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1. UVOD

Simbiotske interakcije imaju veliku ekolosku ulogu (Doane i sur. 2017), a viSestanic¢ni
organizmi domacini su brojnim mikroorganizmima (bakterijama, arhejama, virusima i piko-
eukariotima) koji se zajedno nazvaju mikrobiota (mikrobiom) (Ursell i sur. 2012). Simbiotski
mikroorganizmi klju¢ni su za zdravlje domacina u vise aspekata: opskrba hranjivim tvarima,

uspjesan rast i razvoj te otpornost na bolesti (Doane i sur. 2017).

Posljednjih godina sve vise istrazivanja posveceno je zajednicama mikroorganizama koje
nastanjuju razli¢ite dijelove Zivotinja. Pritom se sve viSe razjasnjava funkcionalna povezanost
domacina i pripadaju¢ih mikroorganizama, a uveden je i novi pojam — hologenom.
Hologenom oznacava skup gena nekog organizma i gena svih mikroorganizama kojima je on
domacin (Zilber-Rosenberg i Rosenberg, 2008). Takoder, vazno je razlikovati dva dodatna
pojma: mikrobiotu i mikrobiom. Mikrobiota se definira kao kompletni set svih mikrobnih
vrsta koje zive u odredenom okolisSu, dok mikrobiom predstavlja ukupan genom tih
mikroorganizama, odnosno set gena koji sadrzi mikrobiota (Nelson i sur. 2008). U ovom
seminarskom radu koristen je pojam mikrobiom kao termin za mikroorganizme prisutne u

odredenim organskim sustavima morskih kraljeznjaka.

Omics pristup predstavlja skup analitickih pristupa kojima se karakterizira sastav i
dinamika mikrobnih zajednica bilo na razini DNA, RNA, proteina ili metabolizma. Kada se
analizira DNA u nekom uzorku, radi se 0 metagenomskoj karakterizaciji mikrobioma (Nelson
i sur. 2008.). Molekularne metode omogucuju istrazivanje velikih zajednica bakterija i arheja
koje se ne mogu kultivirati, ¢ime se dobiva detaljniji uvid u mikrobni ekosustav (Glad i sur.
2010). Sekvenciranje velike proto¢nosti (eng. high-throughput sequencing) smanjivanjem
trajanja i cijene analize omogucilo je vece razumijevanje raznolikosti i funkcije mikrobioma u

istrazivanjima provedenim u posljednjem desetlje¢u (Parfrey i sur. 2014).

U istrazivanju mikrobioma najces$¢e se istrazuju i usporeduju bakterijske sekvence 16S
rRNA, i to njene hipervarijabilne regije. Raznim analitickim metodama genske sekvence 16S
rRNA svrstavaju se u operativne taksonomske jedinice (eng. operational taxonomic unit,
OTU) (Ley i sur. 2008). Kako bi se sekvence grupirale u isti OTU na razini vrste sli¢nost u
sekvenci treba biti veca ili jednaka 97% (Nelson i sur. 2008). 1z uzetog uzorka (npr. brisa
sluznice ili fecesa) prvo se ekstrahira sva genomska DNA, umnoze se geni za 16S rRNA,
sekvenciraju te usporeduju 1 filogenetski analiziraju pomoc¢u brojnih racunalnih programa

(Glad i sur. 2010).



Istrazivanja eukariotskog mikrobioma su u velikom zaostatku za prokariotskim zbog toga
Sto se metode sekvenciranja koriStene u istrazivanjima vec¢inom temelje na prokariotskim
sekvencama (Parfrey i sur. 2011). Unato¢ tome, iz parazitoloSkih razloga, poznato je da su u
mikrobiomu prisutni i eukariotski mikroorganizmi (Parfrey i sur. 2014). Razlika je u tome §to
je potrebno koristiti pocetnice koje ciljaju eukariotske sekvence i malom specificnoséu vezu

bakterijske i arhejske sekvence. Takve su sekvence 18S rRNA (Parfrey i sur. 2014).

Zbog nedostatka provedenih istrazivanja, ovaj seminarski rad ne sadrzi potpuni pregled
mikrobioma velikih morskih kraljeznjaka, ve¢ samo djelomi¢no iznosi podatke o sastavu
mikrobioma pojedinih organskih sustava nekih predstavnika morskih sisavaca, gmazova i
riba. Najmanje istrazena skupina od tri nabrojane su morske ribe hrskavi¢njace (morski psi i
raze) jer je vecina istrazivanja provedena na komercijalno isplativijim 1 vise lovljenim ribama

kosStunjacama.

Takoder, prema dostupnim literaturnim podacima, ovaj rad pokuSava objasniti uloge
mikroorganizama u mikrobnim zajednama i samim organizmima domacinima. Kako bi se u
buduénosti ova tema mogla jasnije prikazati, potrebno je provesti dodatna istrazivanja na

razli¢itim vrstama zivotinja koje su izlozene razli¢itim uvjetima okolisa.

2. MIKROBIOM MORSKIH SISAVACA

Morski sisavei jedna su od najmanje istraZzenih skupina sisavaca u prirodi, iako se sastoje

od 129 dosad poznatih vrsta rasporedenih u tri reda (Nelson i sur. 2015). Veéinu vremena
provode pod vodom, stoga imaju brojne fizioloSke, anatomske i ekoloSke prilagodbe prema

kojima se razlikuju od ostalih kopnenih sisavaca (Nelson i sur. 2013).

Prve bakterije koloniziraju crijeva sisavaca tijekom porodaja, odnosno prolaskom
mladunca kroz porodajni kanal. Kako jedinka stari, tako se sastav njezinog probavnog sustava
mijenja pod utjecajem raznih ¢imbenika: maj¢inog mlijeka, socijalne interakcije ili nasumic¢no
(Palmer i sur. 2007). Vecina istrazivanja mikrobioma provedena su na Zivotinjama koje su
uzgajane u kontroliranim uvjetima, uz Cestu primjenu antibiotika koji znacajno mijenjaju
bakterijski sastav crijeva. Suprotno tome, prirodni sustavi su varijabilniji i vjerojatnije je da
drugi ¢imbenici utjeCu na kolonizaciju bakterija ili odgovor samog domacina (Nelson i sur.
2013) te su upravo zato istrazivanja na zivotinjama u prirodnim ekosustavima od iznimne
vaznosti. Bakterije u probavnom sustavu sisavaca povecavaju njihov metaboli¢ki potencijal,

odnosno povecavaju koli¢inu energije dobivene razgradnjom hrane. Na taj nacin sisavcima je
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evolucijski omoguéeno zauzimanje velikog broja ekoloskih nisa (Ley i sur., 2008). Uz to
mikrobna zajednica sisavaca vazna je i za funkciju imunosnog sustava (Nelson i sur. 2015).
Bakterije u crijevima mladunaca izazivaju primarni imunosni odgovor Kkoji poboljsava rad
imunosnog sustava (Rook i sur. 2004), a bakterije u kasnijim fazama zivota dodatno jacaju

imunosni sustav.

