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REZIME

Dezertifikacija i degradacija lesnih povrSina predstavljaju znacajne ekoloske
probleme Kkoji uzrokuju zdravstvene i socijalno-ekonomske probleme Sirom sveta.
Uobic¢ajeno koris¢ene metode za obnavljanje degradiranih povrSina umerenih regiona
pokazale su se neprikladnim za primenu u aridnim i semi-aridnim uslovima Zivotne sredine,
poput onih prisustnih u lesnim regionima i podru¢jima zahvacenim dezertifikacijom. Cilj ove
disertacije je bio da se istrazi fundamentalna i prakti¢na uloga cijanobakterija u semi-aridnim
sredinama, ukljucujuci njihov znacaj u formiranju lesa i potencijal u obnavljanju ostec¢enih
lesnih povrsina kroz potpomognuti razvoj bioloskih lesnih pokorica. Cijanobakterijski sojevi
Su izolovani iz bioloskih lesnih pokorica iz Srbije, Kine i Irana i analizirani na sledece
osobine: produkciju biomase, produkciju polisaharida, produkciju UV zastitnih pigmenata i
toksi¢nost. Nakon toga, procenjen je potencijal odabranih sojeva srpskog porekla u razvoju
bioloskih pokorica i prouceni su mehanizmi stabilizacije lesnog sedimenta u posebno
dizajniranoj komori koja simulira semi-aridne uslove. Istrazivanje se sastojalo od analize
akumuliranih pigmenata, mikroskopskog ispitivanja, granulometrijskih analiza i simulacije
erozije vetrom. Ova studija je potvrdila potencijal izolovanih sojeva cijanobakterija u
uspostavljanju bioloskih pokorica na lesu i podru¢jima zahvaéenih dezertifikacijom. Opisana
je interakcija izolovanih cijanobakterijskih sojeva sa Cesticama u formiranju bioloSkih
pokorica, kao i uloga sojeva u imobilizaciji i stabilizaciji Cestica i stvaranju vestackog
kompaktnog lesnog sedimenta. Predlozeni model obnove degradiranih lesnih povrSina i
podru¢ja zahvacenih dezertifikacijom sastoji se od niza aktivnosti razvijenih u okviru ove
studije. Ova disertacija predstavlja vazan korak u eksperimentalnom opisivanju biogenog
porekla lesnog sedimenta (pored ukljucenih eolskih procesa), i na taj nafin U razvoju
BLOCDUST hipoteze prema teoriji.



ABSTRACT

Desertification and loess sediment degradation are significant environmental
problems causing health and socioeconomic problems worldwide. Commonly used methods
for restoration of degraded lands in temperate regions seem unsuitable for use in arid and
semi-arid environmental conditions, such as those present in loess regions and areas affected
by desertification. This study aims to investigate the fundamental and practical role of
cyanobacteria in semi-arid environmental conditions including their significance in loess
formation and the potential for restoration of exposed loess surfaces through assisted
development of biological loess crusts. Cyanobacterial strains were isolated from biological
loess crusts from Serbia, China, and Iran and screened for biomass production,
polysaccharide production, production of UV-protective pigments, as well as toxicity.
Thereafter, a selected mixture of cyanobacterial strains of Serbian origin was assessed in
assisted development of biocrusts and the mechanisms of loess stabilization were studied in a
specially designed chamber simulating semi-arid environmental conditions. The investigation
consisted of analysis of pigment accumulation, microscopic examination, granulometric
analyses, and simulation of wind erosion. This study confirmed the potential of isolated
cyanobacterial strains in establishment of biological crusts on loess and areas affected by
desertification. Interaction of isolated cyanobacterial strains with particles in biocrust
formation, role of the strains in particle immobilization and stabilization, and creation of
artificial compact loess sediment were described. The proposed model of restoration of
exposed loess surfaces and areas affected by desertification consists of a sequence of
activities developed within this study. This study represents an important step in
experimentally describing the biogenic origin of loess sediment (besides the aeolian

processes involved) and thus developing the BLOCDUST hypothesis towards a theory.
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1. UVOD

1.1. OpsSte karakteristike cijanobakterija

Cijanobakterije (Cyanobacteria), poznate jo$ kao modro-zelene alge, su grupa
fotoautotrofnih prokariotskih organizama. Smatraju se organizmima odgovornim za stvaranje
kiseoni¢ne atmosfere pre 2200-2400 miliona godina. Cijanobakterije i danas imaju vaznu
ulogu u kruzenju ugljenika, azota i minerala u akvati¢nim i terestricnim ekosistemima (Codd
i sar., 2017).

Celije cijanobakterija imaju prokariotski tip organizacije. Njihove vegetativne éelije
se sastoje od Celijskog zida i protoplasta. Protoplast je izdiferenciran na nukleoplazmu
(prokarion, centroplazmu) i hromatoplazmu (procitoplazmu). Nukleoplazma zauzima
centralni deo ¢elije i u njoj se nalazi DNK. Hromatoplazma, obavijaju¢i nukleoplazmu,
zauzima periferni deo ¢elije i u njoj se nalazi fotosinteticki aparat. Njihov fotosinteticki
aparat sadrzi pigmente, medu kojima su najéeséi hlorofil a, fikobilini i karotenoidi. Celijski
zid je viSeslojan u ¢iji sastav ulaze peptidoglikani. Na ¢elijski zid naleze sluzavi omota¢ koji
Stiti Celije od isuSivanja. Moze imati i ulogu u puzeéem kretanju ili udruzivanju veéeg broja
jedinki u kolonije razli¢itog oblika (Cvijan i Blazenc¢i¢, 1996). Cijanobakterije imaju
sposobnost akumuliranja hranljivih materija i metabolita u citoplazmi u vidu glikopeptida,
karboksizoma, cijanoficinskih zrna i polifosfatnih tela (Mur i sar., 1999).

U odnosu na gradu talusa, cijanobakterije se javljaju kao jednocelijske, kolonijalne ili
filamentozne (trihalne) (Slika 1). Agregirane ¢elije, u nepravilnim ili uredenim kolonijama,
drzi sluzavi omota¢ koji cijanobakterije lu¢e tokom rasta (Mur i sar., 1999). Filamentozne
cijanobakterije su safinjene od ¢elija rasporedenih u nizu ¢ineé¢i trihom. U odnosu na sastav
¢elija koje Cine trihom, njihov talus moze biti homocitni ili heterocitni. Niz identi¢nih
vegetativnih ¢elija ¢ini homocitni talus cijanobakterija. Specijalizovane ¢elije kao $to su
akineti (spore) i heterociste zajedno sa vegetativnim celijama Cine heterocitni tip talusa.
Akineti su specijalizovane celije koje nastaju diferenciranjem od vegetativnih Celija. Sluze za
prezivljavanje nepovoljnih uslova i shodno tome imaju zadebljao celijski zid. Bogate su
rezervnim hranljivim materijama i imaju do 20-30 puta vec¢i sadrzaj DNK nego vegetativne
¢elije. Heterociste su celije specijalizovane za vezivanje atmosferskog elementarnog azota

(azotofiksaciju) koje takode imaju zadebljao celijski zid (Cvijan i Blazenci¢, 1996).
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U heterocistama se pomocu enzima nitrogenaze atmosferski elementarni azot (N2) prevodi u
amonijum jon (NH:"), oblik azota dostupan drugim organizmima (Mur i sar., 1999).
Azotofiksirajuce cijanobakterije su narocito zastupljene medu filamentoznim predstavnicima
koje formiraju heterociste (na primer Nostoc i Anabaena) (Stewart, 1973). Sposobnost
azotofiksacije je primecena i medu cijanobakterijskim predstavnicima koji ne formiraju

heterociste (Carpenter i sar., 1992).

Sluzavi
za§titni omotac

Jednocelijska Kolonijalna Filamentozna

Slika 1. Morfoloska organizacija cijanobakterija
(https://biologyreader.com)

Cijanobakterije se ne razmnozavaju polno. Jednocelijske i kolonijalne cijanobakterije
se razmnozavaju prostom celijskom deobom. Filamentozni predstavnici se najcesce
razmnozavaju hormogonijama. Hormogonije nastaju razdvajanjem filamenta na kratke
pokretne fragmente (hormogonije) koji izrastaju u nove jedinke. Neki predstavnici
cijanobakterija se razmnozavaju gonidijama, kokama, planokokama, endosporama ili
egzosporama (Cvijan i Blazenci¢, 1996).

Proces fotosinteze cijanobakterija se odigrava u tilakoidima koji su ekvivalentni
hloroplastima algi i biljaka. U membranama tilakoida se nalazi hlorofil a, dok su karoteonidi i
filikobilini vezani sa spoljasnje strane tilakoida. Pomo¢ni fotosinteti¢ki pigmenti pospesuju
efikasnost fotosinteze tako $to imaju ulogu da apsorbuju svetlost talasnih duzina koju hlorofil
a nije u mogucénosti (Blazenci¢, 2007). Boja celija varira od plavo-zelene do ljubicasto-
crvene. Zelena boja koju daje hlorofil a moze biti maskirana karotenoidima i pomoénim
pigmentima fikobiliproteinima (fikocijanin, alofikocijanin i fikoeritrin) (Mur i sar., 1999).

Pored osnovnih pigmenata koji Cine fotosinteticki aparat, cijanobakterije imaju

sposobnost da sintetisu UV zastitne pigmente scitonemin i mikosporinu sliéne aminokiseline.


https://biologyreader.com/
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Scitonemin je Zuto-smedi zastitni pigment koji se nalazi u ekstracelularnom polisaharidnom
matriksu cijanobakterija (Sinha i Hader, 2008). Grupa scitonemina obuhvata nekoliko
strukturno slicnih molekula: scitonemin (javlja se u dva oblika: oksidovani i redukovani)
(Garcia-Pichel i Castenholz, 1991; Garcia-Pichel i sar., 1992), dimetoksiscitonemin,
tetrametoksiscitonemin, scitonin (Butel-Ponce i sar., 2004) i scitonemin-3-imin (Grant i
Louda, 2013). Scitonemin pretezno produkuju cijanobakterije (Garcia-Pichel i Castenholz,
1991; Rastogi i sar.,, 2014). Prvi pronalazak scitonemina je bio kod terestri¢nih
cijanobakterija (N&geli, 1849). Sinteza scitonemina je primarno stimulisana UV-A zracenjem
(Garcia-Pichel i Castenholz, 1991). lako on ima najveci stepen apsorpcije u UV-A delu
spektra (315-400 nm), snaZzan stepen apsorpcije je pokazao i u UV-B (280-320 nm) i UV-C
delu spektra (190-280 nm) (Proteau i sar., 1993; Dillon i Castenholz, 1999). Precis¢eni
scitonemin je pokazao maksimalnu apsorpciju na 386 nm, dok znacajan stepen apsorpcije
imaina 252,278 1 300 nm (Sinha i Hader, 2008). Scitonemin moze da ¢ini 5% suve biomase
cijanobakterijskih kultura, dok taj sadrzaj kod prirodnih cijanobakterijskih zajednica moze
biti ve¢i (Castenholz, 1997). Mikosporinu sli¢ne aminokiseline su bezbojni i u vodi
rastvorljivi molekuli koji imaju sposobnost apsorpcije u UV delu spektru izmedu
230 i 400 nm, sa apsorpcionim maksimumom izmedi 310 i 360 nm (Garcia-Pichel i
Castenholz, 1993). Sinteza mikosporinu sli¢énih aminokiselina je rezultat razli¢itih faktora
zivotne sredine, UV zraCenja, temperature, pH vrednosti, sadrzaja azota (Lali¢ i sar., 2020).
Sposobnost sinteze ovih molekula pokazali su razliiti organizmi od polarnih do tropskih
podrucja (Sinha i sar., 2007). Sinteza mikosporinu sli¢nih aminokiselina je utvrdena kod
heterotrofnih bakterija, lisajeva, cijanobakterija, gljiva, mikro i markoalgi, ¢ak i nekoliko
vrsta Zivotinja. Prisustvo ovih supstanci kod zivotinja se pripisuje njihovim unosenjem putem
lanca ishrane. Produkcija mikosporinu slicnih aminokiselina je uofena kod razli¢itih
cijanobakterijskih vrsta poreklom sa razli¢itih stanista (Rastogi i sar., 2014).

Pored primarnih metabolita, neophodnih za rast, razvoj i razmnozavanje,
cijanobakterije produkuju i sekundarne metabolite. Cijanobakterije produkuju sekundarne
metabolite kao odgovor na bioticki ili abioticki stres, Sto im zatim pruza zastitu i omogucava
prezivljavanje (Kultschar i Liewellyn, 2018). Sekundarni metaboliti imaju Sirok spekat
funkcija za zastitu ¢elija, kao Sto su odbrana od predatora, fotozastita i antioksidativna zastita
(Kultschar i Liewellyn, 2018). Neki od sekundarnih metabolita cijanobakterija su
egzopolisaharidi i cijanotoksini. Egzopolisaharidi doprinose strukturnoj stabilnosti zajednice,
vlaznosti okoline, kao i fizickoj i hemijskoj zastiti od biotickih i abiotickih faktora sredine
(Rossi i De Philippis, 2015). Cijanotoksini su bioloski aktivna jedinjenja ¢iji je negativan
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uticaj na zdravlje ljudi, Zivotinja i biljaka poznat (Svircev i sar., 2009; 2015; 2016a; Metcalf i
Codd, 2012). Cijanotoksine produkuju cijanobakterije poreklom iz vodenih i kopnenih
ekosistema. Produkcija cijanotoksina u vodenim ekosistemima i biofilmovima je dobro
istrazena (Codd i sar., 2005a; 2005b). U odnosu na organe na koje deluju cijanotoksini se
dele na hepatotoksine, neurotoksine, dermatotoksine i citotoksine (Carmichael, 1992; Codd i
sar., 2005c). Hepatotoksini (mikrocistini i nodularini) inhibicijom protein fosfataze oste¢uju
jetru, ali mogu uticati i na druge organe (Carmichael, 1992; Codd i sar., 2005c). Neurotoksini
uticu na centralni nervni sistem tako sto imitiraju efekat neurotransmitera acetilholin-a
(anatoksin-a i homoanatoksin-a), inhibiraju acentilholin esterazu (anatoksin-a(S)) ili
inhibiraju natrijumove jonske kanale (saksitoksini) (Sivonen i Jones, 1999). Dermatotoksini
(aplaziatoksin, dermoaplaziatoksin i lingbiatoksin) su uzro¢nici dermatitisa, oralnih i
gastrointestinalnih inflamacija (Carmichael, 1992; Codd i sar., 2005c). Citotoksini
(cilindrospermopsin i lipopolisaharidi) su izroé¢nici alergijskih reakcija koji osteéuju jetru,
bubrege i kozu (Carmichael, 1992; Codd i sar., 2005c). Za razliku od akvati¢nih ekosistema,
produkcija cijanotoksina u terestricnim ekosistema zahteva viSe paznje. lako su
cijanobakterije glavna komponenta pustinjskih ekosistema, prisustvo cijanotoksina u njima je
slabo istrazeno (Powell i sar., 2015). Cox 1 sar. (2009) su identifikovali prisustvo
cijanotoksina u pustinjskim bioloskim pokoricama. Medutim, sprovedene analize
cijanotoksina u pustinjskim bioloskim pokoricama su skoncentrisane na pustinju u Kataru (na
primer: Metcalf i sar., 2012; 2015; Richer i sar., 2015; Chatziefthimiou i sar., 2020), dok je
njihovo prisustvo u bioloskim pokoricama drugih aridnih i semi-aridnih ekosistemima slabije
istrazeno. Imajuéi u vidu negativan uticaj cijanotoksina, njihovo istrazivanje je neophodno u
svim ekosistemima gde cijanobakterije imaju vaznu ulogu.

Cijanobakterije naseljavaju vodene ekosisteme (slatke, slane i braki¢ne vode),
terestricne ekosisteme, kao i polarne regione (sneg i led) (Blazenci¢, 2000). One su pionirski i
ekstremofilni organizmi mineralnih voda, termalnih izvora, zemljista, golih stena, peScara,
slatina, pec¢ina, planinskih vrhova, fasada, lesnih sedimenata i drugih nepristupacnih stanista
(Whitton 1 Potts, 2000; 2012). Za cijanobakterije je karakteristicno da mogu da prezive na
Antarktiku na -83°C, ali i u termalnim izvorima gde temperature dostize ¢ak 70°C (BlaZencic,
1998). Zbog sposobnosti da vrse fotosintezu, fiksiraju atmosferski elementarni azot i prezive
nepovoljne uslove sredine, cijanobakterije su Cesti primarni kolonizatori (Codd i sar., 2017).
One imaju vaznu ulogu u funkcionisanju terestri¢nih ekosistema i kruZzenju hranljivih
materija (Whitton, 1992). Siroku rasprostranjenost cijanobakterija omoguc¢ava njihova

sposobnost da preZive nepovoljne uslove sredine kao §to su isuSivanje, visoke temperature i
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povecano UV zradenja. Tri glavne zivotne strategije cijanobakterija za smanjenje mortaliteta
usled izlozenosti stetnom UV zracenju su izbegavanje, oporavak i zastita (Cockell i
Knowland, 1999). Prva linija odbrane cijanobakterija od stetnog UV zracenja je sposobnost
migracije u okviru svoje zajednice i lucenje egzopolisaharida (Singh i sar., 2010; Rastogi i
sar., 2014). Cijanobakterije imaju sposobnost da migriraju iz visih delova mikrobioloske
zajednice u nize delove gde je intenzitet Stetnog UV zracenja nizi (Bebout i Garcia-Pichel,
1995; Bowker i sar., 2002; Singh i sar., 2010; Rastogi i sar., 2014). Cijanobakterije sa debljim
sluzavim omotacem bolje podnese Stetno UV zracenje, ali i suSne uslove (Rastogi i sar.,
2014). Cijanobakterije su razvile antioksidativni sistem kako bi se izborile sa oksidativnim
stresom koji nastaje kao posledica interakcije UV zrac¢enja sa kiseonikom i drugim organskim
molekulima u ¢eliji i proizvode toksicne slobodne radikale. Njihov antioksidativni sistem
obuhvata neenzimske i enzimske antioksidante. Enzimski antioksidanti uklju¢uju superoksid
dismutazu, katalaze, glutation peroksidaze, dok su neki od neenzimskih antioksidanata
karotenoidi, askrobinska kiselina, redukovani glutation (Rastogi i sar., 2014). Cijanobakterije
imaju sposobnost da popravljaju ostecene delove DNK ili sintetiSu nove proteine i zamene
ostecene kopije (Sinha i Hader, 2002; Singh i sar., 2010). Jedan od mehanizama zastite
cijanobakterija jesu proteini toplotnog soka (na engleskom: heat shock proteins, HSPs), koji
daju stabilnost tilakoidima pri intezivnom osvetljenju (Hossain i Nakamoto, 2003). Znac¢ajan
mehanizam zastite cijanobakterija od Stetnosti UV zracenja jesu UV zastitni pigmenti koji se
dele u tri glavne grupe: scitonemini, mikosporinu sli¢cne aminokiseline i karotenoidi (Bowker
i sar., 2002). Karotenoidi su zuto do narandzasto-crveni pigmenti koji imaju ulogu u uslovima
slabije i jace osvetljenosti. Pri jacem osvetljenju karotenoidi stite celiju od fotooksidativnog
oSte¢enja, dok pri slabijem osvetljenju imaju ulogu pomoénih pigmenata u fotosintezi gde
sakupljaju svetlost i prenose je na hlorofil a (Hirschberg i Chamovitz, 1994). Mikosporinu
sli¢ne aminokiseline i scitonemin su dobro poznate UV =zastitne supstance koje pruzaju

zastitu protiv UV-A i/ili UV-B zracenja (Sinha i Hader, 2008).
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1.2. Terestri¢ne cijanobakterije u biolos§kim pokoricama

1.2.1. Znacaj bioloskih pokorica

Terestri¢ne cijanobakterije su jedna od glavnih komponenti bioloskih pokorica aridnih
i semi-aridnih ekosistema (Belnap i Lange, 2001). BioloSke zemljisne pokorice (BZP) (na
engleskom: biological soil crusts, BSCs) predstavljaju zajednicu organizama (cijanobakterija,
zelenih algi, liSajeva, mahovina, mikrogljiva i bakterija) povezanih sa Cesticama tla (Eldridge
i Greene, 1994; Belnap i sar., 2001; Williams i sar., 2012). BZP su u nau¢noj literaturi
poznate i pod slede¢im nazivima: kriptogamske, kriptobioticke, mikrobioticke ili mikrofitske
zemljiSne pokorice (Belnap i sar., 2001). BioloSke pokorice formiraju koru u povrSinskim
delovima tla debljine od nekoliko milimetara ili centimetara (Belnap i Lange, 2003). Javljaju
se na svih sedam kontinenata u svim klimatskim zonama od arkti¢kih, borealnih, umerenih,
mediteranskih do tropskih (Belnap i Lange, 2003; Veste, 2005). Narocito su vazne u aridnim,
semi-aridnim, polarnim i alpskim predelima gde klimatski uslovi ogranicavaju razvoj
vaskularnih biljaka (Budel i Veste, 2008; Williams i sar., 2016). One u susnim predelima
kolonizuju delove tla izmedu grupacija visih biljaka koji su siromasni hranljivim materijama
(Belnap i sar., 2001). Cest su bioloski pokriva¢ u aridnim i semi-aridnim podru¢jima koje
karakteriSe slab vegetacijski pokrivac ili ¢ak njegovo odsustvo (Belnap 1 sar., 2001; Zhao 1
Xu, 2013). Bioloske pokorice u ovim regionima prave ¢vrst i neujednacen bioloski pokrivaé
na povrsini tla, visine od 1 do 10 cm (Belnap i sar., 2001), ¢ine¢i jednu od najuocljivijih i
najvaznijih bioti¢kih komponenti ovih podrucja (Maestre i sar., 2011). U nekim ekosistemima
mogu Ciniti 70% bioloskog pokrivaca (Belnap, 1994). Bioloske pokorice pokrivaju oko 12%
Zemljine kopnene povrsine (Rodriguez-Caballero i sar., 2018).

