranje velike koli¢ne virusa koje zbog GPCA ne moZzemo uzgojiti te nam daje stvarni
uvid u raznolikost, raSirenost i abundaciju virusa u svijetu. U ovoj su metodi virusi u
prednosti nad ostalim bioloskim cCesticama zbog svog malog genoma. Ovim pristupom
dobivamo brojne sekvence virusa te podatke koje sve viSe otkrivaju sliku o virusima bakterija

u moru.

4. Uloga virusa u razvoju prokariota

Virusi utjeCu na razvoj svih Clanova hranidbene mreze. Utjecaj bakteriofaga moze biti

direktan ili indirektan na mikrobnu zajednicu, $to nadalje utjeCe na cijeli ekosustav.

4.1. Mortalitet i biogeokemijski ciklus

Najocitiji utjecaj virusa jest povecani mortalitet domacina. Posto prokarioti Cine veliku
vecinu biomase u moru, liziranje stanica, ima velik utjecaj na biogeokemijske cikluse.
Procjenjuje se da virusi dnevno liziraju 20 — 40 posto prokariota (Wommack i sur. 2000), sto
ukljuCuje i cijanobakterije koje su zasluzne za 20 — 80 posto fiksacije ugljika (Liu i sur. 1997).
Zajedno s potroSaCima, kao Sto su cilijati i hererotrofni nanoflagelati, virusi kontroliraju
zajednice prokariota. Uloga faga raste ako iz nekog razloga (prevelik salinitet ili anoksija)
nedostaju potro3ali (Guixa-Boixareu i sur. 1996, Fenchel i sur. 1990). Takoder veci utjecaj
imaju u oligotrofnim morima, nego u eutrofnim morima (Murray i sur. 1994). Liza bakterija
utjeCe na cijelu hranidbenu mrezu, jer se oslobadaju otopljenu organsku tvar (eng. dissolved
organic matter - DOM) i suspendirana organska tvar (eng. particulate organic matter — POM)
(Slika 5). Nutrijenti su dostupniji fitoplanktonu, Sto potpomaze vezanje ugljicnog dioksida iz
atmosfere prilikom procesa fotosinteze, i bakterijama, poveéavajuci njihov broj. Zato je uloga
virusa znacCajnija u oligotrofnim morima, posebice zbog oslobadanja fosfora (Noble i sur.
1999). Takoder, virusi potpomazu bioloSku pumpu, zbog ubrzanog tonjenja ugljika u obliku
POM-a. Virusi koji liziraju bakterijske stanice mogu utjecati i na prozirnost mora. Lizom se
oslobadaju razliciti enzimi zbog Cega te Cestice postaju ljepljivije te se stvara morski snijeg,
na koji se dodatno lijepe bakterije, i sve skupa brze tone (Proctor i sur. 1991). Sami virusi
sadrze 5 posto ugljika u moru, dok 6- 26 posto ugljika iz bakterija virusnom premosnicom

konvertiraju u DOC svaki dan (Wilhelm i sur. 1991). Lizom stanica, takoder, katkad



oslobadaju dimetil — sulfid (DMS), plin koji ima jak ujecaj na ,,efekt staklenika®, koji uvelike
utjeCe na atmosferu (Bratbak i sur. 1995, Hill i sur. 1998).
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Slika 5. Virusna premosnica. Omjeri prikazuju koli¢inu ugljika, dusika i
forsfora. Slika preuzeta (Suttle 2007)

Uoceno je da virusi ne inficiraju sve skupine prokariota podjednako, ve¢ da u veéini
sluCajeva postoji pravilnost pod nazivom ,killing the winner” (Thingstad 1997, Thingstad i
sur. 2000). Imaju tendenciju viSe inficirati dominantnu skupinu prokariota koja se brzo
razmnoZava te ima veliku abundaciju. Tako u biti spreCava potpunu dominaciju neke skupine

i omogucava vecu bioraznolikost prokariota.

4.2. Horizontalni prijenos gena

Ne toliko ociti, ali veoma znaCajan utjecaj virusa bakterija, jest horizontalni prijenos
gena. Kao jedan od nacina prijenosa gena izmedu prokariota, poznata je transdukcija. Vjeruje
se, da nakon $to se genom virusa uklopi u genom domacina, naknadnim izrezivanjem, zna
doéi do greSke i pakiranja nekog gena domacina u virus, zajedno S njegovim genomom.
Ponovnom infekcijom, virus prenosi taj gen u novu bakteriju, gdje se moze eksprimirati taj

gen (Ackerman i sur. 1987).