Pionirska istrazivanje crijevnog mikrobioma sisavaca proveli su Ley i sur. (2008) na
kopnenim sisavcima na kojima su pokazali ve¢u medusobnu sli¢nost mikrobioma jedinki iste
vrste u odnosu na razli¢ite vrste. To je primjenjivo i za mikrobiom jedinki u prirodi i u
zatoceniStvu. Novija istrazivanja sve vise isti€u da je prehrana najvaznija za funkcionalnost
crijeva i da je upravo prehrana utjecala na konvergentnu evoluciju mikrobioma izmedu
filogenetski nesrodnih domacina (Muegge i sur. 2011). Crijevni mikrobiom morskih sisavaca
o¢ito se razlikuje od mikrobioma kopnenih sisavaca: najraznolikiji sastav crijevnog
mikrobioma imaju herbivorne vrste morskih sisavaca, dok karnivorne vrste morskih sisavaca

imaju raznolikiji sastav crijevnog mikrobioma od kopnenih karnivora (Nelson i sur. 2013).

2.1. Kitovi (razred Cetacea)

U razred Cetacea spadaju kitovi, dupini i pliskavice. Dijele se u dva podreda: kitove usane
(eng. baleen whales ili Mysticeti) i kitove zubane (eng. toothed whales ili Odontoceti)
(Herwig i sur. 1984).

U razdoblju kada klimatske promjene nevidenom brzinom mijenjaju uvjete Zivota u
oceanima, posebno je vazno vidjeti njihov utjecaj na kljuéne morske vrste (Bierlich i sur.
2017). S obzirom na dugovjecnost i veliku koli¢inu hrane koju kitovi konzumiraju, oni mogu
biti indikatori zdravlja morskog ekosustava (Bossart, 2011). Nedavna istrazivanja pokazuju da
se opcenito stanje jedinke vidi u sastavu mikrobioma, a eksperimentalno je dokazana

povezanost zdravlja koZe i koZznog mikrobioma (Hoffmann i sur. 2014; Larsen i sur. 2010).

2.1.1. Mikrobiom probavnog sustava

lako se kitovi danas svrstavaju u karnivore, evolucijski su se razvili iz herbivornih
kopnenih ¢etveronozaca srodnih kravama i nilskim konjima (Gatesy i sur. 2013). Kitovi usani
hrane se manjim ribama i rakovima dobivenim filtracijom vode, stoga su sli¢ni kopnenim
srodnim vrstama po tome $to moraju preradivati slozene polisaharide. Kitovi preraduju hitin
iz egzoskeleta morskih organizama, a kopnene vrste celulozu iz biljaka i u oba slu¢aja im pri

razgradnji pomazu bakterije u probavilu (Beier i Bertilsson. 2013; Sanders i sur. 2015).



Prouc¢avanjem mikrobioma kitova odreduje se uloga prehrane i filogenije u formiranju

crijevne mikrobne zajednice.

Sliéno kao i1 kod vecéine kopnenih sisavaca, u crijevnom mikrobiomu kitova usana
najzastupljeniji su predstavnici bakterijskih koljena Bacteroidetes i Firmicutes (Sanders i sur.
2015). Kitovi i kopneni sisavci imaju zajednicke viSe taksonomske jedinice poput razreda
Bacteroidina i Clostridia ili roda Treponema, ali se u nizim taksonomskim jedinicama, to¢nije
OTU-ima sli¢nosti 97%, drasti¢no razlikuju. Prema zastupljenosti i raznolikosti, nesto manje
od 90% svih grupiranih OTU-a razlikuje se u odnosu na kopnene vrste (Sanders i sur. 2015).
Usporedbom sekvenci iz uzorka fecesa s poznatim sekvencama iz organizama kojima se
kitovi hrane (kopepodnih raci¢a) utvrden je mali udio podudaranja (Sanders i sur. 2015), Sto
je u skladu s oc¢ekivanjima. Sli¢nost u viSim taksonomskim jedinicama, a razlika u nizim
potaknula je ove znanstvenike da pokuSaju odrediti povezanost crijevnog mikrobioma s
metaboli¢kim funkcijama. Rezultati su pokazali da geni koji se odnose na karnivorni
mikrobiom sudjeluju u razgradnji proteina i u procesima biosinteze, a herbivorni mikrobiom
ukljuCuje gene za metabolizam ugljika 1 energije te fermentaciju polisaharida. Postoji vise
uloga fermentacije u crijevnom mikrobiomu kitova usana. To dokazuje prisutnost gena za
enzime razgradnje piruvata (meduprodukt mikrobne fermentacije), gena za enzime katalize
masnih kiselina kratkih lanaca (krajnji produkti fermentacije), gena za enzime koji sudjeluju u
mikrobnom putu iskoriStenja viSka vodika (nastaje tijekom fermentacije) te gena za
metanogenezu. Zadnja uloga potvrdena je prisutstvom sekvenci bakterija iz roda
Methanomassiliicoccales — bakterija koje su do sada isklju¢ivo pronadene u crijevima i za

koje je poznato da proizvode metan (Sanders i sur. 2015).

Mikrobiom dobrog dupina (Tursiops truncatus) koji spada u kitove zubane pokazuje
veliku raznolikost te se bitno razlikuje od ostalih poznatih mikrobioma morskih i kopnenih
sisavaca (Bik i sur. 2016). Upravo su Bik i sur. (2016) detektirali ¢ak 25 koljena u uzorcima iz
oralne Supljine dupina i 22 koljena mikroorganizama iz zeluca. Dominantni do tada
neodredeni bakterijski OTU u predzelucu pripada koljenu Tenericutes i autori pretpostavljaju
da je karakteristiCan za skupinu delfinoida (delfini i pliskavice). Dudek i sur. (2017)
detektirali su i okarakterizirali predstavnike dva nova bakterijska koljena i predlozili imena
Candidatus Delphibacteria i Candidatus Fertabacteria. Jo§ jedna stvar po kojoj se dupini
razlikuju od ostalih sisavaca ¢iji je mikrobiom proucavan je ta da mikrobiom crijeva ima

manju raznolikost; ¢ak cetiri puta manju u usporedbi s mikrobiomom oralne Supljine. Jo$

jedna novost je da crijevni mikrobiom sadrzi zasad neobjaSnjivo mali broj bakterija iz koljena
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Bacterioidetes (<1%). Ovo bakterijsko koljeno visoko je zastupljen u crijevnom mikrobiomu

vecine sisavaca, kao §to je opisano i u ostatku ovog seminarskog rada.