Bioloske pokorice ¢ine organizmi koji imaju sposobnost da prezive susne periode. Po
nastupanju suse oni prelaze u stanje mirovanja, dok nekoliko minuta nakon vlazenja postaju
fotosinteti¢ki aktivni (Belnap i sar., 2001). U ekosistemima sa nepovoljnim uslovima sredine
bioloSke pokorice imaju znacajnu ulogu: poboljSavaju plodnost i stabilnost tla, smanjuju
eroziju izazvanu vetrom i vodom (Malam Issa i sar., 1999; 2001); povecavaju infiltraciju
vode i odlazu njeno oticanje (Xiao i sar., 2011); utiCu na poveéanje sadrzaja zemlji$nih gljiva
i bakterija (Lan i sar., 2013).
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U svim bioloskim pokoricama cijanobakterije su primarni kolonizatori, stabilizatori i
azotofiksatori (Belnap i Lange, 2003), koje kontrolisu sadrzaj vode u ekosistemu (Chamizo i
sar., 2013). Nakon uspostavljanja cijanobakterijske zajednice, pojavljuju se eukariotske alge
koje zajedno sa cijanobakterijama doprinose povecanju sadrzaja ugljenika u tlu (Colesie i sar,
2016). Lisajevi zahtevaju stabilnu sredinu za svoj rast i razvoj zbog ¢ega se javljaju nakon
stabilizacije tla cijanobakterijama i algama (Eldridge i Greene, 1994; Belnap i sar., 2001).
Poslednji sukcesivni stadijum u razvoju bioloskih pokorica su mahovine, iako se ¢esto mogu
razviti pre lisajeva (Eldridge i Greene, 1994).

Bioloske pokorice predstavljaju  visokospecijalizovanu zajednicu razli¢itih
organizama. U odnosu na dominantnu grupu organizama bioloske pokorice mogu biti sledece
(Belnap i sar., 2001):

» Cijanobakterijske bioloske pokorice Koje su obi¢no tamne ili crne boje. U vlaznom
stanju se mogu videti tamne niti na povrsini ili u blizini povrsine tla. U slu¢aju manjeg broja
prisutnih ¢elija ove pokorice se vide kao crne ¢elije pomeSane sa Cesticama tla. U slucaju
boljeg razvoja cijanobakterijskih pokorice, povrSina koju one pokrivaju postaje blago do jako
hrapava.

» Bioloske pokorice zelenih algi nisu uvek vidljive na povrSini tla, ¢esto se nakon
vlazenja vide kao zelena “fleka”. Cesto je pojava zelenih algi povezana sa hladnijim i
vlaznijim uslovima, pa ih je tesko uociti u suvom stanju.

» Bioloske pokorice lisajeva su prepoznatljive po raznovrsnosti boja i oblika u kojima
se javljaju. Mogu se javiti kao glatke ili trodimenzionalne strukture na povrsini tla.

» Bioloske pokorice mahovina se javljaju kao debeo tepih sa delovima zelene, smede,
zlatne i/ili crne boje. U slucaju nestabilizovanog tla, pojavljivanje mahovina i lisajeva je
ograni¢eno na deo ispod vaskularnih biljaka koje ih S$tite od zatrpavanja Cesticama ili na
severnim padanima gde dostupnost vlage omogucava njihov rast.

» Bioloske pokorica jetrenjaca su tesko uocljive jer se ovi organizmi obi¢no javljaju u
zajednici sa drugim organizmima bioloskih pokorica.

Uloge i znacaj bioloskih pokorica su razli¢iti u zavisnosti od organizama koji
dominiraju u bioloskim pokoricama datog ekosistema. Sadrzaj ugljenika je vec¢i u bioloskim
pokoricama u kojima dominiraju liSajevi i mahovine, dok je sadrzaj azota ve¢i kada je
bioloski pokriva¢ pretezno sacinjen od cijanobakterija i cijanolisajeva (Belnap i sar., 2001).
Stabilnost agregata tla je veca kada je tlo prekriveno bolje razvijenim pokoricama
(cijanobakterija, liSajeva ili mahovina) u odnosu na fizicke pokorice ili pocetne stadijume

bioloskih pokorica (Chamizo i sar., 2012). Bioloske pokorice uti¢u i na kvalitet tla ispod
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pokorica. SadrZaj vode, organskog ugljenika i1 azota u samim pokoricama i tlu ispod njih se
znacajno povecava sa razvojem pokorica (Chamizo i sar., 2012).

Zbog svojih karakteristika bioloSke pokorice imaju potencijal da sluze kao odli¢no
nastavno sredstvo (Faist i sar., 2021). One mogu da funkcionis$u kao prenosni, dinami¢ni mini
ekosistemi za poduCavanje o organizmima, biodiverzitetu, biotickim interakcijama,
procesima u ekosistemu i globalnim promenama (Faist i sar., 2021). Dodavanjem vode moze
se pratiti promena forme bioloskih pokorica, dok se isuSivanjem moze pratiti reakcija
bioloskih pokorica na susu. Posmatranjem pod mikroskopom omoguéena je identifikacija
prisutnih taksona, dok istrazivanje na terenu omogucava identifikaciju raznolikosti bioloskih
pokorica i uticaj razli¢itih nacina upotrebe okolnog zemljista na njih (Faist i sar., 2021). To
sve ukazuje da procesi koji se deSavaju u okviru bioloskih pokorica su veoma brzi i efikasni
odgovori na promene ekoloskih faktora. Ponekad se ove reakcije deSavaju samo nakon
nekoliko minuta od nastanka promene ekoloskih faktora.

Svircev 1 sar. (2019) su ukazali na problematiku terminologije bioloskih pokorica.
Smene suvih i vlaznih uslova sredine dovode i do promene izgleda bioloskih pokorica.
Pomenuta grupa naucnika je predlozila posmatranje bioloskih pokorica (na engleskom:
biocrusts) kao ocvrsle i ostre strukture nastale isuSivanjem, koje se sastoje od zivih, ali
fizioloski slabo aktivnih visokospecijalizovanih organizama u interakciji sa Cesticama
zemljista ili sedimenta. Nakon kvasenja bioloSke pokorice postaju vlazne i poCinju da deluju
kao bioloski terestricni biofilomovi (na engleskom: biological terrestrial mats), ¢ineéi tada
funkcionalnu biolosku zajednicu. Transformacija bioloskih pokorica iz suve (Slika 2) u
vlaznu fazu (Slika 3) je relativno brz proces u laboratoriji, ali i prirodnim uslovima. Nakon

biofilma se razvija mocan sloj vlazne pokorice u uslovima odgovarajucih ekoloskih faktora.
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Slika 2. Bioloske pokorice na lesu sa lesnog profila napustene ciglane u Rumi

(Svir€ev i sar., 2019)

N h
Slika 3. Vlazna biolo$ka pokorica uzgajana u laboratoriji
(Svircev i sar., 2019)

L =

Svircev i saradnici su takode istakli da je upotreba naziva BZP (bioloske zemljisne
pokorice) za sve vrste bioloskih pokorica diskutabilna imajuéi u vidu da su bioloske pokorice
razvijene na zemljistu, pesku, lesnom sedimentu, stenama i drugim podlogama morfoloski i
ekofizioloski razli¢ite (Svirev i sar.,, 2019). Iz tog razloga je potrebna preciznija

terminologija bioloskih pokorica. U skladu sa tim, izdvojen je poseban tip bioloskih pokorica
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koje se razvijaju na lesnom sedimentu-bioloske lesne pokorice (BLP) (na engleskom:
biological loess crusts, BLCs) (Slika 4).

Slika 4. Lesni profil Titelskog lesnog platoa prekriven BLP
(Lokalitet: Vilovo, Srhija)
(Foto: autor)

1.2.2. Zna¢aj cijanobakterija u bioloskim pokoricama

Znacaj cijanobakterija u bioloskim pokoricama se ogleda u njihovoj sposobnosti da
prezive i rastu u surovim uslovima zivotne sredine, §to im omogucavaju njihove specifi¢ne
osobine (sposobnost migriranja unutar bioloskih pokorica, sposobnost prezivljavanja
isusivanja i ekstremnih temperature, produkcija UV zastitih pigmenata i produkcija
polisaharida) (Garcia-Pichel i Pringault, 2001; Lan i sar., 2010; Rao i sar., 2011; Rossi i De
Philippis, 2015). Cijanobakterije imaju sposobnost da deaktiviraju i ponovo aktiviraju svoje
metaboli¢ke procese u skladu sa uslovima sredine (Doudle i Williams, 2010). U zajednici
bioloskih pokorica one mogu da koriste ne samo kisu vec i rosu kao izvor vode za potrebe
svojih metaboli¢kih procesa (Rao i sar.,, 2009). Zaady i Offer (2010) su pokazali da
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cijanobakterije u bioloskim pokoricama mogu da prezive, zastite povrsinu tla i uc¢estvuju u
sakupljanju cestica prasine koristec¢i iskljucivo rosu kao izvor vode. Jedna od strategija
prezivljavanja cijanobakterija u nepovoljnim uslovima sredine je njihova sposobnost da
migriraju unutar bioloskih pokorica. Cijanobakterije imaju sposobnost da prate dostupnost
vode, migrirajuci u povrsinske delove pokorice tokom vlaznih perioda i vracajuci se u dublje
delove tokom susnih perioda (Garcia-Pichel i Pringault, 2001). Pored sposobnosti da
migriraju, vertikalna distribucija cijanobakterijskih vrsta unutar bioloskih pokorica je takode
zastitni mehanizam protiv nepovoljnih uslova sredine (Duli¢ i sar., 2017). Prezivljavanje
cijanobakterija u uslovima povecanog UV zracenja omogucava njihova sposobnost da
produkuju UV zastitne supstance kao S§to su pigmenti scitonemin i mikosporinu sli¢cne
aminokiseline (Garcia-Pichel i Castenholz, 1991; Sinha i sar., 1998; Lali¢ i sar., 2020).
Cijanobakterije imaju sposobnost da luce egzopolisaharide koji sluze kao zastitni omotac

izmedu ¢elija i okoline (De Philippis i Vincenzini, 1998).

Egzopolisaharidi cijanobakterija

Cijanobakterije su vrlo ¢esto glavni producenti egzopolimernih supstanci u razli¢itim
mikrobioloskim zajednicama, zbog ¢ega njihovi egzopolisaharidi imaju klju¢nu ulogu u
uspostavljanju i odrzavanju zajednica kao sto su bioloske pokorice i fototrofni biofilmovi.
Lucenje egzopolisaharida je klju¢ni korak u vezivanju cijanobakterijskih celija za cvrstu
povrsinu, ¢ime se omogucava uspostavljanje ovakvih zajednica (Rossi i De Philippis, 2015).

Cijanobakterije tokom svog zivotnog ciklusa izlucuju egzopolimerni materijal
sastavljen od heteropolisaharida i manje kolicine ne-ugljenohidratnih komponenti kao $§to su
peptidi, DNK i masne kiseline (De Philippis i Vincenzini, 1998; Pereira i sar., 2009).
Egzopolisaharide cijanobakterija karakterisu sledeca svojstva: ve¢inom su anjonske prirode
zbog sadrzaja uronskih kiselina (glukuronske i galakturonske kiseline) i sulfatnih grupa koje
im daju lepljiv karakter; prisustvo pentoza (riboze, ksiloze i arabinoze) koje se obi¢no ne
mogu naci u egzopolisaharidima drugih prokariotskih organizama; prisustvo deoksi secera
(ramnoze i fukoze), peptida i estrom povezanim acetil grupa usled kojih imaju hidrofobni
karakter koji im omogucava vezivanje za ¢vrste povrsine; negativno naelektrisane povrsine
cijanobakterijskih egzopolisaharida zbog ¢ega imaju visok afinitet za vezivanje metalnih
katjona i drugih pozitivno naelektrisanin i polarnih molekula (sumirano u Rossi i De

Philippis, 2015). Vecina egzopolisaharida cijanobakterija su slozeni heteropolimeri koji se
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sastoje od sest ili vise razli¢itih monosaharida, za razliku od egzopolisaharida drugih
bakterija i mikroalgi koji obi¢no sadrze manje od cetiri razli¢ita monomera (De Philippis i
Vincenzini, 1998). U sastavu polisaharida cijanobakterija se od heksoza mogu naci glukoza,
galaktoza, manoza, fruktoza, dok se od pentoza mogu naci riboza, ksiloza, arabinoza (De
Philippis i Vincenzini, 1998; Pereira i sar., 2009). Najc¢es¢e pronadeni monosaharid u
izlucenim egzopolisaharidima cijanobakterija je glukoza (dominira u vise od 90% testiranih
polimera), zatim galaktoza, manoza i ramnoza koji su pronadeni u 80-85% testiranih
polimera (De Philippis i Vincenzini, 1998; 2003). Glukoza je i najzastupljeniji monosaharid u
izlucenim egzopolisaharidima, cine¢i oko 60% izlucenih egzopolisaharida (De Philippis i
Vincenzini, 2003).

Uocena su tri morfoloska oblika egzopolisaharida cijanobakterija: omotac (na
engleskom: sheath) je tanak sloj koji okruzuje ¢eliju ili grupu celija, za njih je labavije vezan
i obi¢no se vidi pod svetlosnim mikroskopom bez bojenja; kapsula (na engleskom: capsule)
predstavlja debeo sloj povezan sa povrsinom c¢elija; sluz (na engleskom: slime) je rasprseni
sluzavi materijal oko organizama koji ne odrazava oblik ¢elija (De Philippis i Vincenzini,
1998; 2003). Tokom rasta cijanobakterija u kulturama moze doci do izlucivanja polisaharida
kapsule 1 sluzi u okolni kultivacioni medijum, uzrokujuci progresivno povecanje njegove
viskoznosti. Cijanobakterije produkuju dva tipa egzopolisaharida u kulturi: hidrofobne
kapsularne polisaharide i hidrofilne, u vodi rastvorljive, izlucene polisaharide (De Philippis i
Vincenzini, 1998). Ovi izluceni polisaharidi (na engleskom: released polysaccharides, RPSs)
mogu se lako izdvoyjiti iz tecne kulture, zbog ¢ega su cijanobakterije jedan od najatraktivnijih
izvora ovih polimera (De Philippis i Vincenzini, 1998). Kada su u pitanju cijanobakterijski
egzopolisaharidi u bioloskim pokoricama, Mager i Thomas (2010; 2011) su klasifikovali ove

polimere u tri grupe: kapsule, granule i sluz (Slika 5).
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10 pm 50 um

Slika 5. Morfoloski oblici egzopolisaharida u bioloskim pokoricama: kapsula (A), granula (B)
i sluz (C)
(Mager i Thomas, 2011)

Uloga egzopolisaharida u bioloskim pokoricama

Dva najvaznija limitirajuca faktora primarne produkcije u su$nim predelima su voda i
azot (Whitford, 2002). Predstavljajuci zastitnu barijeru izmedu ¢elije i spoljasnje sredine (De
Philippis i Vincenzini, 1998) egzopolisaharidi cijanobakterijskih pokorica vezuju cestice tla
(Malam Issa i sar., 2007) i obezbeduju nutrijente i vodu (Mazor i sar., 1996; Potts, 2001). Ovi
egzopolisaharidi su korisni i za druge organizme mikrobioloske zajednice datog ekosistema,
obezbedujuci im vodu, hranljive materije, zastitu od Stetnog UV zracenja i fizi¢kih oStecenja,
kao i izvor ugljenika za heterotrofni deo zajednice (Mazor i sar., 1996; Rossi i De Philippis,
2015).

Egzopolisaharidi zahvaljuju¢i svojim hidrofilnim 1 hidrofobnim karakteristikama
reguliSu usvajanje 1 gubitak vode iz ¢elije (Pots, 1999; Tamaru i sar., 2005; Rossi 1 De
Philippis, 2015). Oni imaju znacajnu ulogu u odrzavanju vlage u bioloskim pokoricama,
naroCito tokom susnih perioda (Mazor i sar., 1996). Tokom vlaznih perioda polisaharidni
omota¢ upija vodu, bubri, a filamenti Cesto budu istisnuti iz njega. Nastupanjem susSnih
uslova dolazi do produkcije novih zastitnih omota¢a. Upijanjem vode polisaharidni omotac

moze da poveca svoju tezinu i do osam puta (Belnap i Gardner, 1993).
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Ugljeni-hidrati cijanobakterijskih pokorica mogu da predstavljau ¢ak 70% organskog
ugljenika u povrSinskim delovima tla (Mager, 2010). Egzopolisaharidi imaju znacajnu ulogu
u Cuvanju nutrijenata. Negativno naelektrisane Cestice gline se vezuju za polisaharidni
zaStitini materijal. Nakon toga, pozitivno naelektrisani makronutrijenti se vezuju za
prethodno vezane negativne Cestice gline i za negativno naelektrisane delove polisaharidnog
omotaca, $to doprinosi ¢uvanju nutrijenata i sprecava njihovo odnoSenje (Belnap i1 Gardner,
1993). Ovako sacuvani nutrijenti su dostupni ne samo ¢lanovima mikrobioloske zajednice,
nego i biljkama u datom ekosistemu (Belnap i Gardner, 1993; Harper i Belnap, 2001).

Egzopolisaharidni omota¢ oko heterociste ima ulogu da stiti enzim nitrogenazu od
moguce inaktivacije usled atmosferskog kiseonika (Prosperi, 1994). Stite¢i nitrogenazu,
egzopolisaharidi obezbeduju fiksiranje azota od strane cijanobakterija u datoj mikrobioloskoj
zajednici. Cijanobakterijski egzopolisaharidi su poznati i po stimulaciji enzimske aktivnosti
(de Caire i sar., 2000).

Egzopolisaharidi ucestvuju u pokretljivosti ¢elija unutar bioloskih pokorica (Rossi i
De Philippis, 2015). Njihov hidrofobni karakter omogucava vezivanje cijanobakterija za
cvrste povrsine, gde zajedno sa filamentima ucestvuje u stvaranju mreze u kojoj su celije i
Cestice tla zarobljene, pruzaju¢i strukturnu stabilnost tlu (Rossi i De Philippis, 2015).
Povezuju¢i cijanobakterijske celije i cestice tla, egzopolisaharidi obezbeduju potporu
cijanobakterijama i predstavljaju mehanizam za povezivanje povrsinskih slojeva tla (Mazor i
sar., 1996). Cijanobakterijski egzopolisaharidi imaju ulogu da vezuju Cestice i agregiraju ih u
veée, manje erozivne Cestice (Belnap i Gardner, 1993; Harper i Marble, 1988).
Cijanobakterije i njihovi egzopolisaharidi imaju klju¢nu ulogu u stabilizaciji tla susnih
predela (Mager i Thomas, 2011), zbog ¢ega se cesto koriste kao mera stabilnosti tla (Belnap i
sar., 2008; Bowker i sar., 2008).

Faktori koji uti¢u na sintezu egzopolisaharida cijanobakterija

Hemijski sastav, kvalitet i kvantitet cijanobakterijskih egzopolisaharida zavisi od vrste
cijanobakterije, uslova gajenja, starosti kulture (De Philippis i Vincenzini, 1998; Nicolaus i
sar., 1999; Otero i Vincenzini, 2003; Trabelsi i sar., 2009; Mota i sar., 2013; Sharma i
Chahar, 2013). Karakteristike egzopolisaharida jednog istog soja se mogu razlikovati u
zavisnosti da li se soj gaji u laboratorijskim ili prirodnim uslovima (De Philippis i Vincenzini,

1998). Gajenjem sojeva u laboratorijkim uslovima, gde nema ograni¢enja u pogledu
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nutrijenata, mogu se produkovati slozeniji polimeri, za razliku od prirodnih uslova (na primer
u susnim predelima) gde su organizmi izloZzeni nedostatku nutrijenata (Huang i sar., 1998;
Briill i sar., 2000). U ograni¢enim uslovima cijanobakterije produkuju samo osnovne
produkte metabolizma kao §to su glukoza i galaktoza (Brull i sar., 2000).