Istrazivanja su pokazala da se to deSava ¢eS¢e no Sto se do sada vjerovalo te da postoje
faktori koji znaju jo$ povecati vjerojatnost (Chiura i sur. 1994, Chiura 1997,). NajcesSce je
rijeC o vecoj koncentraciji domacina na jednom mjestu, kao Sto je morski snijeg. Poznato je da

fagi mogu imati razliCiti utjecaj na domacina zahvaljuju¢i genima koji nose, kao 5to su

10



primjera je cijanofag koji nosi gen za fotosistem Il te tako potice cijanobakteriju na povecanu
stopu fotosinteze (Zeidner i sur. 2005, Sullivan i sur. 2006). Time se fiksira povecana koli€ina
ugljikovog dioksida iz atmosfere. Takoder, mogu nositi gene i za ostale metaboliCke puteve,
kao Sto su put pentoza fosfata te biosinteza nukleotida. Svim tim procesima oni povecavaju
metabolizam domadina u svrhu stvaranja novih virusnih Cestica (Slika 6). Samim raspadom
stanice domacina, u okoli§ se oslobada slobodan geneticki materijal, u obliku domacinove
DNA i plazmida, koji se takoder mogu upotrijebiti u okoliu.

Mogucnost faga da sudjeluju u horizontalnom prijenosu gena utjeCe na genetiCku
raznolikost prokariota, njihovu potencijalnu otpornost te u konacnici na samu evoluciju

bakterija.

PR
orefi

Slika 6. Mogudi utjecaji gena iz cijanofaga. Slika preuzeta (Beitbart i
sur. 2007)
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5. Zakljucak

Virusi su oduvijek pobudivali znatizelju znanstvenika, zbog svoje jedostavnosti i male
veliCine. ZnaCaj bakteriofaga dugo nije bio poznat. Tek nakon otkrica njihove iznimno visoke
abundacije i procesa u mikrobioloSkom krugu, spoznalo se da bitno reguliraju procese u

ekoloSkom sustavu.

Metode kojima se istraZzuje njihova uloga znacajno su napredovale u zadnjih 15 godina,
no nuzan je njihov daljnji razvoj. Metagenomika je grana biologije koja ¢e odgovoriti na velik

broj pitanja, uzimavsi uzorke direktno iz okolisa.

Sve vise se uvida da su ove male bioloSke €estice iznimno vazne u ekosustavu mora, te
da se nikako ne smiju podcijeniti ili izostaviti iz istrazivaCkih modela. UtjeCu na sastav

mikrobioloSke zajednice, biogeokemijske cikluse i bioloSku pumpu.

Nuzna su jos brojna istrazivanja prokariotskih virusa na uzorcima iz okolisa kako bi se

mogla upotpuniti slika funkcioniranja Zivota u moru.

12
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7. Sazetak

Virusi su najbrojnije bioloSke Cestice na Zemlji. No, tek nedavno je otkrivena njihova
visoka abundacija u oceanima, procjenjuje se na oko 10 milijuna virusa po mililitru. Ta
neocCekivana brojka pobudila je zanimanje velikog broja znanstvenika za ulogu tih virusa u
ekosustavu Zemlje. Zbog njihove male veliCine, tek se usavrSavaju metode istrazivanja.
Dokazano, vecina tih virusa napada bakterija, tj. prokariotski su virusi. Osim §to utjeCu na
mortalitet bakterija (dnevno liziraju 20- 40% prokariota), pokazalo se da imaju i znaCajnu
ulogu u odrzavanju ravnoteze bioraznolikosti bakterija, horizontalnom prijenosu gena te una
biogeokemijskim procesima. ProuCavanje prokariotskih virusa daje nam joS bolji uvid u

procese koji se odvijaju u oceanima, koji u konacnici utjeCu na cijelu Zemlju.

8. Abstract

Viruses are the most abundant biological entities on Earth. However, their high
abundance in the oceans was dicovered only recently, estimated at approximately 10 milion of
viruses per milliliter. That unexpected number made many scientists interested in the role of
these viruses in the Earth’s ecosystem. Due to their small size, methods for researching them
are in need of continual improvement. It is established that most of these viruses attack
bacteria, that is, they are prokaryotic viruses. Apart from influencing the mortality of the
bacteria (lysing 20-40% of them daily) it was shown that they play a significant role in
maintaining the bacteria’s biodiversity balance, their horizontal gene transfer, and in affecting
biogeochemical circles. Researching prokaryotic viruses gives us an even better view on the

processes taking place in the oceans, which in turn impact the entire Earth.
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