2.1.2. Mikrobiom pokrovnog sustava

Na sastav koznog mikrobioma mogu utjecati brojni faktori: temperatura vode, pH koze,
sastav lipida u epidermi, dostupnosti supstrata za rast bakterija te biofilmovi dijatomeja i
ostalih epibiontskih protista koji bakterijama predstavljaju pogodno staniSte. Jedno od prvih
istrazivanja mikroorganizama povezanih s kozom proveli su Shotts i sur. (1990) na
grenlandskom glatkom kitu (Baleana mysticetus), i to uzgojem tkiva izoliranog s koze kita na
Petrijevim zdjelicama s pogodnim medijem. U veé¢em udjelu uzgojene su gram pozitivne
bakterije rodova Bacillus, Corynebacterium i Rhodococcus, a gram negativne bakterije
rodova Pseudomonas, Moraxella i Acinetobacter. Takoder, uzgojene su gljivice rodova
Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces i Torulopsis. lako se ne radi o
metagenomskom istrazivanju, svakako ga je vazno spomenuti kao pionirsko istrazivanje

mikrobnih zajednica kitova usana.

Mikrobiom koze kitova usana proucavali Su u svojem istrazivanju Bierlich i sur. (2017).
Uzorke su uzimali na podrucju Zapadnog antarkti¢kog poluotoka, i to s koze grbavog kita
(Megaptera novaeangliae). Ta je vrste zanimljiva za istrazivanje jer obitava u svim oceanima
I svake godine migrira na velike udaljenosti ¢ime se koza izlaze raznim okoli$nim uvjetima
(Baker i sur. 1990; Bierlich i sur. 2017). Na kozi grbavog kita prisutno je 50-ak razlicitih
skupina bakterija i niti jedna skupina arheja, dakle govori se o bakterijskom mikrobiomu.
Glavni rodovi iz uzoraka uzorkovanih tijekom ranog ljeta su Psychrobacter, Tenacibaculum,
Moraxellaceae, Flavobacterium, Flavobacteriaceae i Gracilibacteria, a uzorci iz kasne jeseni
(uz ovih Sest rodova) sadrze jo$ Cetiri dodatne skupine: rodove Polaribacter, Owenweeksia i

Crocinitomix te jednog predstavnika iz porodice Cardiobacteriaceae (Slika 1.).

Vremenska razlika u uzorkovanju vazna je kako bi se odredio utjecaj migracije i doba
godine na sastav mikrobioma, no u ovom istrazivanju su i razli¢ite godine uzorkovanja mogle
rezultirati razli¢itim sastavom koznog mikrobioma. Izmedu sezona najveéu promjenu u
zastupljenosti pokazuje rod Psychrobacter, ¢ija je prosje¢na zastupljenost spala s otprilike
40% u rano ljeto na svega 8,5% u kasnoj jeseni, a kod jedinki koje su uzorkovane u oba
navrata s 97% u rano ljeto na 43% u kasnoj jeseni. Nije uoCena razlika u raznolikosti i
zastupljenosti bakterija (iako u nekim slucajevima postoji u sastavu) izmedu koznih

mikrobioma kitova iz razlicitih geografskih regija (Aprill i sur. 2014; Bierlich i sur. 2017).



Zadnje saznanje je vazno jer potvrduje pretpostavku da filogenija ima vazniju ulogu od

okolisa.

2.3%

1.9%
Rano ljeto (2013.) Kasna jesen (2010.)
B 1. Psychrobacter m 7. Cardiobacteriaceae
W 2. Moraxellaceae W 8. Polaribacter
11 3. Tenacibaculum 9. Owenweeksia
W 4. Flavobacterium W 10. Crocinitomix
M 5. Uncultured Flavobacteriaceae 11. Other Bacteria (non-core groups)

m 6. Uncultured Gracilibacteria

Slika 1. Prosje¢na zastupljenost razli¢itih bakterijskih skupina u mikrobiomu koZe grbavog kita
uzorkovanih u vodama oko Zapadnog antarktickog poluotoka u dvjema razli¢itim sezonama
(rano ljeto 2013. godine i kasna jesen 2010.). Prilagodeno prema Bierlich i sur. (2017).

Aprill i sur. (2014) istrazivali su mikrobiom koze grbavih kitova iz suptropskog podrucja
(oko Havaja i Americke Samoe) te podrucja sjeverne polutke (oko Aljaske i u zaljevu Maine).
Na kozi zdravih jedinki dominirale su bakterije koljena Bacterioidetes i
Gammaproteobacteria, a mnogi uzorci sadrzavali su i bakterije koljena Firmicutes i
Alphaproteobacteria. Dva roda, Tenacibaculum (Bacterioidetes) i Psychrobacter
(Gammaproteobacteria) ¢ine 55-75% ukupnog mikrobioma koze. Za vrijeme uzorkovanja,
zivotinje u podru¢ju Americke Samoe i Havaja nisu se aktivno hranile, stoga je njihov
metabolizam bio u katabolitickom stanju koje karakterizira smanjen popravak i obnavljanje
stanica koZe te manja proizvodnja stanica imunosnog sustava. Zivotinje oko Aljaske i Zaljeva
Maine uzorkovane su za vrijeme hranjenja te je njihov metabolizam bio u anabolitickom
stanju. Razlika u metabolickim stanjima zivotinja uzrokovala je promjenu u sastavu bakterija
na kozi, vidljivu u razli¢itim udjelima razli¢itih varijanti sekvenci spomenutih rodova. Uzorci

koze koji nisu posluzili za ekstrakciju DNA, prouceni su pod mikroskopom (Slika 2.). Dakle,



u oba istrazivanja, najzastupljenija su dva roda (Tenacibaculum i Psychrobacter) te je

zakljuceno da su upravo ta dva roda kosmopolitska 1 karakteristicna za sve grbave kitove.

Slika 2. Uzorci koZe grbavog kita snimljeni skenirajuéim elektronskim mikroskopom. Strelice pokazuju
moguce bakterijske stanice. Prilagodeno prema Aprill i sur. (2014).