Dostupnost, koli¢ina, mogu¢i nedostatak i medusobni odnos nutrijenata uticu na
produkciju egzopolisaharida (Rossi i De Philippis, 2015). Vec¢a koli¢ina ugljenika u odnosu
na azot moze stimulisati produkciju egzopolisaharida u cilju skladistenja ugljenika (Otero i
Vincenzini, 2004). Koli¢ina i ucestalnost padavina u susnim predelima moze imati jedan od
najznacajnijih uticaja na sudbinu ugljenika (gubitak ili akumulacija ugljenika), a samim tim i
na produkciju egzopolisaharida (Thomas i sar., 2008; Mager i Thomas, 2011). Kratkotrajni
kisni periodi dovode do akumulacije ugljenika jer na ovakav sadrzaj vode reaguju samo
autotrofni organizmi u povrsinskim slojevima tla, dok pri produzenim vlaznim periodima
dolazi do aktiviranja heterotrofne zajednice u dubljim delovima tla koji u procesima
respiracije dovode do gubitka ugljenika (Thomas i sar., 2008). Primeceni su stimulirajuci
efekti nedostatka azota (Moreno i sar., 1998; Nicolaus i sar., 1999), kao i prisustva izvora
azota (Lama i sar., 1996; Yu i sar., 2010) na produkciju egzopolisaharida. Uticaj azota na
produkciju polisaharida moze biti razlicit i specifican je za vrstu ili soj (De Philippis i
Vincenzini, 1998; Otero i Vincenzini, 2003). Promene dostupnosti azota u cijanobakterijskim
pokoricama mogu uticati na sintezu egzopolisaharida, $to se moze odraziti na proces
azotofiksacije u kom cijanobakterije koriste ugljenik iz polisaharida kao izvor energije
(Mager i Thomas, 2011). Produkcija egzopolisaharida se moze stimulisati aeracijom kultura
prilikom gajenja sojeva (Su i sar., 2007). Povecanjem intenziteta svetlosti (Trabelsi i sar.,
2009; Yu i sar., 2010) ili trajanja svetlog perioda (Khattar i sar., 2010) se takode moze
poboljsati produkcija ovih ekstracelularnih polimera. Optimalan intenzitet svetlosti za
produkciju egzopolisaharida soja Cyanothece sp. 113 iznosi 43x10? lux-a, dok intenzitet
svetlosti ispod ili iznad pomenute vrednosti negativno utice na rast i produkciju
egzopolisaharida (Su i sar., 2007). Faza rasta kulture takode uti¢e na produkciju
egzopolisaharida, ulaskom cijanobakterija u stacionarnu fazu rasta povecava se produkcija
(Moreno i sar., 1998; Su i sar., 2007).

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je produkcija egzopolisaharida specificna za
svaki soj, kao i odgovor soja na promenu uslova kultivacije. Svaki soj je potrebno pazljivo
testirati kako bi se pronasli uslovi kultivacije koji ¢e omoguciti optimalnu produkciju
egzopolisaharida datog soja (De philippis i Vincenzini, 1998). Imaju¢i u vidu znacaj
cijanobakterijskih egzopolisaharida u bioloskim pokoricama semi-aridnih uslova, inokulacija
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cijanobakterijskih sojeva u takve ekosisteme zahteva detaljno ispitivanje efikasnosti svakog

soja u produkciji egzopolisaharida.

1.3. Bioloske lesne pokorice

BLP predstavljaju poseban tip bioloskih pokorica koje kolonizuju lesni sediment i
mogu predstavljati znacajnu biomasu na lesnim povrSinama (Smalley i sar., 2011; Sviréev i
sar., 2013b) (Slika 4). Rezultati istrazivanja BLP iz Srbije pokazuju da cijanobakterije ¢ine
¢ak 90% biomase (Nostoc, Phormidium, Gloeocapsa, Stigonema, Oscillatoria), dok
preostalih 10% ¢ine drugi organizmi, ve¢inom bakterije (Svir¢ev i sar., 2013b). BLP su
uobicajna pojava na lesnim povr§inama gde predstavljaju bitan elemenat u genezi lesa, kao i
pocetne stadijume u procesu sukcesije vegetacije. Imaju znac¢ajnu ulogu u spreavanju erozije

vetrom ili vodom na ostec¢enim i ogoljenim lesnim povrSinama (Svircev i sar., 2013b).

1.3.1. Opste karakteristike lesnog sedimenta

Les je nevezani, rastresit, bledo Zuti, homogen, porozan sediment koji je podlozan
eroziji. Pojedinacni lesni horizonti su obi¢no nestratifikovani, ali Cesto sa umetnutim
slojevima paleosola, ilovace ili peska. Lesni sediment se pretezno sastoji od Cestica velicine
10-50pum (40-70%), sa nesto manjim udelom peska i gline (5-25%) (Pécsi, 1990; 1995;
Smalley i sar.,, 2011). Prisustvo krupnijih Cestica je takode karakteristicno za les kao
posledica medusobnog lepljenja Cestica i njihove cementacije (Pécsi, 1995). Sastav minerala
lesnog sedimenta zavisi od samog horizonta, kao i od regiona gde se nalazi. Dominantan
mineral u sastavu lesa jeste kvarc (40-80%, prosecno 60-70%), dok su ostali minerali
zastupljeni sa manjim udelom, feldspati (5-20%), kalcit i dolomit (2-25%), liskun i hlorit
(4-10%), kao i teski metali (1-6%) (Pécsi, 1990). Prisustvo karbonata se smatra jednim od
najvaznijih svojstava lesa, ¢ije se ucese u lesu krec¢e izmedu 1% i 20% zavisno od sredine gde
se lesni horizont nalazi (Pécsi, 1990; Smalley i sar., 2011). Les takode sadrzi organske
materije (0.1-0.3%) (Pécsi, 1990). U lesnim nanosima se mogu pronaéi ostaci kopnene,

uglavnom kriofilne flore i faune (Pécsi, 1990).
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Les predstavlja jedan od najrasprostranjenih kontinentalnih sedimentnih formacija
kvartara (Pécsi, 1990). Lesni sediment prekriva 10% (Pécsi, 1990), odnosno 6% Zemljine
kopnene povrsine (Li i sar., 2020) (Slika 6). Les je rasprostranjen u aridnim i semi-aridnim
regionima srednjih geografskih Sirina severne i juzne hemisfere (Li i sar., 2020). Mocni
nanosi lesa se pored semi-aridnih regiona nalaze i u drugim zonama umerenog klimatskog
pojasa, kao sto su stepe, sSumo-stepe i sume (Pécsi, 1990). Najveéi lesni nanosi se nalaze u
ravnicama, visoravnima i re¢nim slivovima (Kineski Lesni Plato, Sibirski Lesni Plato, Ruska
nizija, Srednji i Donji podunavski sliv, sliv Srednje Rajne, sliv Misisipija, Kolumbijski Plato
u Severnoj Americi, sliv La Plate u Juznoj Americi) (Pécsi, 1990). Izolovana podrucja lesnog
sedimenta su uobicajna u centralnom delu Evrope, duz srednjeg toga reke Vistula, Odre,
Labe, Majne i njihovih pritoka. U Mediteranskom pojasu razvili su se netipi¢ni oblici lesa sa
veéim sadrzajem gline ili peska i braonkasto-ruziCaste boje (Pakistan, Iran, lzrael, Tunis,
Novi Zeland) (Pécsi, 1990). Najvec¢e podruc¢je prekriveno lesom se nalazi u Aziji, zatim u
Evropi, Severnoj i Juznoj Americi (Li i sar., 2020). Priblizna pokrivenost lesa u Evropi iznosi
16,6%, u Aziji 10,6%, u Severnoj Americi 6% i 2,6% u Juznoj Americi (Li i sar., 2020)
(Slika 6). Les i sediment nalik lesu pokrivaju vise od 60% Vojvodine (Markovi¢ i sar., 2008).
Uglavnom pokriva podruc¢ja od nekoliko stotina do nekoliko desetina hiljada kvadratnih
kilometara i dostize visinu od nekoliko desetina do nekoliko stotina metara (Pécsi, 1990,
Smalley i sar., 2011). Najmo¢niji i najkontinuiraniji nanosi lesa se nalaze u Kini gde im se
debljina obi¢no krece od nekoliko desetina do 300 m, ali na nekim mestima dostizu i debljinu
od maksimum 505 m. Debljine lesnih nanosa u Sibiru i Centralnoj Aziji su od desetina
metara do <200 m. Les u Evropi i Severnoj Americi obi¢no ne prelazi debljinu od 20 m, dok
na nekim mestima moze biti visine blizu 100 m. Debljine lesnih nanosa u Juznoj Americi su
manje od 50 m, na Novom Zelandu i u Africi su manje od 20 m, dok su u Australiji manje od
3 m (Li i sar., 2020).

17



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

o TS
 of : f’:-
N ot .
= <

0 1250 2500 5000 km
L

EAT MG T

Slika 6. Rasprostranjenost lesa na Zemlji

(https://blogs.egu.eu)

Pored rasprostranjenosti lesa i sedimenta nalik lesu na Zemlji, les moze biti prisutan i

na nebeskim telima Suncevog Sistema (Mars, Titan, a mozda i Venera i lo) (SvirCev 1 sar.,

2016b). Les na Zemlji predstavlja znaCajan izvor informacija o paleoklimatskim i

paleoekoloskim promenama (Markovi¢ i sar., 2009; 2011; 2016; Hao i sar., 2012; Obreht i
sar., 2016; 2017).

1.3.2. Formiranje lesnog sedimenta

Uprkos Sirokoj rasprostranjenosti i znacaju lesnog sedimenta, proces formiranja lesa

jo§ uvek nije u potpunosti razjaSnjen (Smalley i Markovi¢, 2014; Sprafke i Obreht, 2016).

Proces formiranja lesa danas predstavlja jedan od najistraZivanijih problema geografije,
geologije i pedologije (Smalley i Obreht, 2018). Kroz istoriju su date razlic¢ite definicije lesa i
njihov pregled se nalazi u studiji Sprafke i Obreht (2016). Pocetak 19. veka se smatra
pocetkom izucavanja lesa kada je les posmatran ¢isto kao geoloski objekat od strane

Leonhard (1824) i Lyell (1834), koji su ukazivali na aluvijalno poreklo cestica koje ¢ine lesni
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sediment. Razvoj definicije lesa je tekao u pravcu ukazivanja na eolsko poreklo lesa
(Richthofen, 1882). Medutim, definicija eolskog porekla lesnog sedimenta zanemaruje
procese Koji ucestvuju u transformaciji ¢estica prasine u formu stabilnog lesnog sedimenta
(Sprafke i Obreht, 2016). Sa poc¢etkom interesovanja pedologa za lesni sediment postavljena
je ‘in situ’ teorija formiranja lesa (Berg, 1916). Prema ovoj definiciji les se smatra
proizvodom eluvijalnih i pedogenetskih procesa. Lozek (1965) i Kukla (1987) su dali jednak
znacaj eolskim procesima i pedogenetskim procesima u formiranju lesa. lako se kasnije jos
uvek spekulisalo o iskljucivo eolskom poreklu lesa, ‘les je samo akumulacija prasine’ (Pye,
1987; 1995), do znacajnog preokreta u definiciji lesa dovelo je objavljivanje naucne
publikacije ‘Les nije samo nakupljanje prasine’ (Pécsi, 1990). U pomenutoj publikaciji
ukazalo se na sloZenost procesa formiranja lesa, te da les ne moze biti samo akumulacija
vetrom nanete praSine. Pécsi (1990) je istakao da se eolsko poreklo lesa odnosi samo na
prasinu od koje je les formiran, a da se natalozena eolska prasina dalje pretvara u les u samo
odredenim uslovima sredine tipi¢nim za semi-aridne pasnjake ili stepe, ili ¢ak Sumske stepe.
Akumulirane cestice prasine se u odredenom geografskom okruzenju procesima umerene
karbonatno-silikatne dijageneze pretvaraju u lesni sediment (Pécsi, 1995). Takode, samo deo
akumulirane eolske praSine ostaje u sredini koja je pogodna za formiranje lesa i podloze
razli¢itim procesima transformacije, dok se deo prasine dalje transportuje u novu sredinu gde
podloze procesima transformacije eolske prasine u les (Pécsi, 1990).

lako se danas prihvata primarno eolsko poreklo lesnog sedimenta (Muhs i sar., 2014),
sve se veci znacaj pridaje ‘in situ’ procesima kojima se izlaze akumulirana prasina (Sprafke i
Obreht, 2016). Prema Smalley i Markovi¢ (2014), primarni proces u formiranju lesa jeste
eolsko taloZenje Cestica praSine. Medutim, oni isticu da posle deponovanja Cestica prasine
one postaju deo razli¢itih procesa prilikom kojih se svojstva lesa razvijaju (Smalley i
Markovi¢, 2014). Lesifikacija se smatra klju¢nim procesom u formiranju lesa (Berg, 1916;
Pécsi, 1990; 1995; Smalley i sar., 2011; Svircev i sar., 2013b; Smalley i Markovi¢, 2014;
Sprafke i Obreht, 2016). Ona ukljucuje procese posle deponovanja vetrom nanete prasine koji
su odgovorni za transformaciju cestica prasine u les (Smalley i Markovi¢, 2014). Prema tome,
definicija lesa bi trebala da obuhvati i eolske procese akumulacije praSine i procese
lesifikacije (Smalley i Markovi¢, 2014; Sprafke i Obreht, 2016). Les je eolski akumulirana
prasina koja se izlaze procesima lesifikacije (Sprafke i Obreht, 2016; Smalley i Obreht,
2018). Pregled dostupne literature ukazuje da su neophodna dalja istrazivanja jo§ uvek

nedovoljno poznatih procesa i faktora koji u¢estvuju u formiranju lesnog sedimenta.
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Uloga cijanobakterija u formiranju lesnog sedimenta - BLOCDUST hipoteza

Svircev i sar. (2013b) su ukazali na problematiku opste prihvacene definicije da je
samo vetar neophodan za talozenje Cestica praSine u procesu formiranja lesa. Imajuci u vidu
da vetar, u slucaju slabog vegetacijskog pokrivaca, moze predstavljati glavnu erozivnu silu u
odredenom predelu (Stevens i sar., 2006; 2008), SvirCev i sar. (2013b) su istakli znacaj
specifi¢nih uslova sredine na povrSini Sedimenta koji sprecavaju eroziju natalozenih Cestica
prasine i omogucéavanju njihovu sedimentaciju. Medutim, ova grupa nau¢nika ne zanemaruje
ulogu eolskih procesa u formiranju lesa. Kao neophodne uslove za formiranje lesa izdvojili
su: 1) izvor cestica prasine; 2) atmosferski transportni mehanizam (vetar); 3) odgovarajuci
granic¢ni sloj na povrsini sedimenta koji ima ulogu u hvatanju ¢estica prasine i pretvaranju tog
eolskog materijala u deponovani lesni sediment (Sviréev i sar., 2013b). Hvatanje,
zarobljavanje i cementiranje Cestica praSine predstavlja deo zivotne strategije bioloskih
pokorica (Williams i sar., 2012; Zaady i Offer 2010; Sviréev i sar., 2013b). Cestice
suspendovane u atmosferskoj prasini mogu biti zarobljene pomocu lepljivih
cijanobakterijskih omotaca, stabljika mahovina ili talusa liSajeva (Belnap i Lange, 2001).
Uloga cijanobakterijskih bioloskih pokorica u akumulaciji, stabilizaciji 1 cuvanju sedimenta
kopnenih povrsina je odavno poznata (Belnap i Gardner, 1993). Stoga, BLOCDUST hipoteza
(Svir¢ev 1 sar., 2013b; 2019) opisuje ulogu lepljivih cijanobakterijskih egzopolisaharida
(Slika 5) u formiranju lesa kroz hvatanje i akumulaciju Cestica prasine. Prema ovom modelu,
BLP i bioloski lesni biofilmovi cijanobakterija imaju ulogu u inicijalnim procesima
formiranja i stabilizacije lesa u aridnim i semi-aridnim sredinama (SvirCev i sar., 2013b;
2019). Proces talozenja i cuvanja Cestica prilikom formiranja lesa je pod uticajem
metaboli¢kih aktivnosti organizama BLP, a narocito egzopolisaharida (Svircev i sar., 2013b;
2019) (Slika 7). Cijanobakterije, i1 jednocelijske i filamentozne, stvaraju egzopolisaharidni
zaStitni omotac. Egzopolisaharidi u bioloskim pokoricama su veéinom sintetisani od strane

cijanobakterija (Rossi i De Philippis, 2015).
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Slika 7. Egzopolisaharidni zastitni materijal cijanobakterijskih BLP

Prema BLOCDUST modelu o formiranju lesnog sedimenta, lepljivi polisaharidni
materijal na povrSini sedimenta izluen od strane cijanobakterija moZe da zarobi Cestice
prasine suspendovane u vazduhu (Slika 8b, 8d, 8f-BLP lepak). Hvatanje ovih Cestica prasine,
koje uCestvuju u formiranju lesa, je deo zivotne strategije organizama BLP ¢ime se
obezbeduju neophodni minerali ovim organizmima za dalji razvoj BLP. Vezivanjem cestica
praine povecava Se kapacitet zadrzavanja vode i obezbeduju se mineralne materije
neophodne za rast i razvoj BLP. Cestice gline zbog svog negativnog naelektrisanja vezuju
pozitivno naelektrisane nutrijente (K, Cay) i spre¢avaju njihovo ispiranje u dublje slojeve tla.
Egzopolisaharidi vezuju Cestice unutar zajednce BLP i na taj nacin formiraju kohezivnu koru
koja je otporna na erozivne sile vode ili vetra tokom suSnih perioda (Slika 8a, 8c, 8e-BLP
mreza). Zarobljene Cestice zatim bivaju metabolisane od strane cijanobakterija i potisnute u
dublje slojeve kao posledica kretanja cijanobakterija ka izvoru svetlosti. Metabolisanje
Cestica podrazumeva izmenu pocetne strukture zarobljenih Cestica rastvaranjem i talozenjem
Cestica kao posledica razli¢itih metabolickih procesa cijanobakterija (Sviréev i sar., 2013b;
2019). Metabolicki procesi, aerobna respiracija i fotosinteza, dovode do promena u
mikroklimatskim uslovima unutar BLP kroz regulaciju odnosa O./CO; i uspostavljanje
alkalne (fotosinteza) i kisele sredine (aerobno disanje) koje promovisu rastvaranje minerala u

kontaktnoj zoni sa egzopolisaharidima. Tokom aerobne respiracije cijanobakterija stvara se
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kisela sredina koja dovodi do rastvaranja minerala u kontaktnoj zoni sa egzopolisaharidima.
Ovim rastvaranjem minerala cijanobakterije obezbeduju esencijalne nutrijente za potrebe
fotosinteze. Fotosinteza dovodi do promene mikroklimatskih uslova u alkalno stanje i
omogucava vezivanje katjona (Ca?*, Mg?*, Fe?") za egzopolisaharide. U momentu zasiéenja,
preostali katjoni u alkalnoj sredini reaguju sa karbonatima, dovode do njihove precipitacije i
stvaranja mineralnog cementa izmedu Cestica i egzopolisaharida. Na taj nacin se obezbeduje
imobilizacija i Cuvanje Cestica (Svircev i sar., 2019).