Rod Psychrobacter karakteristiCan je za mnoge morske organizme, a pripadnici tog roda
mogu podnijeti ekstremno niske temperature (Bakermans i Nealson, 2004.). Moguce je da
bakterije u skladu s promjenom temperature mijenjaju sastav membrana te sintetiziraju i u
membranu ugraduju proteine hladnog Soka (Ayala i sur. 2010). S obzirom da su grbavi kitovi
tijekom godine izlozeni velikom temperaturnom rasponu (5-25°C), to bakterijama daje
prednost u prezivljavanju ekstremnih uvjeta i osigurava veéu zastupljenost u mikrobiomu

(Aprill i sur. 2014).

Bakterije roda Tenacibaculum u nekim su istrazivanjima pronadene kod bolesnih morskih
i slatkovodnih riba (Bernardet i Nakagawa, 2006), no svi kitovi s ¢ije koZe su uzorkovane te
bakterije izgledali su zdravo prema svim protokolima analize zdravlja na terenu (Bierlich i
sur. 2017). Moguée je da ove bakterije proizvodnjom antibiotika spre¢avaju kolonizaciju
drugih patogenih bakterija na kozi ¢ime se osigurava stabilnost mikrobioma koze (Harrison i

Thurley, 1974).

2.1.3. Mikrobiom diSnog sustava

Kada je rije¢ o bolestima kitova, dis$ni sustav je ¢esto mjesto infekcije (Venn-Watson i sur.
2012) te mikroorganizmi prisutni u izdahu kitova (eng. blow) sluze kao indikator zdravlja
diSnog sustava i omogucuju identifikaciju potencijalnih bakterijskih, virusnih ili gljivicnih
patogena (Aprill i sur. 2017). U svojem su istrazivanju Aprill i sur. (2017) u blizini obale
SAD-a uz pomo¢ drona skupljali tekuc¢inu koju su grbavi kitovi izdisali pri izronu i uzorke
usporedili s bakterijskim i arhejskim sekvencama. Raznolikost mikroorganizama u uzorcima

bila je velika, s 15 razli¢itih koljena bakterija i dva koljena arheja. Glavna koljena bila su:



Actinobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes, Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria i Fusobacteria. U uzorcima nije detektiran niti jedan poznati

potencijalni patogen diSnog sustava sisavaca.

Orka (Orcinus orca) jedna je od najrasirenijih vrsta morskih sisavaca. Raverty i sur.
(2017) istrazili su mikroorganizme di$nog sustava ove vrste, no samo one koje je bilo moguce
uzgojiti, vizualizirati bojanjem po Gramu ili detektirati PCR-om. Najvise bakterija bilo je iz
porodica Staphylococcaceae, Bacillaceae i Vibrionaceae. Detektirane su i gljivice iz porodica

Pleosporaceae i Davidiellaceae.

2.2. Morske krave (razred Sirenia)

Morske krave jedini su vodeni herbivorni sisavci, a dijele se na dvije porodice: dugonge s
jednom vrstom kao predstavnikom i lamantine s tri predstavnika (Kanelos i sur. 2014). Kao
prezivaci imaju specijalizirana crijeva za dobivanje energije iz biljnog materijala, u ¢emu im
pomazu simbiotske bakterije u crijevima, stoga je karakterizacija crijevnog mikrobioma vazna
za razumijevanje ove skupine Zivotinja (Suzuki i sur. 2019). U nekoliko radova opisan je
crijevni mikrobiom jedine vrste dugonga (Dugong dugong) te jedinih dviju podvrsta
zapadnoindijskog lamantina (Trichechus manatus): floridski lamantin (Trichechus manatus
latirostris) i antilski lamantin (Trichechus manatus manatus). Cijela skupina i dalje ostaje

uvelike neistrazena.

2.2.1. Mikrobiom probavnog sustava

U uzorcima fecesa floridskog lamantina dominantna koljena bakterija su Firmicutes (s
udjelom od 77%) i Bacterioidetes (udjela otprilike 20%), dominantni su redovi Bacterioidales
i Clostridiales, a dominantan rod je rod Clostridium. Druga prisutna Kkoljena su:
Actinobacteria, Proteobacteria, Fibrobacteria, Tenericutes, Spirochaetes i Fusobacteria
(Merson i sur. 2014). U istrazivanju Merson i sur. (2014) 23 OTU-a odredeno je kao glavne
jedinice (s prisutnoséu u vise od 95% uzoraka). OTU kojima je bilo mogucée odrediti rodove
ukljuc¢ivali su rodove: Adlercreutzia, Bacteriodes, Butyrivibrio, Caloramator,
Cellulosilyticum, Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus i Sedimentibacter. Usporedbom
sekvence najvise zastupljenog OTU-a sa sekvencama u postoje¢im bazama, dobiveno je da je
najsli¢nija bakteriji Clostridium glycolicum, reduktivnoj bakteriji iz sivih i crvenih klokana
koja reduktivnom acetogenezom iz vodika i ugljika stvara acetat koji domacin koristi kao
izvor energije (Merson i sur. 2014; Ouwerkerk i sur. 2009). Moguce je da ova vrsta kao

dominantna bakterijska vrsta u crijevima floridskog lamantina smanjuje emisiju metana



dobivenog fermentacijom biljnog materijala. Drugi najzastupljeniji OTU u uzorku imao je
100%-tnu podudarnost sa sekvencom vrste Clostridium butyricum. Usporedbom OTU-a iz
lamantina s OTU-ima drugih skupina zivotinja, najveca je slicnost s ostalim herbivorima:

crvenim klokanom, afri¢kim slonom i konjem (Merson i sur. 2014).

Crijevni mikrobiom antilskog lamantina okarakteriziran je na jedinkama koje Zive u
zatoCeniStvu. U istrazivanju Suzuki i sur. (2019) rezultati su usporedeni s prethodno opisanim
istrazivanjem crijevnog mikrobioma floridskog lamantina iz divljine. Naime, njihova prehrana
u zatoceniStvu ukljucuje primjerice kupus, tikvicu i mrkvu te se razlikuje od prehrane u
divljini koja ukljucuje slatkovodno i morsko bilje, stoga je moguée da zatoCeniStvo utjece na
crijevni mikrobiom. Odredeno je preko tisu¢u OTU-a svrstanih u 16 bakterijskih koljena
poredanih prema zastupljenosti: Firmicutes, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria,
Proteobacteria, Lentisphaerae, Kiritimatiellaeota, Synergistetes, Spirochaetes, Cyanobacteria,
Tenericutes, Epsilonbacteraeota, Planctomycetes, Fibrobacteres, Fusobacteria, Acidobacteria.
Koljeno Firmicutes dominira zastupljenoséu od otprilike 85%, Bacterioidetes ima mnogo
manju zastupljenost od otprilike 9%, dok sva ostala koljena imaju mnogo nizu zastupljenost.
Najzastupljeniji rodovi su Akkermansia, Cellulosilyticum, Christensenella, Clostridium,
Eubacterium i Terrisporobacter. Prisutni rodovi Terrisporobacter i Cellulosilyticum, oba iz
koljena Firmicutes, mogu hidrolizirati i fermentirati celulozu i produkt razgradnje celuloze;
celobiozu, a vrste rodova Eubacterium i Clostridium dehidroksiliraju brojne kiseline i

olakSavaju unos i razgradnju lipida (Suzuki i sur. 2019).