Metabolisane cestice prasine (Slika 8: MLFP) zajedno sa izlu¢enim metabolitima
(Slika 8: BLCM) i neiskoris¢enim cesticama praSine (Slika 8: ALFP) postaju gornji soj
lesnog sedimenta prekrivenog BLP (Slika 8c, 8e). Tokom vlaZznih sezona veoma je aktivna
akumulacija praSine i ostalih ¢estica koje formiraju les (Slika 8b, 8d, 8f), dok tokom su$nih
perioda BLP stvaraju stabilnu ¢vrstu strukturu-pokoricu koja spreava eroziju Cestica vetrom
ili vodom (Slika 8a, 8c, 8e). Isusivanje inicira sintezu egzopolisaharida koji tokom susnih
perioda imaju ulogu zastitnog materijala (Sviréev i sar., 2013b; 2019). Egzopolisaharidni
zaStitni omotac reguliSe postepeno usvajanje vode nakon vlazenja sprecavajuci na taj na¢in da
dodje do naglog povecanja turgora i pucanja Celijskih zidova (Rossi i De Phillipis, 2015).
Cijanobakterijska komponenta bioloskih pokorica moze da poveca svoju zapreminu i do 13
puta nakon vlazenja (Shields i Durrell, 1964; Campbell, 1977). Nastupanjem vlaznih perioda,
egzopolisaharidi postaju lepljivi prave¢i od BLP novi lepljivi sloj za vezivanje i akumulaciju
prasine i na taj nacin se pokrece novi ciklus lesifikacije (Slika 8b, 8d, 8f). Smena suvih i
vlaznih uslova sredine i opisani procesi tokom pomenutih sezona predstavljaju jedan ciklus
akumulacije Cestica. Ponavljanje ovih ciklusa rezultira pocetnim rastom lesnog sedimenta
(Svir¢ev i sar., 2013b; 2019).
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Slika 8. BLOCDUST model (Biological LOess Crusts DUSt Trapping model)-model uticaja BLP na
proces formiranja lesa. Tokom pocetne susne sezone mreza BLP sprecava akumulaciju (puna linija) i
defleciju (isprekidana linija) Cestica (a); tokom pocetnog vlaznog perioda polisaharidni lepak hvata
Cestice prasine (b); nagomilane Cestice prethodnih vlaznih perioda su tokom susnih sezona oCuvane
pomocu BLP (c, e); svake sledeée vlazne sezone formira se novi polisaharidni lepljivi sloj koji vezuje
Cestice iz vazduha i dolazi do transformacije starijih slojeva akumulirane prasine u protolesne naslage
(d, f). BLP mreza-bioloska lesna pokorica; BLP lepak-lepljivi polisaharidni sloj; ALFP-gestice iz
vazduha koje formiraju les; MLFP-metabolisane cestice koje formiraju les; BLCM-metaboliti,
biomarkeri
(Svircev i sar., 2013b)

Prethodno opisanu zajednicu organizama BLP i lesnih Cestica su Svir¢ev i sar. (2019)
nazvali sinergoza (Synergosis). Sinergoza je zajednica zive i nezive komponente prirode koje
se nalaze u direktnom kontaktu. Kao rezultat ove fizicke i odrzive zajednice organizama BLP

1 Cestica stvara se stabilizovani lesni sediment. Snaga i jaCina sinergoze lesnog sedimenta se
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ogleda u stabilizaciji, odrzivosti i Sirenju stabilizovanog lesnog sedimenta i lesnih podrucja
(Svir¢ev i sar., 2019). Organizmi BLP predstavljaju zivu (bioticku) komponentu koja je
tokom procesa formiranja lesa ukljuc¢ena u akumulaciju i stabilizaciju Cestica iz vazduha. Les
I njegove gradivne Cestice istovremeno predstavljaju podlogu i izvor hranljivih materija za
rast BLP (SvirCev i sar., 2019). Na taj nacin sinergoza predstavlju produktivnu, odrzivu
zajednicu u kojoj postoji obostrana Kkorist zive i nezive komponente (Sviréev i sar., 2019).
Termin sinergoza je nastao kao paralela ve¢ odavno poznatom terminu simbioza (Svircev i

sar., 2019).

1.4. Problemi izazvani dezertifikacijom i degradacijom povrSina

pokrivenih biolo§kim pokoricama

Prema Konvenciji Ujedinjenih nacija o borbi protiv dezertifikacije (United Nations
Convention to Combat Desertification, UNCCD) dezertifikacija predstavlja “degradaciju
zemljista u susnim podrucjima kao rezultat razlic¢itih faktora, ukljucuju¢i klimatske promene i
ljudske aktivnosti” (UNCCD, 1994). Susna podruc¢ja prema definicji obuhvataju regione kod
kojih je odnos godisnje koli¢ine padavina u odnosu na potencijalnu evapotranspiraciju
izmedu 0,051 0,65 (UNCCD, 2000). Prema ovoj definiciji, susna podrucja obuhvataju aridne,
semi-aridne i suve sub-humidne regione. Susna podrucja imaju globalni znacaj jer ¢ine 41%
Zemljine povrsine (Reynolds i sar., 2007). Vecina ovih podrucja pripada semi-aridnim
regionima (44,3%), od kojih se 34,4% nalazi u Aziji (Sivakumar, 2007). Stoga, najveci deo
podru¢ja zahvacenih dezertifikacijom su podru¢ja lesnih naslaga. Pregled problema
dezertifikacije i degradacije lesnih podruc¢ja opisan je u studiji Palanacki Malesevi¢ i sar.
(2021).

Podrucja pogodena dertifikacijom cine 29% Zemljine povrsine sa tendencijom
povecanja u budué¢nosti (Huang i sar., 2020). Studija iz 2006. godine pokazuje da se
dezertifikacija u Kini tada sirila brzinom od 3100 km? godisnje (Chen i sar., 2006). 1zmedu
1982. i 2015. godine od 44,5 miliona km? susnih podrué¢ja, 6% podrudja je pogodeno
dezertifikacijom usled neodrzivog koris¢enja zemljista i antropogenih klimatskih promena,
dok su antropogene klimatske promene doprinele dezertifikaciji kod 12,6% susnih podrucja
(Burrell i sar., 2020). Dezertifikacija dovodi do smanjenja vegetacijskog pokrivaca (Maestre i

sar., 2012), sto rezultira smanjenjem plodnosti tla, biodiverziteta, kolicine vlage, useva itd.
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Svake godine se izgubi 24 milijarde tona plodnog tla zbog degradacije zemljista usled
dezertifikacije (UNCCD, 2015). Nedostatak vegetacijskog pokrivac¢a (Slika 9) dovodi do
povecanja koncentracije prasine u vazduhu. Mineralne i organske materije koje se prenose
prasinom uti¢u i na akvati¢ne ekosisteme (Rashki i sar., 2013). Procene iz 2007. godine
pokazuju da regioni pogodeni dezertifikacijom trpe ekonomske gubitke od oko 42 milijarde
americkih dolara godis$nje (Sivakumar, 2007), dok samo Kina gubi milijarde dolara godisnje
zbog pogodenosti dezertifikacijom (Al-Quraishi i sar., 2004).

Cestice prasine uti¢u na zdravlje ljudi direktno ili indirektno izazivajuéi odredene
probleme u ekosistemima. Neki od indirektnih problema su: ostecenje vegetacije (Slika 10),
izazivanje saobracajnih nezgoda usled slabe vidljivosti zbog visoke koncentracije prasine u
vazduhu i ubrzavanje ecutrofizacije vodenih ckosistema stimuliSu¢i toksi¢no cvetanje algi
(Goudie, 2014). Prasina je ¢est direktni uzro¢nik razli¢itih sréanih, oftamoloskih i koznih
oboljenja (Goudie, 2014). Cestice prasine u vazduhu se povezuju sa poveéanom stopom
oste¢enja DNK (Shahsavani i sar., 2011). One mogu biti transportovane na velike udaljenosti
od izvora, a zatim uticati na zdravlje ljudi i stanje ekosistema udaljenih predela (Goudie,
2014). Prisustvo cijanotoksina u bioloskim pokoricama je slabije istrazeno, kao i njihov uticaj
na zdravlje ljudi i zivotinja. Medutim, preliminarna istrazivanja ukazuju da postoji rizik od
izlaganja mikrocistinima udisanjem. Koncentracija mikrocistina u prasini u vazduhu koja
sadrzi delove bioloskih pokorica moze premasiti izracunat tolerantni dnevni unos (TDI) od 1-
2 ng/kg/dan za prosecnu odraslu osobu i na taj nacin predstavljati pretnju po zdravlje
(Metcalf i sar., 2012). Niske, ali toksikoloski relevantne kolicine mikrocistina (od 3 do 56
pg/m?) su pronadene u pustinjskim pokoricama u Kataru (Metcalf i sar., 2012).

Pored dezertifikacije, veliki problem predstavlja oste¢enje sedimentnog pokrivaca
lesnih podrucja (Palanacki Malesevi¢ i sar., 2021). Na primer, kao posledica neodgovornog
odnosa prema povrsinskom sloju lesnih sedimenata i ratnih sukoba, koji su doveli do
ostecenja i uklanjanja lesnih pokorica na Velikom Lesnom Platou u Kini, doslo je do erozije
velike koli¢ine sedimenta u Zutu reku i izazivanja &estin poplava (Mostern, 2019).
Degradirani lesni predeli, bez vegetacijskog pokriva¢a, mogu predstavljati glavni izvor
prasine (Sweeney i Mason, 2013) (Slika 9). Velike brzine vetra u ovim degradiranim
podru¢jima dovode do povecéanja erozije (Munson i sar., 2011), vec¢e koncentracije prasine u
vazduhu i oste¢enja okolnog vegetacijskog pokrivaca (Slika 10). Veliki Lesni Plato u Kini
predstavlja jedan od najerozivnijih regiona na Zemlji. Od oko 650000 km? lesnog pokrivaca u
Centralnoj Kini, oko 470000 km? je erodirano (NDRC i sar., 2010). Ovaj lesni plato
karakterise veoma slab vegetacijski pokriva¢ (Shi i Shao, 2000). Postojanje veée biomase i
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vegetacije bi moglo da kontrolise gubitak vode i eroziju. Medutim, zbog trenutnog stanja
zivotne sredine oko 12,8% ovog podrucja je imalo eroziju veéu od 10000 t/km?/a (Cai, 2002).
Velika koncentracija sedimenta u Zutoj Reci (oko 16,4 milijarde tona godisnje) je rezultat
erozije sedimenta sa Velikog Lesnog Platoa (Shi i Shao, 2000).

Slika 9. Les kao izvor prasine. Degradiran vegetacijski pokriva¢ ostavlja nezasti¢enu povrsinu lesnog
sedimenta koja tada predstavlja izvor prasine
(Lokalitet: Luochuan Xiefeng, Kina)

(Foto: Prof. Zorica Svircev)

Zdravstvene posledice ostecenja povrSinskog pokrivaca u lesnim predelima su veé
zabelezene. Pre viSe od decenije uocena je veza izmedu lesa i sedimenta nalik lesu sa
karcinomom jednjaka (Derbyshire, 2001; Raghimi i Ramezani Mojaveri, 2006; Wang i sar.,
2012; Keshavarzi, 2014). U Iranskoj provinciji Golestan kao faktor rizika za razvoj kancera
jednjaka smatraju se Cestice lesnog sedimenta (Keshavarzi, 2014). Dugotrajno unosenje
Cestica silicijum dioksida iz vazduha dovodi po povecanog rizika od razvoja kancera jednjaka
(Jabbari 1 sar., 2008). Takode, kvarc koji je dominantan mineral u lesu (Pesci, 1990) se
smatra uzro¢nikom bolesti pluca-silikoze (Norboo i sar., 1991; Saiyed i sar., 1991;
Derbyshire, 2007). Kada je u pitanju prisustvo cijanotoksina u BLP u semi-aridnim
sredinama postoje dve studije (Tokodi, 2016; Duli¢ i sar., 2017) koje nisu ukazale na

prisustvo cijanotoksina u BLP.
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Slika 10. Vegetacija oStecena lesom. Prasina poreklom sa degradiranih lesnih povrS§ina nanosi Stetu
vegetacijskom pokrivacu
(Lokalitet: Luochuan Xiefeng, Kina)

(Foto: Prof. Zorica Svircev)

Imaju¢i u vidu probleme izazvane procesom dezertifikacije i degradacije lesnog
pokrivaca, neophodno je pronaé¢i odgovarajue reSenje za suzbijanje dezertifikacije i
ublazavanje ve¢ nastalih negativnih posledica. NajceS¢e koriS¢ena metoda za obnovu
degradiranih povrSina, spre¢avanje oluja prasine i dezertifikacije je sadnja biljaka (Cao i sar.,
2011). Takav jedan projekat primenjen je na Kineskom Lesnom Platou u cilju spre¢avanja i
suzbijanja erozije. Projekat pod nazivom ,,Grain for Green* sa budzetom od 40 milijardi
dolara se smatra najveCcom ekonomskom investicijom u oporavak ekosistema (Ostwald i sar.,
2011; Gao i sar., 2017). lako je Kina ulozila mnogo truda i novca u ovaj projekat, kao rezultat
projekta doslo je do negativnih posledica po Zivotnu sredinu. Uoceno je smanjenje
vegetacijskog pokrivaca 1 gubitak vlaZznosti tla (Cao i sar., 2009), doSlo je do povecanja

erozije tla i Sirenja dezertifikacije (Wang i sar., 2010), dok su se oluje prasSine nastavile
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deSavati (Cao 1 sar., 2011). Pored toga $to je Kina za samo jednu deceniju uloZila vise od 100
milijardi ameri¢kih dolara u poSumljavanje, dugotrajni pozitivni efekti nisu uo¢eni (Ahrends i
sar., 2017).

Ekoloski, zdrastveni, ekonomski i socijalni problemi uzrokovani dezertifikacijom i
degradacijom stabilizovanog povrSinskog sloja u semi-aridnim sredinama pokazuju da je
pronalazak prirodnog i ekoloski prihvatljivog resenja za obnovu lesnih, ali i pustinjskih i
drugih degradiranih regiona, od sustinskog znac¢aja. Implementacija funkcionalnog reSenja za
obnovu degradiranih lesnih povrSina bi poboljsala stanje zivotne sredine, zdravlje ljudi i
zivotinja, a samim tim i socio-ekonomsko stanje drzava zahvaéenih ovim problemom, kao i
inicijalnom dezertifikacijom. Sprovodenje aktivnosti obnove i stabilizacije povrsinskog dela
sedimenta bi imalo pozitivan uticaj i na udaljene drzave jer bi sprecilo eroziju tla, emisiju
Cestica i1 njihovo prenoSenje vetrom. Nepovoljni uslovi sredine u semi-aridnim sredinama za
rast 1 razvoj viSih biljaka 1 neuspeli pokuSaji stabilizacije lesnog sedimenta njegovim
posumljavanjem ukazuju na potrebu da se pronade reSenje koje je prilagodeno uslovima

sredine gde je potrebno izvrsiti obnovu i stabilizaciju tla.
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA

Glavni cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje fundamentalnog i prakti¢nog
znaCaja terestricnih cijanobakterijskih sojeva u semi-aridnim sredinama kroz analizu
ekofizioloskih svojstava ovih sojeva i njihovog potencijala da u interakciji sa Cesticama
prasine formiraju bioloSke lesne pokorice. Glavni cilj ¢e biti ostvaren kroz sledece specificne
ciljeve:

1. Formiranje kolekcije kultura lesnih cijanobakterijskih sojeva

Izolacija cijanobakterijskih sojeva iz BLP sakupljenih sa lesnih profila Srbije, Kine i
Irana i formiranje kolekcija kultura lesnih cijanobakterijskih sojeva u okviru ve¢ postojece
Novosadske kolekcije kultura cijanobakterija (NSCCC).

2. Procena sposobnosti cijanobakterijskiz sojeva da interreaguju sa cesticama prasine u
eksperimentalnim uslovima

Procena sposobnosti cijanobakterijskih sojeva da ostvare interakciju sa Cesticama,
formiraju BLP, vezu, metabolisu, istaloze i stabilizuju cestice sprovodenjem ex-Situ
eksperimenta u specijalno dizajniranim komorama. Procena uloge cijanobakterijskih BLP u
BLOCDUST modelu 1 predlog nau¢no zasnovanog i ekoloski prihvatljivog plana za obnovu
degradiranih lesnih povrsina.

3. Skrining ekofizioloskih svojstava izolovanih cijanobakterijskih sojeva

Analiza efikasnosti izolovanih cijanobakterijskih sojeva u produkciji biomase,
ukupnih polisaharida, egzopolisaharida, UV zastitnih pigmenata i cijanotoksina. Odabir
cijanobakterijskih sojeva sa potencijalom da se koriste za obnovu degradiranih lesnih

povrsina.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorkovanje bioloskih lesnih pokorica i lesnog sedimenta sa

opisom lokaliteta

U okviru ove studije radena je izolacija cijanobakterijskih sojeva iz BLP sakupljenih
sa lesnih profila Srbije, Kine i Irana. BLP su sakupljane zajedno sa oko 10 cm sedimenta
ispod njih, koji je pruzao potporu i sprecavao pucanje BLP prilikom njihovog transporta i
Cuvanja. Uzorkovanje je vrSeno upotrebom Spatule, nakon ¢ega su BLP spakovane u zip kese
u kojima su transportovane do laboratorije. Broj sakupljenih uzoraka na svakom lokalitetu
odreden je u zavisnosti od prisustva razli¢itih tipova BLP, $to je procenjeno vizuelnim

posmatranjem (Tabela 1).

Tabela 1. Lokaliteti BLP koriS¢enih za izolaciju lesnih cijanobakterijskih sojeva

Lokaliteti Broj uzoraka

Srbija
Napustena ciglana Ruma, Veliki Surduk MoSorin, Mali 12

Surduk Slankamen

Kina 5
Luochuan geoloski park, Zhaojiachuan lesni profil
Iran 5

lesni profili Kaspijske nizije

Sakupljanje lesnog sedimenta za potrebe ex-situ eksperimenata vezivanja i
stabilizacije Cestica vrSeno je na lesnom profilu napustene ciglane u Rumi. Sediment je
spakovan je u plasti¢ne neprovidne dzakove u kojima je transportovan u laboratoriju. BLP i
lesni sediment su do upotrebe ¢uvani na tamnom i suvom mestu.

BLP su u Srbiji uzorkovane na Titelskom i Sremskom lesnom platou, na slede¢im
profilima: Veliki Surduk kod Mosorina (Slika 11, oznaka L1), napustena ciglana u Rumi
(Slika 11, oznaka L2) i Mali Surduk kod Starog Slankamena (Slika 11, oznaka L3). Pored
navedenih lokaliteta uzorkovanja BLP u Srbiji, u okviru ove disertacije izolovani su i
cijanobakterijski sojevi iz BLP sa Velikog Kineskog Lesnog Platoa i lesnih profila Kaspijske

nizije na severu lrana.
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Slika 11. Geomorfoloska karta Vojvodine sa oznacenim lokalitetima uzorkovanja BLP: Veliki Surduk
Mosorin (L1), napustena ciglana Ruma (L2), Mali Surduk-Slankamen (L3)
(Markovi¢ i sar., 2005, modifikovano; Vasiljevi¢, 2015; Tokodi, 2016)

Titelski lesni plato

Titelski lesni plato (Titelski breg) je jedinstveni geomorfoloski fenomen koji se nalazi
u medurecju Dunava i Tise na krajnjem jugoistoku Backe. Titelski breg predstavlja lesno
ostrvo ¢ija maksimalna duzina iznosi 16 km i maksimalna $irina 7,2 km (Vasiljevi¢, 2015).
Visine lesnih profila Titelskog lesnog platoa se kre¢u izmedu 35 1 55 m. Ovaj plato
predstavlja znacajnu arhivu informacija za razumevanje klimatskih i ekoloskih promena ovog
regiona tokom srednjeg i donjeg Pleistocena (Markovi¢ i sar., 2008). Titelski lesni plato je od
2012. godine zaSti¢en kao Specijalni rezervat prirode (Vasiljevi¢, 2015).

Lesni plato Veliki Surduk Mosorin nalazi se na periferiji sela MoSorin i predstavlja
sastavni deo Titelskog lesnog platoa. Ovaj lesni profil odlikuje se vrlo moénim lesnim

horizontima navejanim tokom poslednja dva glacijalna perioda (Vasiljevi¢, 2015).
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Sremski lesni plato

Sremski lesni plato (Sremska lesna zaravan ili Fruskogorska lesna zaravan)
predstavlja lesni pojas oko Fruske Gore (Bukurov, 1953). Prose¢na visina se kre¢e od 120 m
do 140 m (Visni¢ i sar., 2016). Ova lesna zaravan je na severnim padinama Fruske Gore
veoma distancirana, te ima izgled brojnih izolovanih ostrva. Dejstvom severnog,
severozapadnog i jugoisto¢nog vetra izduvan je materijal iz aluvijalne ravni Dunava od ¢ega
su se akumulirali lesno-paleozemljisni horizonti. Geohemijska istrazivanja su pokazala da
sastav akumuliranog materijala odgovara prose¢nom sastavu gornjeg dela Zemljine kore. Ovi
nalazi ukazuju na znacaj ovog lesnog platoa u paleoklimatskoj i paleoekoloskoj
rekonstrukciji Pleistocena, ali i u analizi globalnih geomorfoloskih procesa tokom Zemljine
istorije (Jovanovi¢ i Zvizdi¢, 2009).

Lesni profil ciglana u Rumi (Slika 12) (N 45° 00" 43,8""; E 19° 51" 28,8"") nalazi se u
okviru povrsinskog kopa “IGM” Ruma, udaljen oko jedan kilometer od periferije naselja.
Kao posledica tridesetogodisnje intezivne eksploatacije kop je od ivice puta pomeren ka
severu za preko 500 m. Kop zauzima 35 ha, obezbeduju¢i oko 1,5 km otvorenih profila ¢ija
visina dostize i 20 m (Jovanovi¢ i Zvizdi¢, 2009). Znac¢aj ovo lokaliteta ogleda se u sadrzaju
informacija bitnih za paleoklimatsku i paleoekolosku rekonstrukciju mladeg dela srednjeg i

gornjeg Pleistocena, odnosno poslednjih 350000 godina (Vasiljevi¢, 2015).

Slika 12. Lesni profil napustene ciglane u Rumi

(Foto: autor)
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Lesni profil Surduk (Slika 13) (N 45° 07" 56,0""; 20° 15" 48,7"") nalazi se u selu
Surduk koje je udaljeno 10 km od Novog Slankamena prema Belegisu. Visina lesnih odseka
doseze i do 40 m. Ovaj profil odlikuje mo¢ni lesni horizont poslednjeg glacijala (Jovanovi¢ i

Zvizdi¢, 2009).