Sumarno, dvostruko veci broj bakterijskih koljena okarakteriziran je u uzorcima fecesa
antilskog lamantina u zatoCeniStu u odnosu na floridskog lamantina iz divljine, a i prema
sastavu rodova ove dvije skupine se razlikuju. Ove razlike ukazuju i potvrduju da
zatoCeniStvo, ponajvise prehrana, utjecu na sastav crijevnog mikrobioma (Nelson i sur. 2013,

Suzuki i sur. 2019)

Eigeland i sur. (2012) proveli su istraZivanje crijevnog mikrobioma dviju jedinki dugonga
iz zatoCenistva (na cijeloj Zemlji u zatocenistvu ih ima manje od deset) i vise od 200 jedinki
iz divljine. Dominantna koljena u obje skupine su Firmicutes i Bacterioidetes, a slijede ih
Actinobacteria i Proteobacteria. Dominantni rodovi su: Roseburia, Clostridium, Bacteroides,
Sedimentibacter, i Ruminococcus. Sastav crijevnog mikrobioma jedinki u zatoCeniStvu
pokazao je manju kompleksnost u usporedbi s onima u divljini. Razlog tomu vjerojatno je

hranjenje mladunaca mlijecnom formulom jer su obje jedinke u zatoCenistvu ostale bez majke
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u prvom do tre¢em tjednu Zivota, drugacija prehrana u kasnijim Zivotnim stadijima i primjena

antibiotika.

2.3. Tuljani (podrazred Pinnipedia)

Tuljani su karnivorne Zzivotinje koje dio zivota provode na kopnu, a dio u vodi.
Istrazivanja mikrobioma provedena na tuljanima najviSe su obuhvacala istrazivanja crijevnog
mikrobioma, a kako su u razli¢itim radovima odabrani ili tuljani sjeverne ili juzne polutke,

tako su opisani i u ovom pregledu.

2.3.1. Mikrobiom probavnog sustava

Mikrobiom oralne Supljine i ostatka probavnog sustava tuljana slicnog je sastava kada se
promatra raspodjela visih i nizih taksonomskih jedinica (Bik i sur. 2016). U svom istrazivanju
Glad 1 sur. (2010) istrazili su mikrobiom crijeva vise vrsta tuljana na sjevernoj polutci, tocnije
na Arktiku te na obalama Atlantskog oceana 1 Baltickog mora: tuljana mjehurasa
(Crystophora cristata), obi¢nog tuljana (Phoca vitulina) i sivog tuljana (Halichoerus grypus).
Najzastupljenija bakterijska koljena bila su: Bacteriodetes, Firmicutes, Proteobacteria te
Fusobacteria. Pritom uzorci obi¢nog i sivog tuljana nisu sadrzavali niti jednog predstavnika
Proteobacteria, a dodatno su u uzorcima sivog tuljana izostali i predstavnici Fusobacteria
(Slika 3.). Nazalost, zbog malog broja uzorkovanih jedinki u ovom istrazivanju nije bilo

moguce provesti direktnu usporedbu izmedu vrsta.

a Tuljan mjehurag b oObiéni tuljan C  Sivituljan

Unclassified bacteria 1% Fusobacteria 1%

Proteobacteria 9%
Fusobacteria 1%
Firmicutes
22%
Firmicutes

Bacteriodetes 50%
49%

Bacteriodetes
68%

Firmicutes
76%

Slika 3. Zastupljenost sekvenci razli¢itih koljena bakterija u uzorcima fecesa tuljana sjeverne polutke: a) tuljana
mjehurasa, b) obi¢nog tuljana, c) sivog tuljana. Prilagodeno prema Glad i sur. (2010).

Nelson i sur. (2013) istrazili su crijevni mikrobiom dviju filogenetski sli¢nih vrsta tuljana
koji zive na juznoj polutci, to¢nije na Antarktici: juznog slonovskog tuljana (Mirouga
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leonina) i tuljana leoparda (Hydrurga leptonyx). Rezultate su usporedili s rezultatima
dobivenim uzorkovanjem fecesa tuljana leoparda drzanog u zooloskom vrtu kako bi uvidjeli
utjecaj zatoCeniSta na sastav crijevnog mikrobioma. Rezultati su pokazali da tuljan u
zatoceni$tvu ima najbogatiji sastav crijevnog mikrobioma. Takoder, juzni slonovski tuljan
uzorkovan je u razli¢itim dobnim skupinama kako bi se vidio utjecaj laktacije i starenja
domacina na sastav mikrobioma. Starije jedinke imale su opcenito bogatiji sastav crijevnog
mikrobioma u usporedbi s uzorcima mladunaca, a mikrobiom majki i mladunaca podudarao
se u 20-ak OTU-a. Dominantna koljena bakterija u uzorcima i u ovom istrazivanju, kao i u
onom prethodno opisanom bili su Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria i Bacteroidetes.
Ipak, njihova zastupljenost ovisila je o vrsti domacina (Slika 4.). Zanimljivo je da su mladunci
juznog slonovskog tuljana imali mnogo veci udio bakterija koljena Fusobacteria u odnosu na
sve ostale skupine. Divlji tuljani leopardi isticu se velikim udjelom Proteobacteria, a juzni

slonovski tuljan velikim udjelom OTU iz koljena Bacteroidetes.

90
80
70
60 I [ Juzni slonovski tuljan

(bez mladunaca)

50 Juzni slonovski tuljan

(mladunci)
40 |W Tulian leopard u divliini

) W Tuljan leopard u zatocenistvu
30 -
20 I I
10 I
: L
0 | |

Firmicutes Fusobacteria Proteobacteria Bacteroidetes

Prosje¢na zastupljenost OTU-a (%) +/- SE

Slika 4. Prosje¢na relativna zastupljenost bakterijskih koljena i OTU-a za svako koljeno u crijevnom mikrobiomu
tuljana juzne polutke: juZnog slonovskog tuljana i tuljana leoparda. JuZni slonovski tuljani podijeljeni su u dvije
skupine: odrasle jedinke i mladunce. Tuljan leopard uzorkovan je u divljini i u zato¢eni§tvu. Prikazane su i standardne
devijacije (SE). Prilagodeno prema Nelson i sur. (2012).