Slika 13. Lesni profil Surduk

(Foto: autor)

Kineski Lesni Plato

Kineski Lesni Plato predstavlja najvecu povrSinu lesnih naslaga na svetu i zauzima
povrsinu od 624000 km?. Nalazi se u gornjem i srednjem toku Zute reke. Proseéna godisnja
koli¢ina padavina na ovom podrucju se kre¢e izmedu 200 i 600 mm. Najveci deo ovih
padavina (60-70%) padne tokom jula, avgusta i septembra (Shi i Shao, 2000). Ovaj lesni
plato karakteriSe slozena topografija, sa nadmorskom visinom izmedu 60 i 5200 m (Wu i sar.,
2019).

Louchuan geoloski park (N 35° 42.561°, E 109° 23.952") je prvi lesni geoloski park u
Kini (Slika 14). Poznat je po svojim geolosko-paleoloskim sekvencama, naucno-
istrazivackim vrednostima, ali i jedinstvenim lesnim pejzazima. Ovaj geoloski park se nalazi
juzno od grada Yan’an, na severu Kineske provincije Shaanxi (Wang i sar., 2019). Usled
opasnosti od obrusavanja, ovaj geopark predstavlja opasnot za turiste.

Lesni profil Zhangjiachuan (N 34°-41°, E 100°-114°) nalazi se u najveéem

ravnicarskom delu centralnog Kineskog Lesnog platoa (Sun i sar., 2006).
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Slika 14. Lesni geoloski park Luochuan u Kini

(Foto: Prof. Zorica Svircev)

Lesne naslage Kaspijske nizije

Lesne naslage Kaspijske nizije nalaze se na severnom delu Irana i prekrivaju severne
padine planinskog venca Alborz. Visine lesnih naslaga u ovom predelu dosezu i1 preko 70 m
(Kehl i sar., 2005). Srednja godi$nja temperatura u Kaspijskoj niziji je 17°C. Srednje godisnje
padavine u pokrajini Gorgan iznose 600 mm, dok su u blizini Neke 750 mm. Usled razlicitih
uslova Zivotne sredine, ovi lesni profili svojom morfologijom, minerologijom i

fizicko-hemijskim karakteristikama ukazuju na razli¢it stepen formiranja tla (Khormali i
Kehl, 2011).

3.2. Izolacija i kultivacija lesnih cijanobakterijskih sojeva

Izolacija i kultivacija lesnih cijanobakterijskih sojeva radena je u sterilnoj, sintetickoj,
mineralnoj hranljivoj podlozi BG11 (Tabela 2). Pre upotrebe za izolaciju i kultivaciju sojeva

podesena je pH vrednost podloge na optimalnih 7,5, zatim je sterilisana i ohladena.
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Tabela 2. Sastav mineralne hranljive podloge BG11 (Rippka i sar., 1979)

Sastojci podloge Koli¢ina u medijumu (g/L)
NaNOz** 1,500
K2HPO4* 3H,0 0,040
MgSO, x 7TH.0 0,075
CaCl; x2H,0 0,036
Na;COs 0,020
Limunska kiselina 0,006
Fe amonijum citrat 0,006
EDTA (magnezijum- 0,001
As (rastvor oligoelemenata) * Iml/L

**Podloga BG11 N- je bez dodatka NaNOs
*A5 —rastvor oligoelemenata sadrzi (g/L): HsBO3(2,86); MnCl; x 4H,0 (1,81); ZnSO4 X
7H,0 (0,222); M0oOs x 2H,0 (0,390); CuSO x 5H,0 (0,079); Co (NOsz), x 6H20 (0,0494).

Izolacija je vriena zasejavanjem 1 cm? BLP u hranljivu podlogu BG11 N- (podloga
bez izvora azota) i BG11l N+ (podloga sa izvorom azota od 1,5 g/L NaNOsz). Nakon
kultivacije radena je izolacija dominantnih sojeva u podlozi naizmeni¢nim zasejavanjem
kultura na te¢nu i ¢vrstu (agarizovana podloga sa 1,5% agara) hranljivu podlogu BG11
(Rippka, 1988). Izdvajanje dominantnih sojeva vrSeno je ru¢no pod lupom (Motic, SMZ-
168), razdvajanjem i prenosenjem pojedinac¢nih kolonija sa ¢vrste u te¢nu podlogu. Postupci
razdvajanja su nastavljeni do dobijanja monokultura cijanobakterija. Mikroskopskim
posmatranjem (Olympus BX 51) vrSen je pregled izolovanih sojeva.

Izolovani sojevi su determinisani upotrebom mikroskopa (Olympus BX 51) uz pomo¢
kljuCeva za identifikaciju cijanobakterija (Komarek i Anagnostidis 1998; 2005; Komarek

2013). Upotrebom CellB kamere 1 odgovarajuceg softvera izolovani sojevi su fotografisani i
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Slika 15. Novosadska kolekcija kultura cijanobakterija
(NSCCC-Novi Sad Cyanobacterial Culture Collection)

Kultivacija izolovanih cijanobakterijskih sojeva za potrebe skrininga njihovih
ekofizioloskih svojstava radena je u erlenmajer posudama od 500 mL. Sojevi su kultivisani u
podlogama BG11 N+ i BG11 N-, upotrebom tri erlenmajer posude za svaki tretman. Svaki
izolovani soj je inokulisan prebacivanjem po 5 mL kulture izolovanog soja u 500 mL podloge
BG11 N+ i BG11 N-. Prvih sedam nedelja kultivacije sojevi su gajeni u mirnoj kulturi, na
temperaturi koja se kretala izmedu 22°C i 25°C, pod svetlosnim rezimom od 14 casova
svetlosti 1 10 Casova tame. Osvetljenje je obezbedeno upotrebom hladnih fluorescentnih
lampi (Philips, Holandija) koje daju intenzitet svetlosti od 720 lux-a. Nakon sedam nedelja
kultivacije, nastavljeno je gajenje sojeva na istoj temperaturi, pod istim svetlosnim rezimom
ali pod nizim intenzitetom svetlosti (450 lux-a) i intenzvnijim mes$anjem narednih devet

nedelja.

3.3. Skrining ekofizioloskih svojstava izolovanih cijanobakterijskih

sojeva

Ekofizioloska svojstva izolovanih lesnih sojeva su ispitivana zbog analize
fundamentalnog znacaja ovih mikroorganizama u terestricnim ekosistemima, a posebno u

procesu lesifikacije. Takode, ove analize su veoma korisne i za procenu aplikativnog
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potencijala lesnih sojeva i njihovih pokorica u restoraciji ostecenih povrsSina i u smanjenju
negativnih posledica dezertifikacije.

Ekofizioloska svojstva izolovanih cijanobakterijskih sojeva i njihov potencijal da se
koriste za obnovu degradiranih povrSina procenjeni su na osnovu sposobnosti sojeva da
produkuju odredene metabolite i uticaja prisustva izvora azota u kultivacionom medijumu na
produkciju istih. U te svrhe, analizirana je toksicnost, produkcija biomase, produkcija
polisaharida i produkcija UV zastitnih pigmenata izolovanih lesnih cijanobakterijskih sojeva.
Selekcija pogodnih sojeva za analize fundamentalnog 1 aplikativnog tipa je zapoceta
detekcijom ukupne toksi¢nosti izolovanih sojeva jer upotreba toksi¢nih i1 potencijalno
toksi¢nih mikroorganizama nije preporucljiva za biotehnolosku primenu u cilju restoracije
oSte¢enth povrSina 1 smanjenje negativnog uticaja dezertifikacije. Neophodno je izbeci
unoSenje takvih sojeva u ekosisteme 1 zato se na samom pocetku skrininga odstranjuju sojevi

koji pokazuju bilo kakav toksi¢ni efekat.

3.3.1. Detekcija toksi¢nosti izolovanih cijanobakterijskih sojeva primenom

Artemia salina bioloskog testa toksi¢nosti

Ukupna toksi¢nost (intracelularna i ekstracelularna) izolovanih cijanobakterijskih
sojeva procenjena je upotrebom bioloSkog testa toksi¢nosti Artemia salina. Toksi¢nost je
testirana u dva kultivaciona perioda, nakon sedam i 16 nedelja kultivacije. Toksi¢nost svakog

cijanobakterijskog soja testirana je u tri ponavljanja.

Priprema uzoraka

U cilju izlu€ivanja unutarcelijskog sadrzaja vrSeno je razbijanje celijskog zida
cijanobakterija primenom 5 ciklusa naizmeni¢nog zamrzavanja i odmrzavanja 10 mL svake
kulture i sonifikacijom (10 minuta konstantno) na sonikatoru Bransonic 12. Nakon razbijanja
¢elijskih zidova cijanobakterija, uzorci su homogenizovani, a zatim centrifugirani (Tehtnica,
Zelezniki, Slovenia) na 3000 obrtaja tokom 10 minuta. Supernatant, koji sadrzi intracelularne

i ekstracelularne toksine, kori$¢en je za odredivanje ukupne toksi¢nosti izolovanih sojeva.
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Postupak bioloskog testa toksicnosti Artemia salina

Test akutne toksi¢nosti Artemia salina raden je po metodi Kiviranta i sar. (1991),
upotrebom larvi racica Artemia salina (DAJANA, Czech Republic), u mikrotitar plo¢ama.
U 200 mL mesavine destilovane i odstajale vode (1:1) inkubirano je 2 g meSavine jaja larvi
radica i soil. Inkubacija jaja je trajala oko 22 Casa, na 28°C, u uslovima aeracija i osvetljenja.
Izlegli raci¢i Artemia salina su se Kkoristili za testiranje toksi¢nosti izolovanih
cijanobakterijskih sojeva.

Pre izvodenja samog testa, mikrotitar ploce su sterilisane i isprane destilovanom
vodom. U velove mikrotitar plo€e aplicirano je 50 pL svakog uzorka, nakon ¢ega je dodato
150 pL medijuma sa 10-20 raci¢a. Kao kontrola koris¢eno je 200 pL medijuma sa 10-20
raci¢a, dok je kao referentni soj za produkciju cijanotoksina koris¢en soj Microcystis
aeruginosa PCC 7806. Uzorci soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 su pripremljeni na isti
nacin kao 1 uzorci ostalih sojeva. Mikrotitar ploce su potom inkubirane 48 Casova u istim
uslovima u kojima su raci¢i inkubirani.

Nakon 24 1 48 ¢asova inkubacije vrSeno je prebrojavanje uginulih larvi posmatranjem
pod lupom. Nakon drugog brojanja, u svaki vel je dodato 50 pl 100% metanola u cilju
ubijanja svih racica. Prebrojavanje ukupnog broja racica uradeno je 10-15 minuta nakon
apliciranja metanola u velove. Toksi¢nost izolovanih sojeva odredena je kao procenat
mortaliteta larvi raci¢a, oduzimajuc¢i procenat mortaliteta u kontroli od mortaliteta izazvanog
U uzorcima. Rezultati toksi¢nosti su predstavljeni kao srednja vrednost tri ponavljanja.

Nivo toksi¢nosti testiranih uzoraka odreden je prema slede¢im kriterijumima

(Simeunovi¢, 2009; 2010):

> Vrlo visoka toksicnost (mortalitet veci od 90%);
> Znacajan nivo toksicnosti (mortalitet u opsegu izmedu 50% i 90%);
> Nizak mortalitet (mortalitet manji od 50%).

3.3.2. Odredivanje produkcije biomase

Selekcija sojeva je radena u odnosu na produkciju biomase sa razlogom da se u daljim
istrazivanjima koriste oni sojevi Koji nisu toksi¢ni, a imaju zna¢ajnu produkciju biomase zbog
brzine rasta na tretiranim podlogama. Produkcija biomase izolovanih cijanobakterijskih

sojeva prilikom kultivacije u BG11 N+ i BG11 N- medijumu odredena je izraCunavanjem
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koncentracije hlorofila a, spektrofotometrijski (SPECTROstar Nano), na svakih sedam dana
tokom sedam nedelja kultivacije i nakon 16 nedelja kultivacije. Koncentracija hlorofila a
odredena je prema metodi Mackinney (1941), dok je odgovarajua biomasa izraCunata
indirektno koriste¢ci metodu APHA (APHA, 1992). Produkcija biomase svakog soja

prikazana je kao srednja vrednost tri ponavljanja.

Priprema uzoraka

Po 10 mL svake kulture je filtrirano kroz filter papir (Filtratech QLO05; France) i
postavljeno na ekstrakciju u 5 mL 100% metanola tokom 24 ¢asa u mraku na 4°C. Nakon
24 casa ekstrakcije, razaranje celijskih zidova vrSeno je sonifikacijom (Bransonic 12),
konstantno tokom 10 minuta. Celijski ostaci su potom sakupljeni centrifugiranjem (Tehtnica,
Zelezniki, Slovenia) na 3000 obrtaja tokom 10 minuta, dok je supernatant korii¢en za

odredivanje koncentracije hlorofila a.

Postupak odredivanja koncentracije biomase

U sakupljenim supernatantima ocitavana je opticka gustina (OD) uzoraka na talasnoj
duzini od 663 nm. Kao slepa proba koris¢en je 100% metanol. Nakon odredivanja opticke
gustine uzoraka odredena je koncentracija hlorofila a pomocu jednafine po Mackinney
(1941).

Koncentracija hlorofila a (ug) = OD663 x 12,64 x V1/V2

Chl a predstavlja izra¢unatu koncentraciju hlorofila a izrazenu u pg. V1 predstavlja
zapreminu uzorka, V2 zapreminu metanola, dok je 12,64 korekcija apsorbance, a OD663
optiCka gustina uzorka na talasnoj duZini od 663 nm. Produkcija biomase sojeva je zatim
izraCunata mnozenjem koncentracije hlorofila a svakog uzorka sa faktorom 67 (APHA,
1992).
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3.3.3. Odredivanje produkcije polisaharida

Odredivanje produkcije polisaharida je radeno da se utvrdi efikasnost izolovanih
lesnih cijanobakterija u sakupljanju, vezivanju i stabilizovanju Cestica prasine iz vazduha, kao
i procesuiranju istih tokom procesa lesifikacije ili obnove ostecenih povrsina. Potencijal
izolovanih cijanobakterijskih sojeva u odnosu na produkciju polisaharida procenjen je
kvantifikacijom ukupnih i izlu¢enih polisaharida u medijumu, prilikom kultivacije sojeva u
podlogama BG11 N+ i BG11 N-, u kulturama starim sedam i 16 nedelja. Produkcija
polisaharida analizirana je spektrofotometrijski (SPECTROstar Nano), upotrebom metode u
kojoj se koriste fenol i sumporna kiselina za kvantifikaciju ugljenih hidrata (Dubois i sar.,
1956), modifikovane za rad u mikrotitar plo¢ama (Masuko i sar., 2005) (Slika 16). Ovo je
kolorimetrijska metoda u kojoj ugljeni hidrati (monosaharidi, oligosaharidi i polisaharidi) i
neki njihovi derivati u reakciji sa sumpornom kiselinom i fenolom daju Zuto-narandzasto

obojena jedinjenja (Dubois i sar., 1956).

Slika 16. Odredivanje sadrZaja polisaharida u mikrotitar ploci

Priprema uzoraka za kvantifikaciju iziucenih polisahrida

IzluCeni polisaharidi izolovanih cijanobakterijskinh sojeva kvantifikovani su u
kultivacionom medijumu, nakon odvajanja c¢elija i polisaharida povezanih sa c¢elijama
(na engleskom: capsular polysaccharides, CPSs) centrifugiranjem na 8000 obrtaja

(Eppendorf 5810 R) tokom 15 minuta. U dobijenom supernatantu izvrSena je precipitacija
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polisaharida upotrebom hladnog 96% etanola, u odnosu 1:3 (uzorak:etanol). U cilju §to boljeg
rasporedivanja etanola u uzorku etanol je dodavan uz lagano meSanje uzorka na mesalici.
Precipitacija je vrSena na 4°C tokom 18 ¢asova. Uzorci su sledeceg dana centrifugirani na
8000 obrtaja tokom 10 minuta u cilju oslobadanja etanola. Kako bi se iz uzoraka u potpunosti
odstranio etanol uzorci su evaporisani na 37°C, a zatim su rastvoreni u sterilnoj destilovanoj

vodi. Rastvoreni uzorci polisaharida ¢uvani su u zamrzivaéu do kvantifikacije.

Priprema uzoraka za kvantifikaciju ukupnih polisaharida

Ukupna Kkoli¢ina polisaharida (intracelularni, vezani za ¢eliju i izluceni
ekstracelularni) odredena je nakon razaranja celijkih zidova primenom 5 ciklusa
naizmenicnog odmrzavanja i zamrzavanja. Nakon razaranja celijskih zidova uzorci su
centrifugirani na 8000 obrtaja tokom 15 minuta kako bi se izdvojili ¢elijski ostaci, a
supernatant u kome se nalaze polisaharidi postavio na precipitaciju. Precipitacija, sakupljanje
i rastvaranje sakupljenih polisaharida vrsena je na isti nacin kao prethodno opisana priprema

izlucenih polisaharida.

Postupak odredivanja koncentracije polisaharida

Kao standard koriS¢ena je D-glukoza pocetne koncentracije 1 mg/mL. Standardna
kriva (Slika 17) je konstruisana upotrebom ocitanih apsorbanci za odgovarajuca razblazenja
osnovnog rastvora. Apsorbance analiziranih uzoraka nalazile su se u opsegu izmedu najmanje
i najvece apsorbance sa konstruisane standardne krive. Kao kontrola koriséena je destilovana
voda (bez Secera), Cija je apsorbanca oduzeta od apsorbanci svih uzoraka. Koli¢ina

polisaharida predstavljena je kao srednja vrednost tri ponavljanja.
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Slika 17. Standardna kriva D - glukoze (mg/mL)

Postupak i redosled dodavanja reagenasa prikazan je u Tabeli 3. Nakon dodavanja
uzoraka, destilovane vode kao kontrole i odgovarajuc¢ih koncentracija Secera za konstruisanje
standardne krive, u sve velove je dodata koncentrovana sumporna kiselina (cc H2SOs).
Dodavanje cc H2SO4 vrseno je pod ja¢im mlazom kako bi se omoguéilo maksimalno mesanje
SeCera 1 sumporne kiseline. Odmah po dodavanju kiseline, u svaki vel je dodat 5% rastvor
fenola. Mikrotitar ploCe su inkubirane u vodenom kupatilu na 85°C, nakon ¢ega je usledilo
njihovo hladenje na sobnoj temperature. Uzorci iz ohladenih mikrotitar ploca su preneti u

nove mikrotitar plo¢e u kojima je vrseno spektrofotometrijsko oc¢itavanje apsorbance na 490

nm.
Tabela 3. Postupak odredivanja sadrzaja polisaharida
Standardna kriva Kontrola Uzorci
50 uL odgovarajucih koncentracija glukoze 50 pL destilovane vode 50 pL uzorka

150 pL cc H2SO4

30 pL 5% fenola

Inkubacija na 85°C tokom 10 minuta u vodenom kupatilu

Hladenje na sobnoj temperaturi tokom 5 minuta

Prebacivanje u novu mikrotitar plo¢u

Ocitavanje apsorbance na 490 nm

42



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

Odredivanje udela izlucenih polisaharida, prinosa izlu¢enih polisaharida i

ukupnih polisaharida

Potencijal sojeva da izlucuju polisaharide u spoljasnju sredinu (produkuju izluc¢ene
polisaharide) je pored merenja njihove koli¢ine u kultivacionom medijumu procenjen i
odredivanjem udela izlu¢enih polisaharida u ukupnoj koli¢ini polisaharida. Udeo izlu¢enih
polisaharida je predstavljen procentualno (%), za svaki soj gajen u podlozi BG11 N+ i BG11
N-, u sedmoj i 16. nedelji kultivacije.

U cilju dobijanja sveobuhvatnije slike potencijala svakog pojedina¢nog soja da
produkuje polisaharide, odredena je specificna produkcija izluenih polisaharida i ukupnih
polisaharida. Specificna produkcija polisaharida je predstavlijena kao prinos izlu¢enih
polisaharida i ukupnih polisaharida po jedinici biomase. Prinos je izracunat za svaki soj gajen
u podlozi sa i bez izvora azota (BG11 N+ i BG11 N-), u oba posmatrana kultivaciona perioda

(sedmaoj i 16. nedelji kultivacije).

3.3.4. Odredivanje viskoziteta medijuma

Viskozitet medijuma izolovanih cijanobakterijskih sojeva meren je u cilju potvrde
produkcije izluCenih polisaharida. Reoloska merenja vrSena su pomocu rotacionog
viskozimetra Reotest 2 RV-2 (Medingen GmbH, Nemacka) (Slika 18) sa koaksijalnim
cilindri¢nim mernim priborom oznake N (Dodi¢ i Grahovac, 2013). Viskozitet je odreden na

0SNOVU napona smicanja pri razli¢itim brzinama smicanja u tri ponavljanja.
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Slika 18. Viskozimetar Reotest 2 RV-2
(Medingen GmbH, Nemacka)

(Foto: Doc. Zorana Trivunovic)

Priprema uzoraka

Viskozitet je odredivan u kultivacionom medijumu nakon odvajanja Celija
centrifugiranjem (Eppendorf 5810 R) kultura svakog soja na 8000 obrtaja tokom 15 minuta.

Za dobijene supernatante izmereni su otkloni kazaljke za razli¢ite brzine Smicanja.

Postupak odredivanja viskoziteta

Merni cilindar uronjen je u prethodno pripremljene uzorke kultivacionih te¢nosti.
Prilikom svog obrtanja merni cilindar nailazi na otpor koji se belezi na skali. U zavisnosti od
ocitanih otklona kazaljke za razlicite brzine smicanja mernog cilindra odreden je napon

smicanja pomocu sledece jednacine:

t=0,1XxzXa
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T predstavlja napon smicanja (Pa), 0,1 je faktor konverzije dyn/cm? u Pa, z je
konstanta koja iznosi 3,08 dyn/cm?/Skt, dok a predstavlja ogitani otklon kazaljke (Skt).

Dobijeni podaci napona smicanja za svaki uzorak su fitovani stepenim zakonom
koriste¢i Microsoft® Excel 2010 softver (MS Office, Microsoft Corporation, USA), u cilju

da se utvrdi faktor konzistencije (K, Pa-s") i indeks toka (n):

t=KxD"

D" predstavlja brzinu smicanja (1/s).
Poklapanje dobijenih podataka sa navedenom funkcionalnom zavisnos¢u procenjeno
je na osnovu vrednosti koeficijenta determinacije (R?). Zatim su utvrdeni reoloski parametri

korisceni za izracunavanje prividnog viskoziteta na (mPa-s) prema sledec¢oj jednacini:

na:KXDn-l

Prividni viskozitet je izraCunat pri brzini smicanja od 10 1/s.

3.3.5. Odredivanje produkcije UV zastitnih pigmenata

Selekcija sojeva je radena u odnosu na sposobnost produkcije zastitnih pigmenata u
cilju odabira sojeva sa vecom sposobnoséu da prezive nepovoljne uslove sredine. Ovim bi se
obezbedila vec¢a stopa prezivljavanja cijanobakterija tokom procesa lesifikacije ili obnove
degradiranih povrsina. Sposobnost izolovanih cijanobakterijskih sojeva da produkuju UV
zastitne pigmente, scitonemin i mikosporinu slicne aminokiseline, analizirana je
spektrofotometrijski (SPECTROstar Nano), analiziraju¢i produkciju ovih pigmenata pre i
posle izlaganja sojeva kombinaciji UVA/UVB svetlosti (36% UVA i 8% UVB). Usled
nemogucnosti pronalaska standarda scitonemina i mikosporinu sli¢nih aminokiselina, kao i
kompleksnosti ovih molekula, u okviru ove studije radeno je odredivanje Metabolita u
Opsegu Scitonemin Apsorbance (MOSA) i Metabolita u Opsegu Mikosporin Apsorbance
(MOMA). Priprema uzoraka i odredivanje sadrzaja ovih molekula je radena prema utvrdenim
metoda za odredivanje scitonemina i mikosporinu sli¢nih aminokiselina. MOSA su
kvantifikovani prema metodi Garcia-Pichel i Castenholz (1991), dok su vrednosti potom
korigovane upotrebom specifi¢nih koeficijenata korekcije prema Garcia-Pichel i sar. (1992).
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Sadrzaj MOMA je procenjen upotebom metode Garcia-Pichel i Castenholz (1993). Sva

merenja su radena u tri ponavljanja.

Opis eksperimenta

Izolovani sojevi su inicijalno kultivisani po prethodno opisanoj proceduri i pod istim
uslovima tokom 28 dana (poglavlje 3.2. lIzolacija i kultivacija lesnih cijanobakterijskih
sojeva). Nakon inicijalne kultivacije sojeva vrSeno je njihovo izlaganje kombinaciji
UVA/UVB svetlosti (Slika 19). lIzlaganje kultura je radeno u otvorenim petri plo¢ama
(pre¢nika 9 cm, dubine 1,5 cm) u dve specijalno konstruisane UV staklene komore. Jedna
komora je sluzila za izlaganje kultura u cilju stimulisanja produkcije MOMA, dok je druga
bila namenjena za produkciju MOSA. Komore su bile opremljene sa po jednom specijalnom
fluorescentnom terarijumskom neonkom (JBL, Solar Reptile Sun, T8, Nemacka) ¢iji spektar
svetlosti sadrzi 36% UVA 1 8% UVB osvetljenja. Udaljenost petri plo€a od izvora svetlosti
bio je 30 cm.

Kulture su izlagane UV zracenju konstantno tokom sedam dana na temperaturi koja se
kretala izmedu 22°C i 25°C. Kako bi se sprecilo taloZenje ¢elija ili njihovo medusobno
zasencenje sve petri plo¢e su mesane svakodnevno. U sluc€aju isparavanje podloge iz petri
ploca, vrseno je dolivanje odgovaraju¢eg BG11 medijuma u razblazenju 1:1 (destilovana
voda:BG11 medijum). Kontrola u okviru ovog eksperimenta podrazumevala je analizu

sadrzaja pigmenata u kulturama koje nisu bile izlozene UV zraCenju.

Slika 19. Izlaganje izolovanih cijanobakterijskih sojeva UV osvetljenju
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Priprema uzoraka za kvantifikaciju MOSA

Priprema uzoraka za kvantifikacju MOSA radena je prema metodi Dillon 1
Castenholz (1999). Kulture izlozene UV zracenju i kontrolne Kulture su profiltrirane kroz
filter papire (Filtratech QLO5; France), koji su potom osuSeni na sobnoj temperaturi.
Ekstrakcija MOSA je radena u 5 mL acetona tokom 24 casa na 4°C u mraku. Nakon
ekstrakcije uzorci su centrifugirani (Tehtnica, Zelezniki, Slovenia) na 3000 obrataja tokom 10

minuta. Supernatant je odliven i koris¢en za odredivanje sadrzaja MOSA.

Priprema uzoraka za kvantifikaciju MOMA

Priprema uzoraka za kvantifikaciju MOMA vrSena je po uzoru na metodu Garcia-
Pichel i1 Castenholz (1993). Nakon filtracije kultura kroz filter papir (Filtratech QLO5;
France) i njihovog susenja na sobnoj temperature, MOMA su ekstrahovani u 20% metanolu u
vodenom kupatilu na 45°C u trajanju od dva ¢asa. Ekstrakcija je nastavljena u frizideru tokom
24 &asa, nakon Gega su uzorci centrifugirani (Tehtnica, Zelezniki, Slovenia) na 3000 obrataja

tokom 10 minutra. Dobijeni supernatant je dalje koriS¢en za odredivanje sadrzaja MOMA.

Postupak odredivanja sadrzaja MOSA

U pripremljenim uzorcima za odredivanje sadrzaja MOSA upotrebom
spektrofotometra ocitane su vrednosti OD na slede¢im talasnim duzinama: 384 nm, 490 nm i
663 nm. Ocitane vrednosti su zatim korigovane oduzimanjem OD na 750 nm. Sadrzaj MOSA
je izraunat upotrebom trihromatske jednacine (Garcia-Pichel i Castenholz, 1991) i faktora
korekcije za scitonemin (Garcia-Pichel i sar., 1992): Jednacina za odredivanje sadrZaja

scitonemina je:

Scy = 1,04 x Asssa - 0,79 X Aesz - 0,27 X Asgo

Scy predstavlja koncentraciju scitonemina, dok su Asss, Ass3 | Asgo oCitane vrednosti

apsorbance na talasnim duzinama 384, 663 i 490 nm.
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Postupak odredivanja sadrzaja MOMA

Sadrzaj MOMA je odreden spektrofotometrijski o€itavanjem OD na 260 nm, kao 1
odredivanjem talasne duzine maksimalne OD MOMA. Koncentracija MOMA je potom

odredena prema slede¢oj jednacini (Garcia-Pichel i Castenholz, 1993):

A* = Ai- Azo (1,85 - 0,005 x 1)

A,* predstavlja korigovanu vrednost apsorbance na maksimumu, A; je izmerena
vrednost apsorbance na maksimumu, Aoeo je apsorbanca o€itana na 260 nm, dok je A je
talasna duzina (nm) na kojoj je izmerena maksimalna apsorbanca.

U nedostatku apsorpcionog koeficijenta, koncentracija mikosporinu sli¢nih
aminokiselina se izraZzava kao A (aporbanca ili opticka gustina). Jedan A odgovara vrednosti
apsorbance kada je supstanca rastvorena u 1 mL rastvaraca i apsorbanca izmerena u kiveti od
1 cm svetlosnog puta. Specifican sadrzaj MOMA u ovoj studiji je izrazen kao Aj)/mg suve

biomase.

3.3.6. Statisticka obrada podataka

Sva merenja u okviru ove studije su uradena u tri ponavljanja i rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost ponavljanja. Rezultati produkcije biomase, polisaharida i
viskoziteta kultivacionih medijuma su analizirani statisticki dvofaktorijalnom analizom
varijanse (na engleskom: Two-Way ANOVA) na nivou znacajnosti od a=0,05 pomocu
softvera Statistica 13.5 (TIBCO Software Inc., USA).
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3.4. Procena sposobnosti cijanobakterijskih sojeva da veZu i

stabilizuju Cestice prasine

3.4.1. Dizajn komora

U cilju procene sposobnosti cijanobakterijskih sojeva da ostvare interakciju sa
Cesticama praSine (da vezu i stabilizuju Cestice) i zajedno sa njima formiraju bioloSke
pokorice sproveden je ex-situ experiment. Eksperiment je raden u dve specijalno konstruisane
komore. Jedna komora je sluzila za procenu sposobnosti cijanobakterijskih sojeva da vezu i
stabilizuju Cestice prasine (u daljem tekstu nazvana esperimentalnom komorom). U
ekspermentalnoj komori su inokulisani cijanobakterijski sojevi u cilju razvijanja biofilma.
Druga komora (u daljem tekstu nazvana kontrolnom komorom) nije inokulisana
cijanobakterijskim sojevima i sluzila je kao kontrola.

Pravougaone staklene komore sa metalnom osnovom, povrsine 3,5 m?, sastojale su se
iz dva dela (Slika 20). Prednji deo komore (Slika 20, oznaka 1), konstruisan za simulaciju
oluja prasine, opremljen je ventilatorima koji pravi vetar brzine 12 m/s (Slika 20, oznaka 2) i
otvorom na vrhu za ubacivanje prasine u komoru (Slika 20, oznaka 3). Ventilator je sluzio za
usmeravanje Cestica prasine ka zadnjem delu komore gde je prouCavana sposobnost
cijanobakterijskih sojeva da vezuju Cestice praSine iz vazduha i formiraju bioloske pokorice.
Na taj nacin je analiziran mehanizam stabilizacije Cestica bioloSkim pokoricama. Zadnji deo
komore je bio opremljen belim, hladnim, fluorescentnim lampama (Philips, Holandija) (Slika
20, oznaka 4) koje su obezbedivale osvetljenje intenziteta izmedu 560 i 700 lux-a u razli¢itim
tackama 1 sistemom za simulaciju kiSe (Slika 20, oznaka 5) koji je obezbedivao neophodnu
vlagu za rast i razvoj bioloSkih pokorica. Prednji i zadnji deo komore su bili odvojeni
pokretnim vratima koja su se otvarala prilikom simulacija oluja prasine (Slika 20, oznaka 6).
Povrsina dna zadnjeg dela komora je bila oblozena plocom od hrapavog stakla (Slika 20,
oznaka 7), dok su svi ostali delovi bili od stakla glatke povrsine. Postavljanje stakla neravne
povrsine imalo je za cilj uspesniju inokulaciju 1 lakSu kolonizaciju cijanobakterijskih sojeva u

eksperimentalnoj komori.
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Slika 20. Sematski prikaz specijalno dizajniranih komora za procenu sposobnosti cijanobakterijskih
sojeva da vezu i stabilizuju Cestice prasine. Prednji deo komore (1) sa ventilatorima (2) i otvorom za
prasinu (3). Pokretna vrata (6) koja odvajaju prednji i zadnjio deo komore. Zadnji deo komore
osvetljen fluorescentnim lampama (4) i obezbeden Sistemom za simulaciju kise (5). Neravna povrsina

(7) zadnjeg dela komore za formiranje bioloskih pokorica

3.4.2. Razvijanje cijanobakterijskog pokrivaca

Konzorcijum cijanobakterijskih sojeva (Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L2,
Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6) izolovanih iz BLP sakupljenih sa lesnog
profila napustene ciglane Ruma (N 45° 00° 43.8°°, E 19° 51° 28.8°%) inokulisan je u zadnji
deo eksperimentalne komore, u cilju formiranja cijanobakterijskog biofilma. Biofilm je
razvijan do pokrivanja povrsine od 2 m?i dostizanja debljine od oko 1 mm (Slika 21). Tokom
kultivacije, biofilm je zalivan sa 250 mL destilovane vode tokom pet dana i sa istom
koli¢inom BG11 medijuma (0.9 g/L NaNOz) jednom mesec¢no. Simulacija suvih uslova

radena je isusivanjem biofilma jednom nedeljno.
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Slika 21. Eksperimentalna komora (A) sa razvijenim cijanobakterijskim biofilmom (B)

3.4.3. Ex-situ eksperiment vezivanja i stabilizacije Cestica

Procena uloge cijanobakterija u vezivanju i stabilizaciji Cestica praSine vrSena je
simulacijom oluja prasine sa smenama sus$nih i vlaznih perioda. Oluje prasSine su simulirane
upotrebom lesnog sedimenta sa Sremskog lesnog platoa, lesnog profila napustene ciglane u
Rumi. Uzorkovanje i ¢uvanje lesnog sedimenta za potrebe ex-situ eksperimenta je opisano u
poglavlju 3.1. Uzorkovanje bioloskih lesnih pokorica i lesnog sedimenta sa opisom lokaliteta.
Pre apliciranja sakupljeni les je usitnjen upotrebom mlina. Oluje prasine su simulirane u obe
komore (kontrolnoj i eksperimentalnoj) svake trece nedelje, sat vremena nakon zalivanja,
upotrebom 400 g prasine. Simulacije oluja prasine su vrSene u cilju razvoja bioloskih
pokorica inicirajué¢i interakciju razvijenog cijanobakterijskog biofilma i1 cestica. Nakon
inicijalnog kontakta ¢estica i cijanobakterijskog biofilma i formiranja bioloskih pokorica,
dalji razvoj bioloskih pokorica stimulisan je redovnim dodavanjem novih Ccestica
(simulacijom oluja prasine), odgovarajuce koli¢ine vode (zalivanjem) i simulacijom suvih
uslova (isuSivanjem). Tokom ex-situ eksperimenta zadnji delovi obe komore su zalivani i
isusivani na isti nacin kao zadnji deo eksperimentalne komore tokom razvijanja biofilma.
Upotrebljena kolicina vode (250 mL) se pokazala kao optimalna za rast cijanobakterija i pri
ovoj koli¢ini vode nije doslo do izdvajanja viska vode na donjim unutrasnjim delovima
komora. Eksperiment je trajao 10 meseci, tokom kojih je simulirano 37 oluja prasine.
Oduzimanjem kolicine prasine zaostale na povrsini dna prednjeg dela obe komore (dela za
simulaciju oluja prasine) od ukupne kolicine prasine upotrebljene za simulaciju oluja prasine
izracunata je Kkoli¢ina prasine koja je dospela u zadnji deo kontrolne komore (2850 g) i

eksperimentalne komore (3225 g).
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3.4.4. Odredivanje veli¢ine ¢estica lesnog sedimenta

Uzorkovanje

Interakcija cijanobakterija sa ¢esticama prasine procenjena je odredivanjem veli¢ine
Cestica iz eksperimentalne komore pre i posle procesuiranja od strane cijanobakterija kako bi
se ispitao uticaj cijanobakterija na velicinu cestica, kao i odredivanjem velicine Cestica iz
kontrolne komore. Veli¢ina cestica odredena je u slede¢im uzorcima: 1) prasina pripremljena
za simulaciju oluja prasine, uzorkovana sa lesnog profila i usitnjena mlinom (u daljem tekstu
nazvana ‘“navejavane Cestice”); 2) prasina koja je navejana na povrsinu prednjeg dela
eksperimentalne komore nakon simulacije oluja prasine (u daljem tekstu nazvana “navejane
Cestice”); 3) sediment istalozen ispod formiranih BLP zadnjeg dela eksperimentalne komore
(u daljem tekstu nazvan “istalozene Cestice”); 4) praSina navejana u zadnjem delu kontrolne
komore (u daljem tekstu nazvana “navejane Cestice kontrolne komore. Uzorak navejavanih
Cestica (1) je analiziran pre pocetka eksperimenta. Uzorci navejanih Cestica (2) su uzeti sa
povrsine prednjeg dela eksperimentalne komore nakon zavrsenih simulacija oluja prasine.
Uzorkovanje je zapoceto od mesta ulaska prasine u komoru do kraja prednjeg dela komore,
odnosno do samog ulaska prasine u zadnji deo komore sa razvijenim biofilmom, na svakih 10
cm. Ovakvo uzorkovanje je radeno kako bi se stekao uvid u veli¢inu cestica koje su dospele
do biofilma (Cestice navejane neposredno pred ulazak u zadnji deo komore sa biofilmom), u
odnosu na cestice navejane ispod ulaza prasine, kao i uticaj udaljenosti izvora vetra na
velicinu cestica. U zadnjem delu eksperimentalne komore, gde su se formirale BLP,
uzorkovana su dva uzorka istalozenog sedimenta za analizu veli¢ine istaloZenih estica (3).
Uzorkovanje je izvrseno odizanjem BLP i struganjem sedimenta ispod. U zadnjem delu
kontrolne komore, gde nisu formirane BLP, uzorkovan je uzorak navejanih Cestica (4).

Uzorci su pakovani u kese i ¢uvani na suvom i tamnom mestu do merenja.

Priprema uzoraka i merenje

Veli¢ina cestica uzoraka prasine i sedimenta odredena je koriste¢i laserski uredaj za
odredivanje velicine cestica Malvern Mastersizer 2000 koji ima opseg merenja 0.02-2000 pum
sa preciznoséu od +1%. Refraktivni i indeksi apsorpcije koris¢eni tokom merenja su 1,52 i

0,1, redom. Oko 200 mg svakog uzorka, osusenog na vazduhu, tretirano je sa 10 mL 10%
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H202 u cilju uklanjanja organske materije. Nakon toga, uklanjanje karbonata je uradeno
tretiranjem uzoraka sa 10 mL 10% HCI. U uzorke je dodato oko 2000 mL dejonizovane vode
I suspenzija uzoraka je ostavljena da odstoji 48 casova do pipetiranja u cilju uklanjanja
kiselih jona. Uzorci su zatim dispergovani sa 10 mL 0.05 M (NaPOs)e 1 stavljeni u
ultrazvuéno kupatilo tokom 10 minuta, nakon cega se pristupilo merenju veli¢ine c¢estica
(Konert i Vandenberghe, 1997; Hao i sar., 2012).

3.4.5. Mikroskopska analiza razvijenih bioloskih lesnih pokorica

Nakon 10 meseci simulacije oluja prasine izvrseno je uzorkovanje u zadnjim
delovima obe komore. Razvoj BLP, mehanizam vezivanja i stabilizacije cestica prasine
proucen je vizuelno, pomoéu stereomikroskopa (Leica M205 C), svetlosnog mikroskopa
(Olympus BX51) i skening elektronskog mikroskopa (SEM; Jeol JSM-6610LV).

Ispitivanje pomocu stereomikroskopa radeno je na BLP u suvom i vlaznom stanju.
Razlic¢iti morfoloski oblici kolonija uoceni stereomikroskopom su uslikani pomocu digitalne
kamere (Leica DFC290 HD) i softvera LAS, verzija V4.11.

Od razlicitih kolonija koje su formirale BLP pravljeni su preparati za posmatranje pod
mikroskopom. Preparati su pripremani posmatranjem pod stereomikroskopom i
uzorkovanjem kolonija pomocu tanke igle i pincete. Mikroskopski su posmatrane prisutne
kolonije, procenjen je sastav razli¢itih morfoloskih oblika BLP i organizacije zivih i nezivih
elemenata unutar BLP. Slike su snimljene pomoc¢u kamere CellB i odgovarajuceg softvera.

Struktura BLP i interakcija cijanobakterija sa c¢esticama utvrdena je njihovim
posmatranjem pomo¢u SEM-a. Priprema uzoraka vrsena je na sledec¢i nacin: uzorci su
prevuceni zlatom do debljine od 15.0 nm i gustine od 19.32 g/cm3, optimizacija je radena
pomocu bakra. Uzorci su posmatrani pod slede¢im uslovima: W zica kao izvor elektrona,

napon ubrzanja elektrona od 20 kV, snimanje u uslovima ultravisokog vakuma od 107 Pa.