Znacajna razlika u sastavu mikrobioma filogenetski sli¢nih vrsta koje Zive na istom
staniStu sugerira da na kolonizaciju crijeva djeluju nasumicni ¢imbenici tijekom cijelog
zivota, posebice razliCita prehrana jer se koljena bakterija u crijevima mogu to¢no povezati S
izvorom hrane koju pojedina vrsta konzumira (Nelson 1 sur. 2013). U ovom istraZivanju

pokazan je i utjecaj socijalne interakcije na mikrobiom domacina. Kao $to je ve¢ receno, juzni
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slonovski tuljan ima vecu raznolikost crijevnog mikrobioma u odnosu na tuljana leoparda. To
se moze objasniti razlikom u koli¢ini socijalizacije — juzni slonovski tuljani vec¢i dio svog
vremena provode u skupinama 10-100 jedinki, dok je tuljan leopard u interakciji s drugim

jedinkama samo tijekom sezone parenja i tijekom odgoja mladunaca u slucaju majki tuljana.

Kada bi se napravio presjek oba istrazivanja, glavne skupine mikroorganizama u sastavu
crijevnog mikrobioma tuljana uklju¢uju rodove llyobacter, Psychrilyobacter, Fusobacterium,
Bacteroides, Subdolingranulum, Sporobacter, Sutterella, Weisella, Anaerococcus i

Campylobacter (Nelson i sur. 2015).

3. MIKROBIOM MORSKIH GMAZOVA

Od vise od 12 000 danas zivu¢ih gmazova, njih manje od 100 zivi u slanim vodama: sedam

vrsta morskih kornjaca, 80-ak vrsta morskih zmija, jedna vrsta krokodila i vrsta morske

iguane Galapagoskog oto¢ja (Rasmussen i sur. 2011).

Na mikrobiom Zzivotinja kao §to je spomenuto utjece socijalizacija, odnosno interakcije s
roditeljima, interakcije izmedu odraslih jedinki i interakcije s okoliSem (Price i sur. 2017).
Koli¢ina socijalizacije ovisi o skupini zivotinja: primjerice, sisavci imaju ekstenzivniji
postnatalni kontakt s majkom u usporedbi s gmazovima (Price i sur. 2017), stoga u gmazova
izostaje vertikalni prijenos mikrobioma s roditelja na potomka. U tom slucaju, prehrana i
okoli§ vjerojatno imaju najveci utjecaj na razvoj crijevnog mikrobioma u ranim stadijima
zivota (Price i sur. 2017). Neki gmazovi konzumiraju feces odraslih jedinki svoje vrste ili tlo
na mjestu izlijeganja (Troyer, 1984) i na taj nadin u svoj probavni sustav unose prve

mikroorganizme.
3.1. Kornjace (razred Testudines)

3.1.1. Mikrobiom probavnog sustava

Zelena morska kornjac¢a (Chaelonia mydas) fakultativni je preziva¢ (Bjorndal, 1979).
Prvih tri do Sest godina zivota obitava u pelagickoj (oceanskoj) zoni, a potom prelazi u
neritiCku (priobalnu) zonu. Pritom prolazi ontogenetiCku promjenu s omnivornog na
herbivorni nacin zivota (Arthur i sur. 2014). Price i sur. (2017) u svojem istrazivanju uzimali
su uzorke fecesa i brisa kloake ove vrste kornjaca iz razli¢itih dijelova Meksi¢kog zaljeva.
Najzastupljenija bakterijska koljena bila su Proteobacteria, Bacteroidetes i Firmicutes.

Koljeno Bacteriodetes zastupaju rodovi Bacteroides, Paludibacter i Tenacibaculum. Koljeno
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Firmicutes gotovo u potpunosti ¢ine pripadnici razreda Clostridia za koje je poznato da
metaboliziraju kompleksne ugljikohidrate poput celuloze i za koje je moguce da se u zelenim
morskim kornjacama specijaliziraju pri prijelazu s omnivorne na herbivornu prehranu. Iz
koljena Gammaproteobacteria najzastupljenije su porodice Moraxellaceae i Shewanellaceae.
Pripadnici Shewanellaceae karakteristi¢ni su za alge roda Sargassum kojima se kornjace
hrane (Witherington i sur. 2012). Dakle, mikrobiom zelenih kornjaca mijenja se tijekom

zivota kako jedinka mijenja stani$te i na¢in prehrane (Price i sur. 2017).

Glavata Zelva (Caretta caretta L.) Siroko je rasprostranjena vrsta morskih kornjaca koja Zivi
na podru¢ju Mediterana, Tihog, Indijskog i1 Atlantskog oceana (Abdelrahm i sur. 2016).
Abdelrhman i sur. (2016) uzorkovali su fecese zivih i crijeva mrtvih glavatih zelvi na
zapadnoj obali Italije. U uzorcima fecesa dominirala su Kkoljena Firmicutes (66%),
Proteobacteria (23%) i Bacteroidetes (6,2%) (Slika 5.). U koljenu Firmicutes, najbrojniji je
razred Clostridia. U uzorcima crijeva dominiraju takoder koljena Firmicutes (87%),
Proteobacteria (4,2%) 1 Bacteroidetes (3,4%). U ovom slucaju, u koljenu Firmicutes, uz razred
Clostridia (43%), podjednako su bili prisutni i predstavnici razreda Bacili (42,5%) kojeg je u
potpunosti sacinjavao red Lactobacillales. Najzastupljenija koljena u glavatih zelvi
(Firmicutes 1 Bacteroidetes) takoder su najbrojnija koljena u covjeka (Ley i sur. 2008), kao i
kod ostalih kopnenih kraljeznjaka (Costello i sur. 2010). U tom radu ispitana je razlika
izmedu mikrobioma fecesa 1 crijeva. Rezultati pokazuju da je u crijevima prisutno vise

pripadnika roda Vagococcus i Robinsoniella.

100% B Deinococcus-Thermus 1000 T N HE Actinobacteria

Deinococci
90% 0%

W Acetothermia Oligosphaeria

BO% BO%% Fusobacteriia

Lentisphaerae
5 Acetothermia_genera_incertae_sedis
T TO%%
Flavobacteriia

B Spirochactes

60% 60% Sphingobacteriia

Bacteroidia

50% B Fusobacteria 50%

Alphaprotobacteria

40% 40% Deltaprotecbacteria

B Actinobacteria
Epsilonproteobaceria
30% 30%

. Gammaproteobacteria
[ Bacteroidetes pr

20% 20% Negativicutes

B Protobacteria Erysipelotrichia
10%%
Bacilli

B Firmicutes 0% Clostridia
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Slika 5. Sastav mikrobioma fecesa i crijeva glavate Zelve prikazan na razli¢itim taksonomskim razinama: A) Na razini
koljena, B) Na razini razreda. Prilagodeno prema Abdelrhman i sur. (2016).



3.1.2. Mikrobiom pokrovnog sustava

Mikroepibiont predstavlja skupinu organizama koji Zive na povrSini nekog veceg
organizma, no do danas nema objavljenih prokariotskih metagenomskih istrazivanja koze ni
oklopa morskih kornjaca. Jedino objavljeno metagenomsko istrazivanje proveli su Rivera i
sur. (2018), a u istrazivanju je analiziran eukariotski mikroepibiont oklopa kornjaca te je
utvrdeno da su u uzorcima najzastupljenije dijatomeje. U svim ostalim objavljenim
istrazivanjima dijatomeja vrste su ve¢inom odredivane mikroskopski (Majewska i sur. 2015),
no kako takva istrazivanja ne daju ukupnu sliku mikrobioma, u ovom seminarskom radu se ne
opisuju. S ciljem dobivanja Sire slike, razvijeno je metabarkodiranje, metoda koja objedinjuje
molekularne metode DNA barkodiranja sa sekvenciranjem visoke proto¢nosti (Rivera 1 sur.
2018). Istrazivanja takve vrste za sada su malobrojna, a jedno od njih je istrazivanje Rivera i
sur. (2018). Oni su mikroskopskom analizom odredili 57 taksona dijatomeja s oklopa zelenih
morskih kornjac¢a. Najzastupljeniji je rod Labellicula (vrsta Labellicula lecohuiana) te vrste
Nitzschia inconspicua i Halamphora tenerrima (Siroko rasprostranjene bentiCke vrsta).
Metabarkodiranjem i klasteriranjem dobivena su ukupno 634 OTU-a, s otprilike 280 OTU-a
po uzorku. Polovica OTU-a odredena je samo do razine razreda (Bacillariophyceae,
Coscinodiscophyceae, Fragilariophyceae ili Mediophyceae). Takoder, metabarkodiranjem
samo mali postotak OTU-a odreden je do razine vrste. Rezultati mikroskopske analize i
metabarkodiranja razli¢iti su i1 neusporedivi jer se mikroskopski i zive 1 mrtve dijatomeje

karakteriziraju na temelju kostura od silicija, a metabarkodiranje detektira samo zive stanice.

3.1.3. Mikrobiom ljuske jaja

Morske kornjace jedna su od najugrozenijih skupina Zivotinja, a najvec¢i uzrok tomu su
nepristupacnost i oneciS¢enje plaza za njihovo gnjezdenje, kao i bolesti koje uzrokuju
smanjenje populacija. Sarmiento-Ramirez i sur. (2014) istrazili su mikrobiom jaja karetne
zelve (Eretmochelys imbricate) zarazena gljivicama roda Fusarium. Zbog zasti¢enosti vrste,
dobivena je dozvola uzorkovanje samo cetiriju jaja, no i to je bilo dovljno za dobivanje
pocetnog uvida u njihov mikrobiom. Prvo su odredili bakterijski sastav mikrobioma, potom
ciljano izolirali i uzgojili specifi¢ne bakterijske rodove kako bi odredili djelovanje bakterija
na infekcije patogenim gljivicama. U uzorcima je bilo prisutno preko 16 000 OTU-a, od kojih
je nesto vise od 50% bilo bakterija iz koljena Proteobacteria te znacajno manje iz koljena
Actinobacteria, Firmicutes i Bacteroidetes (Slika 6.B). Bakterije koljena Actinobacteria imaju
antibakterijsko i antifungalno djelovanje (Godfellow i Fiedler, 2010) te je u istrazivanju

otprilike 30% nasumi¢no izoliranih bakterija ovog koljena (rodova Streptomyces,
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Amycolatopsis, Micromonospora, Plantactinospora, Solvaraspora), inhibiralo rast gljivica
Fusarium. Nema znaajne razlike izmedu izlegnutih i neizlegnutih jaja niti izmedu dva

gnijezda iz kojih su jaja uzorkovana (Slika 6.A).
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Slika 6. Sastav mikrobioma ljuski jajeta karetne Zelve: A) Broj OTU-a po koljenu detektiran u ljuski izlegnutog (H) i
neizlegnutog (UH) jaja iz dva razli¢ita gnijezda, B) Prosje¢na raspodjela OTU-a u svim uzorcima. Prilagodeno prema
Sarmiento-Ramirez i sur. (2014).

3.2 Morska iguana (podrazred Iguania)

Gusteri su najbrojnija skupina gmazova, a iguana s Galapagosa (Amblyrhynchus
cristatus), iako se razmnozava na kopnu, odli¢no je prilagodena zivotu u moru (Rasmussen i
sur. 2011). Jedina je vrsta koja se primarno hrani makrofitnim morskim algama (Sheperd i
Hawkes, 2005), a razliku u prehrani kopnenih iguana i morske iguane uocio je ¢ak i Darwin
(1835) proucavanjem sadrzaja zeluca razli¢itih vrsta iguana koje zive na Galapagosu. Razlika
u nacinu prehrane, kao i u slu¢aju drugih skupina Zivotinja, utjeCe na razliku u crijevnom

mikrobiomu (Ley i sur. 2008).

3.2.1. Mikrobiom probavnog sustava
Hong i sur. (2011) uzorkovali su feces morske iguane i rezultate usporedili s dvjema
kopnenim vrstama iguana. U svim uzorcima prevladavali su bakterijski geni, dok su arheje u

malom postotku pronadene kod kopnenih, ali ne i morskih iguana. I u ovom slu¢aju najvise su
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zastupljene bakterije koljena Firmicutes i Bacteroidetes, dok veliki udio bakterija uopée nije
bilo moguce svrstati niti u jedno koljeno. Bakterije iz ova dva koljena razgraduju celulozu,
hemicelulozu 1 pektin na heksoze i1 pentoze koje se dalje razgraduju uz oslobadanje energije
(Hong i sur. 2011). Iako su kopnene i morske iguane nastale od zajedni¢kog pretka, crijevni
mikrobiom morskih iguana poprilicno se razlikuje od ostalih herbivornih kopnenih gustera.
Razlika je najveca u zastupljenosti bakterija Lachnospiraceae i Clostridiaceae (zastupljenije u
uzorcima morskih iguana) te Ruminococcaceae (zastupljenije u uzorcima kopnenih iguana).
Makrofitske alge sadrZze razne polisaharide koji sadrze sulfatne skupine. Bakterije roda
Bacteroides hidroliziraju razne polisaharide, a poznata bakterija B. plebieus sadrzi beta-
agaraze i beta-porfiranaze, enzime koji razgraduju algalne polisaharide. Veé¢i udio bakterija
ovog roda u fecesu morskih iguana omogucuje im dobivanje energije iz morskih algi — jedine

razlike u prehrani kopnenih i morskih iguana.