3.4.6. Odredivanje akumulacije hlorofila a, karotenoida i scitonemina u

bioloskim lesnim pokoricama

Akumulacija hlorofila a, karotenoida i scitonemina analizirana je spektrofotometrijski
(SPECTROstar Nano) u uzorcima iz obe komore. Sadrzaj ovih pigmenata kvantifikovan je

53



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

upotrebom trihromatske jednacine prema Garcia-Pichel i Castenholz (1991), ¢ije su vrednosti
potom korigovane upotrebom specifi¢nih koeficijenata korekcije prema Garcia-Pichel i sar.
(1992). Akumulacija pigmenata za svaku komoru je predstavljena kao srednja vrednost
12 nasumi¢no uzorkovanih uzoraka iz svake komore. Sadrzaj pigmenata je odreden u suvom i
vlaznom stanju BLP iz eksperimentalne komore. Sadrzaj pigmenata svakog pojedina¢nog
uzorka iz kontrolne i eksperimentalne komore je odreden kao srednja vrednost tri

ponavljanja.

Priprema uzoraka

Priprema uzoraka za odredivanje sadrzaja hlorofila a, karotenoida i scitonemina
radena je po uzoru na metodu Lan i sar. (2010). Povrsina BLP od 1 cm? je pomoéu avana i
tucka fino usitnjena, a potom je uzorak postavljen na ekstrakciju u 10 mL 100% acetone.
Ekstrakcija je trajala 18 ¢asova, u mraku, na 4°C. Uzorci su potom centrifugirani, a dobijeni

supernatant je dalje sluzio za ocitavanje OD.

Postupak odredivanja sadrzaja pigmenata

Pripremljeni uzorci su dalje koris¢eni za ocitavanje OD na slede¢im talasnim
duzinama: 663 nm, 384 nm, and 490 nm. Ocitane vrednosti su potom Kkoris¢ene za
izracuvanje sadrzaja pigmenata pomocu sledecih jednacina (Garcia-Pichel i Castenholz,
1991; Garcia-Pichel i sar., 1992):

Chl-a = (1.02 Ags3 - 0.027 Asgs - 0.01 Asg0)/Cchi-aX VIS
Car = (1.02 Augo - 0.08 Aszss - 0.026 A663)/CCar x VIS
Scyt = (1.04 Azss - 0.79 Agsz - 0.27 Asg0)/Cseyt X VIS

Chl-a, Car i Scyt predstavljaju sadrzaje hlorofila a, karotenoida i scitonemina,
izrazene u mg/m?; Cehia, Cear | Cseyt SU Koeficijenti korekcije (L g™ cm™) za chl a, karotenoide
i scitonemin, iznose 92.5, 250 and 112.6, redom; Aes3, Asg0 and Asgs predstavljaju ocitane
absorbance na slede¢im talasnim suZinama 663 nm, 490 nm 1 384 nm; V is zapremina

ekstrakcionog sredstva (mL), S povrsina uzorka (cm™).
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3.4.7. Uloga cijanobakterijskih bioloskih lesnih pokorica u sprefavanju erozije

Uloga cijanobakterijskih BLP u stabilizaciji Cestica lesa i spre¢avanju erozije izazvane
vetrom ispitana je poredeéi uticaj simulirane oluje vetra na lesni sediment prekriven
cijanobakterijskim BLP u odnosu na lesni sediment bez bioloskog pokrivaca. Eksperimenet je

raden u petri plo¢ama.

Opis eksperimenta

Za potrebe eksperimenta koris¢ene su plasti¢ne petri ploce. Petri plo¢e sa lesnim
materijalom planirane kao eksperimentalne plo¢e su bile inokulisane cijanobakterijskom
biomasom, dok kontrolne petri plo¢e nisu imale bioloski zastitni sloj. Svaka petri ploca je bila
napunjena sa 7,3 g fino usitnjenog lesnog sedimenta. Biomasa soja Nostoc sp. IRN5D je
koris¢ena za indukciju razvoja BLP. Eksperimentalne petri ploce su inokulisane sa 15 mL
soja Nostoc sp. IRN5SD (20 mg suve biomase) upotrebom pipete i rasporedivanjem biomase
po povrsini sedimenta metodom kap po kap. Kontrolne petri ploce su inokulisane istom
koli¢inom destilovane vode. Sve petri ploce su zatim suSene u termostatu na temperaturi 27-
28°C, u mraku tokom 24 casa. Suve petri ploce su izloZzene simuliranoj oluji vetra tokom

jednog Casa, na udaljenosti od ventilatora od oko 25 cm, u mikrobioloskom laminaru.

Postupak odredivanja efikasnosti cijanobakterijskih bioloskih lesnih pokorica u

sprecavanju erozije vetrom

Procena sposobnosti cijanobakterijskih BLP da drze cestice u kompaktnom stanju
izvrSena je na osnovu razlike u tezini petri ploca pre i nakon izlaganja simuliranoj oluji vetra.
Efikasnost cijanobakterijskog pokrivaca u stabilizaciji lesa predstavljena je kao srednja

vrednost tri ponavljanja.
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4. REZULTATI

4.1. Izolacija, determinacija i morfoloski opis lesnih

cijanobakterijskih sojeva

Vrsena je izolacija cijanobakterijskih sojeva koji su pokazali dominaciju rasta nakon
inokulacije BLP u BG11 medijum. Izolovani su dominantni sojevi radi njihove potencijalne
upotrebe za obnovu degradiranih lesnih povrsina. Cilj izolacije samo dominantnih sojeva je
bio da se selektuju sojevi koji se lako kultivisu i umnozavaju u te¢nom medijumu, radi
njihove ekonomicnije i efikasnije pripreme (masovne produkcije biomase) za inokulaciju na
terenu.

Za izolaciju lesnih cijanobakterijskih sojeva izabrane su 22 BLP sa 10 lokaliteta iz
Srbije, Kine i Irana. Od ukupno 22 izolovana cijanobakterijska soja, 12 sojeva je izolovano iz
BLP poreklom iz Srbije, pet sojeva poreklom iz Kine i pet sojeva poreklom iz Irana (Tabela
4).

Tabela 4. Izolovani cijanobakterijski sojevi iz BLP Srbije, Kine i Irana

Cijanobakterijski soj Zemlja porekla Rod
L1 Srbija Chroococcidiopsis sp.
L2 Srbija Nostoc sp.
L2-2 Srbija Nostoc sp.
L4 Srbija Tolypothrix sp.
L5 Srbija Nostoc sp.
L6 Srbija Nostoc sp.
L6-2 Srbija Nostoc sp.
M1 Srbija Nostoc sp.
R1 Srbija Nostoc sp.
R5-2 Srbija Nostoc sp.
SS1 Srbija Nostoc sp.
SS4 Srbija Nostoc sp.
GP14 Kina Nostoc sp.
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LP4 Kina Nostoc sp.
LP8-2 Kina Nostoc sp.
LR7 Kina Nostoc sp.
ZJ1 Kina Nostoc sp.
IRNSD Iran Nostoc sp.
IRNSI Iran Nostoc sp.
IRN5SK Iran Nostoc sp.
IRN6 Iran Nostoc sp.
IRNS8 Iran Nostoc sp.

Determinacija izolovanih sojeva je radena na osnovu morfoloskih karakteristika koje
su u fikoloskim determinatorima predstavljene kao bitni taksonomski karakteri. Primecéena je
apsolutna dominacija heterocistih sojeva, sa izolovanim 21 heterocistnim sojem (95.45%) i
jednim neheterocistnim sojem (Grafikon 1A). Najzastupljeniji su bili predstavnici roda
Nostoc sa izolovanih ¢ak 20 sojeva (90,91%), dok su rodovi Tolypothrix i

Chroocociccidiopsis imali po jednog predstavnika (Grafikon 1B).

A B

4.55 455 4.55

= heterocistni sojevi neheterocistni sojevi = Nostoc = Tolypothrix = Chroococcidiopsis

Grafikon 1. Procentualna zastupljenost (%) heterocistnih i neheterocistnih cijanobakterijskih sojeva (A) i

pojedinacnih rodova (B) u okviru ove studije

Izolovani sojevi iz BLP poreklom iz Srbije su predstavnici tri roda
(Chroococcidiopsis, Tolypohrix i Nostoc) (Slike 22-33) sa dominacijom roda Nostoc
(83.33%). Svi izolovani sojevi iz BLP Kine (Slike 34-38) i Irana (Slike 39-43) su pripadnici
roda Nostoc.
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Slika 23. Nostoc sp. L2

Slika 24. Nostoc sp. L2-2 Slika 25. Tolypothrix sp. L4

Slika 26. Nostoc sp. L5 Slika 27. Nostoc sp. L6
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Slika 30. Nostoc sp. R1 Slika 31. Nostoc sp. R5-2

Slika 32. Nostoc sp. SS1 Slika 33. Nostoc sp. SS4
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ot

Slika 35. Nostoc sp. LP4

Slika 36. Nostoc sp. LP8-2 Slika 37. Nostoc sp. LR7

{

Slika 38. Nostoc sp. ZJ1 Slika 39. Nostoc sp. IRN5D
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Slika 42. Nostoc sp. IRN6

4.2. Skrining izolovanih cijanobakterijskih sojeva

4.2.1. Detekcija toksi¢nosti - Artemia salina bioloski test toksi¢nosti

Svi izolovani sojevi, u ispitivanim fazama rasta (sedma i 16. nedelja kultivacije) i
kultivacijom u oba testirana medijuma (BG11 N+ i BG11 N-), su pokazali nizak mortalitet
(<50%) nakon 24 i 48 ¢asova izlozenosti larvi raci¢a (Tabela 5). Kulture referentnog soja za
produkciju cijanotoksina (Microcystis PCC7806 iz Pasterove kolekcije kultura) su nakon 48
Casova izazvale mortalitete larvi raci¢a od 95,96% i 97,92% (kulture stare sedam i 16
nedelja), $to ukazuje na vrlo visoku toksi¢nost ovog soja. Mortalitet manji od 10% je
zabelezen kod 17 izolovanih sojeva, dok se mortalitet izazvan od strane preostalih pet sojeva
kretao u rasponu 10-16%. Najveéi mortalitet izazvao je soj Tolypothrix sp. L4 u podlozi
BG11 N- (16%). Pomenuti soj je izazvao mortalitet ve¢i od 10% 1 u podlozi BG11 N+

(10,2%). Kod preostala ¢etiri soja mortaliteti ve¢i od 10% su zabeleZeni prilikom uzgajanja
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soja Nostoc sp. R1 u podlozi BG11 N+, i preostalih sojeva (Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp.
IRNSD, Nostoc sp. IRN6) prilikom uzgajanja u podlozi BG11 N-.

Tabela 5. Rezultati ukupne toksicnosti izolovanih cijanobakterijskih sojeva primenom bioloskog testa

toksiénosti Artemia salina

Mortalitet %

BG11 7. nedelja kultivacije 16. nedelja kutivacije
Testirani soj y
medijum 24h 48h 24h 48h
N+ 0,00 0,00 0,00 6,56
Chroococcidiopsis sp. L1
N- 0,00 0,00 0,00 6,82
N+ 0,00 0,00 0,00 4,46
Nostoc sp. L2
N- 0,00 0,00 0,00 5,93
N+ 0,00 0,00 0,00 2,38
Nostoc sp. L2-2
N- 0,00 1,96 0,00 2,08
N+ 0,00 0,00 0,00 10,18
Tolypothrix sp. L4
N- 0,00 0,00 0,00 16,07
N+ 0,00 0,00 0,00 7,22
Nostoc sp. L5
N- 0,00 0,00 0,00 8,47
N+ 0,00 0,00 0,00 2,08
Nostoc sp. L6
N- 0,00 2,38 6,39 8,47
N+ 0,00 5,47 0,00 0,00
Nostoc sp. L6-2
N- 0,00 4,17 0,00 10,57
N+ 0,00 4,60 0,00 0,00
Nostoc sp. M1
N- 4,79 4,79 0,00 5,16
N+ 0,00 2,56 5,16 10,57
Nostoc sp. R1
N- 0,00 1,96 0,00 0,00
N+ 0,00 2,56 2,38 9,89
Nostoc sp. R5-2
N- 0,00 2,38 0,00 2,78
N+ 0,00 0,00 0,00 0,00
Nostoc sp. SS1
N- 0,00 0,00 2,56 2,56
N+ 0,00 0,00 0,00 2,38
Nostoc sp. SS4
N- 0,00 0,00 0,00 0,00
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N+ 0,00 4,31 0,00 4,17
Nostoc sp. GP14
N- 0,00 8,33 0,00 0,00
N+ 0,00 0,00 0,00 2,38
Nostoc sp. LP4
N- 0,00 2,22 0,00 0,00
N+ 0,00 1,85 0,00 7,14
Nostoc sp. LP8-2
N- 0,00 0,00 0,00 0,00
N+ 0,00 0,00 6,87 6,87
Nostoc sp. LR7
N- 0,00 0,00 2,08 2,08
N+ 2,22 2,22 2,38 6,83
Nostoc sp. ZJ1
N- 0,00 2,56 2,22 2,22
N+ 1,85 5,56 2,78 5,56
Nostoc sp. IRN5SD
N- 1,75 13,24 0,00 2,08
N+ 7,91 7,91 0,00 4,76
Nostoc sp. IRN5I
N- 0,00 7,54 0,00 8,33
N+ 0,00 2,38 0,00 6,88
Nostoc sp. IRNSK
N- 0,00 7,69 2,56 9,57
N+ 0,00 5,16 0,00 5,77
Nostoc sp. IRNG
N- 5,16 12,70 2,38 6,98
N+ 0,00 6,83 0,00 2,78
Nostoc sp. IRN8
N- 0,00 9,92 0,00 2,22
Microcystis PCC7806* N+ 87,73 95,96 93,75 97,92

*S0j Microcystis PCC7806 iz Pasterove kolekcije kultura, kori$¢en kao referentni soj za procenu
toksi¢nosti obzirom da je poznati producent mikrocistina. Soj je kultivisan u modifikovanom BG11

medijumu (0,9 g/L NaNOs). Mortaliteti iznad 10% su oznaceni podebljano.

lako su svi testirani sojevi izazvali nizak moralitet larvi Artemia salina, u cilju sto
bezbednije upotrebe sojeva za inokulaciju na terenu i dosadaSnjih saznanja o uticaju
cijanotoksina na zdravlje ljudi i Zivotinja, paznja je posvecena i uticaju uslova kultivacije
(prisustva izvora azota u medijumu) na toksi¢nost izolovanih sojeva.

Na grafikonu 2 su prikazane najvece zabeleZzene vrednosti toksi¢nosti izazvane
testiranim sojevima, nezavisno od starosti kultura. Od ukupnog broja (22) analiziranih
cijanobakterijskih sojeva, 14 sojeva (63,63%) je izazvalo ve¢i mortalitet u podlozi bez

dodatog izvora azota.
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Mortalitet %%

Srbija Kina Iran

BGI1I N+ BGI11 N-

Grafikon 2. Najveca zabelezena toksi¢nost izolovanih cijanobakterijskih sojeva u zavisnosti od

prisustva/odsustva izvora azota u kultivacionom medijumu

4.2.2. Produkcija biomase izolovanih cijanobakterijskih sojeva

Kako bi se stekao uvid u osnovne karakteristike rasta izolovanih cijanobakterijskih
sojeva pracen je njihov rast u funkciji vremena i u zavisnosti od prisustva izvora azota u
podlozi (Tabela 6). Najveca produkcija biomase nakon sedam nedelja kultivacije zabelezena
je kod soja Nostoc sp. M1 (941,17 mg/L) (Tabela 6). Sli¢na produkcija biomase je zabeleZena
kod sojeva Nostoc sp. SS1 (920,84 mg/L) i Nostoc sp. ZJ1 (907,29 mg/L). Nesto niza
biomasa je produkovana od strane sojeva Nostoc sp. SS4 (819,78 mg/L), Nostoc sp. GP14
(790,99 mg/L), Nostoc sp. IRN5D (744,69 mg/L), Nostoc sp. R5-2 (736,79 mg/L), Nostoc sp.
L6-2 (702,35 mg/L). Jos Sest sojeva je produkovalo biomasu iznad 500 mg/L, Nostoc sp. LP4
(643,06 mg/L), Nostoc sp. LR7 (620,48 mg/L), Nostoc sp. R1 (612,01 mg/L), Nostoc sp.
LP8-2 (588,30 mg/L), Nostoc sp. IRN5K (525,07 mg/L) i Nostoc sp. L5 (501,35 mg/L). Za
razliku od prethodno navedenih sojeva, ostali sojevi su produkovali znatno nizu biomasu.
Biomase sojeva izolovanih iz Irana, Nostoc sp. IRN6, Nostoc sp. IRN5I i Nostoc sp. IRN8 su
iznosile 380,53 mg/L, 309,96 mg/L i 247,29 mg/L. U slucaju sojeva izolovanih iz BLP iz
Srbije, Nostoc sp. L2, Nostoc sp. L2-2 i Tolypothrix sp. L4, registrovane su sledece koli¢ine
biomase: 139,45 mg/L, 160,91 mg/L i 130,42 mg/L. Najmanju biomasu, ispod 100 mg/L,
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produkovala su dva soja poreklom iz Srbije, soj Nostoc sp. L6 (57,59 mg/L) i kokalni
neheterocistni soj Chroococcidiopsis sp. L1 (63,80 mg/L).

Tabela 6. Produkcija biomase izolovanih cijanobakterijskih sojeva u funkciji vremena u

zavisnosti od prisustva/odsustva izvora azota u podlozi

BIOMASA mg/L

BG11 Nedelje kultivacije
Testirani soj -
medijum 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 16.
Chroococcidiopsis N+ 621 1807 23,71 3162 3952 50,81 63,80 144,99
sp. L1 N- 565 1863 23,71 3444 1920 1411 7,90 0

N+ 16,37 50,25 55,89 69,44 89,77 112,92 139,45 302,05
Nostoc sp. L2

N- 14,68 40,09 44,04 51,94 58,15 77,35 80,74 27,66

N+ 20,33 58,15 65,49 80,17 94,85 124,21 160,91 29,92
Nostoc sp. L2-2

N- 9,60 23,71 28,23 32,75 64,93 66,62 70,57 99,37

N+ 19,20 32,75 45,17 71,14 94,29 119,13 130,42 311,65
Tolypothrix sp. L4

N- 7,90 23,15 27,66 39,52 54,76 77,35 8920 157,52

N+ 38,96 138,89 247,29 287,94 358,51 394,65 501,35 2683,48
Nostoc sp. L5

N- 18,07 37,26 47,43 58,72 84,12 83,56 76,78  2647,91

N+ 7,34 14,11 14,68 20,33 22,02 24,28 27,66 52,51
Nostoc sp. L6

N- 7,90 19,76 21,45 27,10 43,47 57,59 48,55 7,90

N+ 19,76 54,76 80,17 175,02 314,47 596,77 702,35 2297,30
Nostoc sp. L6-2

N- 12,99 32,18 5420 79,61 13155 24164 329,15 511,52

N+ 3500 8243 120,82 231,48 358,51 559,51 941,17 330,85

Nostoc sp. M1
N- 18,07 62,67 97,67 186,88 329,15 475,38 591,69 198,17

N+ 28,79 67,75 90,90 120,26 221,88 34553 503,61 1478,09

Nostoc sp. R1
N- 2597 68,88 127,60 201,56 316,17 527,89 612,01 656,61

N+ 44,04 106,71 134,37 198,17 328,59 497,97 736,79 2412,48
Nostoc sp. R5-2

N- 22,02 62,10 103,32 153,00 233,74 413,84 550,47 651,53

N+ 42,91 10558 153,57 256,32 352,30 541,44 920,84 1264,67
Nostoc sp. SS1

N- 19,76 68,88 92,03 184,62 346,09 516,03 602,41 599,59

N+ 48,55 119,69 160,91 288,50 350,04 582,09 819,78 1389,45
Nostoc sp. SS4

N- 22,58 91,46 147,92 252,93 416,10 677,50 714,77 586,61
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N+ 44,04 107,27 147,92 242,77 430,78 626,13 729,45 1835,47
Nostoc sp. GP14
N- 30,49 7848 147,92 27439 43530 790,99 723,80 905,60
N+ 3839 80,17 97,67 152,44 32577 429,65 643,06 900,52
Nostoc sp. LP4
N- 23,71 56,46 111,22 168,25 260,84 457,88 579,27 779,13
N+ 17,50 41,78 70,01 110,09 159,21 277,78 352,87 909,55
Nostoc sp. LP8-2
N- 26,54 66,06 107,27 141,15 262,53 531,84 588,30 626,13
N+ 34,44 79,61 108,40 156,39 276,08 442,07 620,48 1295,16
Nostoc sp. LR7
N- 13,55 60,41 86,38 150,18 271,00 485554 603,54 658,31
N+ 51,38 127,60 169,94 265,36 437,55 576,44 907,29 1130,30
Nostoc sp. ZJ1
N- 18,07 58,72 114,05 197,04 355,13 471,43 521,11 478,77
N+ 45,73 119,13 163,17 250,11 429,09 587,17 744,69 1855,80
Nostoc sp. IRN5D
N- 27,66 61,54 84,12 117,43 195,35 341,01 404,24 1390,58
N+ 18,63 50,25 78,10 104,45 160,91 265,36 309,96 2852,29
Nostoc sp. IRNSI
N- 6,21 16,37 23,77 42,91 58,72 80,17 98,24  2529,35
N+ 46,86 145,66 241,65 267,61 364,72 479,90 525,07 2222,78
Nostoc sp. IRN5SK
N- 3,95 7,34 13,58 18,63 24,28 35,00 44,04 915,76
N+ 15,81 29,36 56,03 99,37 183,49 380,53 363,59 1946,13
Nostoc sp. IRN6
N- 9,60 25,41 38,48 41,21 50,81 59,85 55,89  1225,15
N+ 19,76 42,34 61,12 101,06 146,79 224,71 247,29 3240,73
Nostoc sp. IRN8
N- 9,60 25,41 35,09 54,76 67,19 86,95 115,74 1190,15

Najvece produkcije biomase svakog testiranog soja, za obe testirane podloge, tokom prvih sedam

nedelja kultivacije su oznacene podebljano

Na grafikonima 3 do 24 prikazane su krive rasta za svaki testirani soj u podlozi BG11

N+ i BG1l N-. Tokom pracenog perioda kultivacije od sedam nedelja primecen je

kontinualan rast biomase kod 21 od ukupno 22 testirana soja prilikom kultivacije u medijumu

sa NaNOs kao izvorom azota (BG11 N+). Jedini soj koji je prilikom kultivacije u podlozi

BG11 N+ dostigao maksimalnu produkciju biomase tokom sedam nedelja je Nostoc sp. IRN6

(Grafikon 23). Pomenuti soj je maksimalnu produkciju biomase dostigao u Sestoj nedelji

kultivacije, nakon ¢ega je primecen pad u koli¢ini produkovane biomase.