4. MIKROBIOM MORSKIH RIBA HRSKAVICNJACA

4.1. Morski psi (nadrazred Selachimorpha)

4.1.1. Mikrobiom pokrovnog sustava

Kozni mukus (sluz) kompleksan je kemijski spoj koji se sastoji od mucina i O-vezanih
glikana, a proizvode ga stanice epiderme. Ribe hrskavi¢njace, za razliku od koStunjaca, imaju
tanak sloj sluzi na kozi (Doane i sur. 2017). Kod morskih pasa u divljini primije¢ene su brojne
otvorene rane koje brzo zacijeljuju i rijetko podlijezu infekcijama. Doane i sur. (2017) istrazili
su mikrobiom koZze morskog psa lisice (Alopias vulpius) i dobili sljede¢e rezultate:
dominantno koljeno bilo je Proteobacteria (80-90%), a drugo najzastupljenije Bacteroidetes
(4-14%). Sva ostala koljena (Planotomycetes, Actinobacteria) bila su prisutna u udjelu
manjem od 1%. Najzastupljeniji bakterije su sve pripadnici Proteobacteria, to¢nije rodovi
Pseudoalteromonas, Erythrobacter, Idiomarina, Limnobacter i Marinobacter. Mikrobiom
morskog psa se razlikuje od mikrobioma okolne vode u nekoliko rodova, i to s ukupnim
udjelom ve¢im od 40%. To su rodovi: Pseudoalteromonas, Marinobacter, Idiomarina,
Acinetobacter, Stenotrophomonas, Alteromonas, Erythrobacter, Sphingopyxis i Limnobacter.
Bakterije roda Pseudoalteromonas sintetiziraju antimikrobmne spojeve, a bakterije roda
Erythrobacter provode fotosintezu ¢ije produkte koriste i druge bakterije u mikrobiomu.
Morski psi bioakumuliraju teske metale, stoga su za mikrobiom vazne bakterije roda

Idiomarina koje provode detoksifikaciju teskih metala. Bakterije roda Marinobacter, ¢etvrtog
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najzastupljenijeg roda, razgraduju ugljikovodike i sintetiziraju lipopolisaharide vazne za
pravilan imunosni odgovor morskih pasa. Opcenito, viSe su eksprimirani bakterijski geni koji
sudjeluju u virulenciji, bolesti i obrani (1), pokretljivosti i kemotaksiji (2), metabolizmu
zeljeza (3) 1 membranskom transportu (4). Takoder, Doane i sur. (2017) predlozili su da tri
selektivna uvjeta najviSe utjeCu na sastav mikrobioma: tekstura povrSine koze, smanjena

hidrodinamika vode i antimikrobna svojstva mukusa.
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6. SAZETAK

Veliki morski kraljeznjaci iznimno su vazni stanovnici oceanskih ekosustava, a mogu biti

domacini velikom broju mikroorganizama. Sve Vise istraZivanja pokazuje da je mikrobiom,
skup svih gena zajednice mikroorganizama, od velike evolucijske vaznosti za brojne
viSestani¢ne organizame, a od velike vaznosti je i danas, posebice za normalan rad
probavnog, pokrovnog i diSnog sustava. U velike morske kraljeznjake ubrajaju se svi
morski sisavci, nekoliko gmazova (sedam vrsta morskih kornjaca i jedna iguana) te ribe
hrskavi¢njace. Njihov mikrobiom je, unato¢ sve ve¢em broju nedavnih istrazivanja na tu
temu, i dalje nedovoljno istrazen. Crijevni mikrobiom sisavaca i gmazova ve¢inom c¢ine
bakterije koljena Bacteroidetes i Firmicutes, a manje su prisutne bakterije koljena
Proteobacteria, Fusobacteria i Actinobacteria. Dobri dupin za sada je jedina poznata vrsta
sisavaca Ciji se mikrobiom bitno razlikuje u odnosu na ostale sisavce. Sastav crijevnog
mikrobioma ovisi 0 nacinu prehrane sisavaca i gmazova, s time da je zavisnost o prehrani
izraZenija kod gmazova. Zdravlje pokrovnog sustava morskih kraljeznjaka ovisi 0 sastavu
mikrobioma — u svim skupinama prisutni su geni bakterija za koje je poznato da imaju
antimikrobno djelovanje. Moguce je da se na taj nain odrzava stalan i stabilan sastav
koznog mikrobioma sisavaca i riba ili mikrobioma ljuske jajeta u kornjaca. Sastav
mikrobioma diSnog sustava sisavaca raznolik je te u uzorcima zdravih jedinki nisu
detektirani prisutni patogeni, no vazno je napomenuti da je ovaj organski sustav ujedno i

najmanje istrazen.

7. SUMMARY

Large marine vertebrates are important in marine ecosystems and can host a wide range of

microorganisms. The microbiome is the full collection of genes of all microorganisms in a
community, but often it is used as a term for all the microorganisms in a sample, not just their
genes. Research that has been done in recent years shows that the microbiome had an impact
on evolution of multicelular organisms. Moreover, it still plays an important role in normal
functioning of digestive, integumentary and respiratory system. Large marine vertebrates
include all marine mammals, several reptiles (seven species of marine turtles and one species
of iguana) and cartilaginous fish (sharks and rays). Despite increasing amount of research,
their microbiome has still not been sufficiently investigated. Gut microbiome of mammals and
reptiles mostly consists of bacterial OTUs from phyla Bacteroidetes and Firmicutes, with less

OTUs from phyla Proteobacteria, Fusobacteria and Actinobacteria. Bottlenose dolphin is (for
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now) the only mammal species that has significantly different microbiome from the rest of the
mammals. Even though both mammals and reptiles show a correlation between gut
microbiome and diet, the correlation is more pronounced among reptiles. When it comes to
integumentary system, its health depends on the microbiome. All of the groups have genes
specific for bacteria which produce antimicrobial substances. There is a possibility that these
substances help maintain stable composition of skin microbiome or microbiome of turtle egg
shells. The microbiome of respiratory system in mammals varies and there has not been any
evidence of pathogen bacteria in healthy individuals. However, microbiome of this system is

poorly researched and understood.
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