Kultivacija sojeva u podlozi bez izvora azota dovela je do dostizanja maksimalne

produkcije biomase tokom sedam nedelja kultivacije kod ukupno pet testiranih sojeva

(Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. IRN6)
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(Grafikon 3, Grafikon 7, Grafikon 8, Grafikon 15, Grafikon 23, redom). Kod tri soja (Nostoc

sp. L6, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. IRN6) je dostizanje maksimalne produkcije zabeleZeno u

Sestoj nedelji kultivacije, kod jednog (Nostoc sp. L5) u petoj nedelji, dok je najranije

dostizanje maksimalne produkcije biomase primeéeno kod soja Chroococidiopsis sp. L1 u

cetvrtoj nedelji kultivacije.

Chroococcidiopsis sp. L1

Grafikon 3. Produkcija biomase soja
Chroococcidiopsis L1 u zavisnosti od

prisustva/odsustva izvora azota u podlozi

Nostoc sp. L2-2
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Grafikon 5. Produkcija biomase soja
Nostoc L2-2 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi

Nostoc sp. L2
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Grafikon 4. Produkcija biomase soja
Nostoc L2 u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora

azota u podlozi

Tolypothrixsp. L4
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Grafikon 6. Produkcija biomase soja
Tolypothrix L4 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Nostoc sp. L5
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Grafikon 7. Produkcija biomase soja

Nostoc L5 u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora

azota u podlozi
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Grafikon 9. Produkcija biomase soja

Nostoc L6-2 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi

Nostoc sp. R1
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Grafikon 11. Produkcija biomase soja

Nostoc R1 u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora

azota u podlozi

Nostoc sp. L6
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Grafikon 8. Produkcija biomase soja

Nostoc L6 u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora

azota u podlozi

Nostoc sp. M1
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Grafik 10. Produkcija biomase soja

Nostoc M1 u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora

azota u podlozi
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800.00

600.00
=

B0 400.00
200.00
0.00

n

Grafikon 12. Produkcija biomase soja

Nostoc R5-2 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Nostoc sp. S51
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Grafikon 13. Produkcija biomase soja
Nostoc SS1 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Grafikon 15. Produkcija biomase soja
Nostoc GP14 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Grafikon 17. Produkcija biomase soja
Nostoc LP8-2 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Grafikon 14. Produkcija biomase soja

Nostoc SS4 u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora

azota u podlozi
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Grafikon 16. Produkcija biomase soja

Nostoc LP4 u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora

azota u podlozi

Nostoc sp. LR7
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Grafik 18. Produkcija biomase soja

Nostoc LR7 u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora

azota u podlozi
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Nostoc sp. ZJ1
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Grafikon 19. Produkcija biomase soja
Nostoc ZJ1 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Grafikon 21. Produkcija biomase soja
Nostoc IRN5I u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi

Nostoc sp. IRN6
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Grafikon 23. Produkcija biomase soja
Nostoc IRN6 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Grafikon 20. Produkcija biomase soja
Nostoc IRN5D u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Grafikon 22. Produkcija biomase soja
Nostoc IRN5K u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi
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Grafikon 24. Produkcija biomase soja
Nostoc IRN8 u zavisnosti od prisustva/odsustva

izvora azota u podlozi

Uticaj NaNOs kao izvora azota na produkciju biomase prikazan je na pojedina¢nim

grafikonima za svaki ispitivani soj (Grafikoni 3 do 24 ) i sumiran je za sve sojeve na
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grafikonu 25. Prisustvo izvora azota je pospesilo produkciju biomase 16 testiranih sojeva
(Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L2, Nostoc sp. L2-2, Tolypothrix sp. L4,
Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. M1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. SS1,
Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. ZJ1, Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRNSI, Nostoc sp. IRN5K,
Nostoc sp. IRN6, Nostoc sp. IRN8). Kod sojeva Nostoc sp. LR7 i Nostoc sp. LP4 produkcija
biomase u podlozi BG11 N+ i BG11 N- bila sli¢na, uz nesto vec¢u koli¢inu produkovane
biomase u podlozi sa izvorom azota. Kod soja Nostoc sp. GP14 je takode zabeleZena sli¢na
produkcija biomase u obe podloge, sa nesto veCcom produkcijom u podlozi BG11 N-. Sojevi
Nostoc sp. L6, Nostoc sp. R1 i Nostoc sp. LP8-2 su pokazali vecu produkciju biomase u

podlozi bez izvora azota.
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Grafikon 25. Maksimalna produkcija biomase testiranih sojeva tokom sedam nedelja kultivacije u
zavisnosti od prisustva/odustva izvora azota u kultivacionom medijumu. Opsezi odstupanja su

prikazani standardnom devijacijom

Obzirom da kod veéine testiranih sojeva nije zabelezena maksimalna produkcija
biomase tokom prvih sedam nedelja kultivacije, izmerena je biomasa i u kulturama starim 16
nedelja (Grafikon 26). Uginuée kultura je zabelezeno kod samo jednog soja, neheterocistnog
soja Chroococcidiopsis sp. L1, prilikom kultivacije u podlozi BG11 N-. Kod pomenutog soja
je u podlozi BG11 N+ uoceno povecanje biomase u 16. nedelji u odnosu na sedmu nedelju
kultivacije. 14 testiranih sojeva (Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6-2,
Nostoc sp. R1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LP8-2,
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Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRN5K, Nostoc sp. IRNG,
Nostoc sp. IRN8) je u obe testirane podloge, BG11 N+ i BG11 N-, pokazalo ve¢u produkciju
biomase u 16. nedelji kultivacije. Za razliku od njih, kod soja Nostoc sp. M1 je doslo do
smanjenja biomase izmedu sedme i 16. nedelje kultivacije u obe posmatrane podloge. Kod
ostalih sojeva je tip podloge uticao na produkciju biomase izmedu dva posmatrana perioda.
Prisustvo NaNO3z kao izvora azota u podlozi je pospesilo produkciju biomase izmedu sedme i
16. nedelje kultivacije, dok je u podlozi BG11 N- doslo do smanjenja kod sojeva Nostoc sp.
L2, Nostoc sp. L6, Nostoc sp. SS1, Nostoc sp. SS4 i Nostoc sp. ZJ1. Soj Nostoc sp. L2-2 je
pokazao obrnuto ponasanje u odnosu na ponasanje prethodno opisanih sojeva.

Povecanje produkcije biomase od ¢ak 34,5 puta, izmedu dva posmatrana kultivaciona
perioda, je zabeleZeno kod soja Nostoc sp. L5 u podlozi BG11 N-. Sojevi Nostoc sp. IRN5I,
Nostoc sp. IRN5K, Nostoc sp. IRN6, Nostoc sp. IRN8 su u istoj podlozi povecali svoju
biomasu za 25,7 puta, 20,8 puta, 21,9 puta i 10,3 puta. U podlozi BG11l N+ najvece
povecéanje biomase je primeceno kod soja Nostoc sp. IRN8 (13,1 put). U pomenutoj podlozi,
sojevi Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRN6 i Nostoc sp. L5 su povecali biomasu za 9,2 puta,

5,4 puta i 5,4 puta. Povecanje biomase kod ostalih sojeva, u obe podloge, iznosilo je do 4,2

puta.
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Grafikon 26. Produkcija biomase testiranih cijanobakterijskih sojeva u sedmoj i 16. nedelji kultivacije
u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora azota u podlozi. Opsezi odstupanja su prikazani

standardnom devijacijom
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StatistiCka analiza rezultata produkovane biomase nakon sedam i 16 nedelja
kultivacije (Tabela 7) pokazuje da analizirani faktori (izolovani soj i sastav mineralne
podloge) 1 njihova kombinacija imaju statistiCki znacajan uticaj na produkciju biomase
izolovanih sojeva starih sedam i 16 nedelja. Od svih navedenih faktora najveéi uticaj ima

sastav mineralne podloge, odnosno izvor azota u kultivacionom medijumu (MS vrednost).

Tabela 7. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja izolovanih cijanobakterijskih sojeva i sastava

mineralne podloge na produkciju biomase u zavisnosti od starosti kultura

Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos P-vrednost
Soj 8862942,30 21  422044,87 674,84  <0,000001
Mineralna podloga 875521,49 1 875521,49  1399,93 <0,000001

Soj i tip mineralne podloge 1120186,18 21 53342,20 85,29 <0,000001

7. nedelja
kultivacije

Greska 55035,50 88 625,40 - -
Soj 79316641.42 21 3776982.92 391.71 <0,000001
é :§ Mineralna podloga 13445568.48 1  13445568.48 1394.43 <0,000001
; g Soj i tip mineralne podloge 11665828.83 21  555515.66 57.61  <0,000001

Greska 848526.47 88 9642.35 - -

SS-suma kvadrata; DF-stepen slobode; MS-srednja vrednost kvadrata

4.2.3. Produkcija polisaharida

Sinteza polisaharida procenjena je kvantitativnim analizama egzopolisaharida i
ukupnih polisaharida. Egzopolisaharidi su procenjeni merenjem izlu¢enih polisaharida.
Potencijal izolovanih sojeva u sintezi polisaharida procenjen je na osnovu sledecih rezultata:
1) koli¢ine izlu€enih polisaharida i ukupnih polisaharida u zapremini uzgajanih kultura; 2)
sposobnosti sojeva da izlucuju polisaharide u medijum (udeo izlucenih polisaharida); 3)
rezultata specificne produkcije polisaharida svakog pojedinacnog soja (prinos izlucenih
polisaharida i prinos ukupnih polisaharida u odnosu na koli¢inu biomase). U cilju ispitivanja
uticaja izvora azota (NaNO3) i perioda kultivacije na sposobnost sinteze polisaharida analize
su radene u kulturama uzgajanim u podlogama BG11 N+ i BG11 N-, u sedmoj i 16. nedelji

kultivacije.
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4.2.3.1. Koli¢ina izlu¢enih i ukupnih polisaharida

Koli¢ina izluc¢enih polisaharida u kultivacionom medijumu izolovanih sojeva, u
zavisnosti od prisustva nitrata u podlozi i perioda kultivacije, prikazana je na grafikonu 27.
Najveca koli¢ina u prvom Kkultivacionom periodu (sedmoj nedelji kultivacije) zabelezena je
kod soja Tolypothrix sp. L4 u podlozi BG11 N+ (2,70 mg/L), zatim kod soja Nostoc sp. M1
u podlozi BG11 N- (2,32 mg/L). Ostali sojevi nisu produkovali vise od 2 mg/L izlucenih
polisaharida u sedmoj nedelji kultivacije. Prisustvo izvora azota je stimulisalo produkciju
vece koli¢ine izluenih polisaharida kod 16 testiranih sojeva, dok je kod Sest sojeva
produkcija vece koli¢ine izluCenih polisaharida u medijumu bila stimulisana odsustvom
izvora azota u podlozi.

Nakon 16 nedelja kultivacije soj Nostoc sp. L2 je produkovao najveéu koli¢inu
izlu€enih polisaharida (5,58 mg/L) prilikom kultivacije u podlozi BG11 N+, $to predstavlja i
najvecu izmerenu koli¢inu izlu€enih polisaharida u ovoj studiji. Slede¢i po koli€ini izlucenih
polisaharida su bili sojevi Nostoc sp. M1 u podlozi BG11 N- i Nostoc sp. IRN6 u podlozi
BG11 N+. Oba soja su produkovala 4,54 mg/L izlucenih polisaharida. Koli¢ina izlu¢enih
polisaharida je samo kod jednog soja bila ve¢a u podlozi BG11 N- (Nostoc sp. M1). Soj
Nostoc sp. SS1 je produkovao istu koli¢inu izlu¢enih polisaharida u obe podloge, dok je soj
Nostoc sp. R5-2 produkovao sli¢nu koli¢inu sa neznatno vise u podlozi bez izvora azota. U
podlozi BG11 N- je bilo onemoguceno pratiti produkciju izlu¢enih polisaharida kod soja
Chroococcidiopsis sp. L1 zbog uginuca kultura. Koli¢ina izlu¢enih polisaharida kod ostalih

sojeva (18 sojeva) je bila stimulisana prisustvom izvora azota u podlozi.
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Grafikon 27. Koli¢ina izlu¢enih polisaharida u kultivacionom medijumu testiranih cijanobakterijskih
sojeva u zavisnosti od prisustva/odsustva izvora azota u podlozi i starosti kulture. Opsezi odstupanja

su prikazani standardnom devijacijom

Statisticka analiza podataka koli¢ine izlucenih polisaharida u kultivacionom
medijumu (Tabela 8) pokazuje da svi analizirani faktori, pojedinacni sojevi, sastav mineralne
podloge i1 njihova interakcija, imaju statisticki znacajan uticaj na koliinu izlu€enih
polisaharida u kultivacionom medijumu. MS vrednost ukazuje da od svih analiziranih
faktora, najveci uticaj ima kultivacioni medijum, odnosno prisustvo izvora azota u podlozi za

kultivaciju.

Tabela 8. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja izolovanih cijanobakterijskih sojeva i sastava

mineralne podloge na koli¢inu izlu¢enih polisaharida u zavisnosti od starosti kultura

Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos P-vrednost
Soj 12,79 21 0,61 90,93 <0,000001
[<B]
% ’g? Mineralna podloga 4,68 1 4,68 699,53 <0,000001
©
< % Soj i tip mineralne podloge 19,87 21 0,95 141,27 <0,000001
T Greska 059 88 001 i i
Soj 58,33 21 2,78 194,35 <0,000001
(4] )
@ :§ Mineralna podloga 58,43 1 58,43  4088,09 <0,000001
L =2
; 5 Soj i tip mineralne podloge 59,09 21 2,81 196,87 <0,000001
— X
Greska 1,26 88 0,01 - -

SS-suma kvadrata; DF-stepen slobode; MS-srednja vrednost kvadrata
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Koli¢ina ukupnih polisaharida u kulturama izolovanih sojeva, u zavisnosti od
prisustva nitrata kao izvora azota u mineralnoj podlozi i perioda kultivacije, prikazana je na
grafikonu 28. Nakon sedam nedelja kultivacije odsustvo izvora azota u podlozi je stimulisalo
vecu koli¢inu ukupnih polisaharida kod 12 testiranih sojeva. Kod preostalih 10 sojeva,
prisustvo izvora azota u podlozi je dovelo do produkcije veée koli¢ine ukupnih polisaharida u
kultivacionom medijumu. Koli¢ina ukupnih polisaharida kod soja Tolypothrix sp. L4 je bila
srazmerna koliCini izlu¢enih polisaharida nakon sedam nedelja kultivacije, produkujuci
najvise ukupnih polisaharida u podlozi BG11 N+ (7,11 mg/L). Najvise ukupnih polisaharida
u podlozi BG11 N-, u istom kultivacionom periodu, izmereno je kod soja Nostoc sp. LR7
(7,14 mg/L). Kod vecine sojeva je koli¢ina ukupnih polisaharida u prvom kultivacionom
periodu bila ispod 5 mg/L. Sojevi koji su produkovali ukupne polisaharide iznad pomenute
koli¢ine, osim ve¢ navedenih sojeva, su Nostoc sp. L2, Nostoc sp. R1, Nostoc sp. LP8-2 i
Nostoc sp. IRNSI.

Nakon 16 nedelja kultivacije najvise ukupnih polisaharida u podlogama BG11 N+ i
BG11 N- je izmereno kod soja Nostoc sp. IRN5I (19,08 mg/L i 11,18 mg/L, redom).
Pribliznu koli¢inu su ostvarila jo§ dva soja u podlozi BG11 N+, Nostoc sp. L5 (15,45 mg/L) i
Nostoc sp. IRN5K (11,94 mg/L). Kod vecine sojeva (16 sojeva) je nakon 16 nedelja
kutivacije zabelezena veca koli¢ina ukupnih polisaharida u podlozi BG11 N+, dok je pet
sojeva vecu koli¢inu dostiglo u podlozi BG11 N-. Kod soja Chroococcidiopsis sp. L1 je bilo
onemogucéeno meriti koli¢inu ukupnih polisaharida nakon 16 nedelja kultivacije zbog uginuca

kultura.
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Grafikon 28. Koli¢ina ukupnih polisaharida u kultivacionom medijumu testiranih cijanobakterijskih

sojeva zavisno od prisustva/odsustva izvora azota u podlozi i starosti kulture. Opsezi odstupanja su

prikazani standardnom devijacijom

Iz rezultata statisticke analize podataka (Tabela 9) se moze videti da analizirani

faktori (pojedinacni sojevi, sastav mineralne podloge i njihova interakcija) imaju statisticki

znacajan uticaj na koli¢inu ukupnih polisaharida u kulturama testiranih sojeva. Medutim, MS

vrednosti (Tabela 9) pokazuju da je sastav mineralne podloge (izvor azota u medijumu) imao

najmanji uticaj kod mladih kultura (7. nedelja kultivacije), dok je u starijim kulturama (16.

nedelja kultivacije) imao najveéi uticaj na koli¢inu ukupnih polisaharida u cijanobakterijskim

kulturama.

Tabela 9. Dvosmerna analiza varijanse uticaja izolovanih cijanobakterijskih sojeva i sastava

mineralne podloge na koli¢inu ukupnih polisaharida u zavisnosti od starosti kultura

Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos P-vrednost
Soj 115,59 21 5,50 83,40 <0,000001
% %—j' Mineralna podloga 0,37 1 0,37 5,69 0,019242
g E Soj i tip mineralne podloge 185,94 21 8,85 134,16 <0,000001
~ 2 Greska 5,81 88 0,07 - -
Soj 1050,69 21 50,03 427,85 <0,000001
é ::g Mineralna podloga 193,46 1 193,46 1654,38 <0,000001
c = Soj i tip mineralne podloge 403,51 21 19,21 164,31 <0,000001
SR Greska 10,29 88 0,12 - -

SS-suma kvadrata; DF-stepen slobode; MS-srednja vrednost kvadrata
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Promene u koli¢ini izlu€enih i ukupnih polisaharida izmedu dva posmatrana perioda
kultivacije, u zavisnosti od prisusta izvora azota u mineralnoj podlozi, prikazane su na
grafikonu 29 (podloga BG11 N+) i grafikonu 30 (podloga BG11 N-).

Kultivacija sojeva u podlozi BG11 N+ je pokazala povecanje koli¢ine izlucenih
polisaharida i ukupnih polisaharida izmedu dva kultivaciona perioda kod 19 testiranih sojeva.
Izuzetak su bili sojevi Nostoc sp. L2-2, Tolypothrix sp. L4 i Nostoc sp. SS1. U kulturama
sojeva Tolypothrix sp. L4 i Nostoc sp. SS1 je doslo do smanjenja koli¢ine izlucenih
polisaharida, a povecanja koli¢ine ukupnih polisaharida. Kod soja Nostoc sp. L2-2 uoc¢eno je
smanjenje ukupnih polisaharida izmedu dva kultivaciona perioda, a povecanje izlucenih

polisaharida.
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Grafikon 29. Koli¢ina izlu¢enih i ukupnih polisaharida u kulturama testiranih sojeva u podlozi BG11
N+ u dva kultivaciona perioda (sedma i 16. nedelja). Opsezi odstupanja su prikazani standardnom

devijacijom

Prilikom kultivacije sojeva u podlozi BG11 N- uoceno je povecéanje koli¢ine izlu¢enih
polisaharida i ukupnih polisaharida izmedu dva posmatrana perioda kultivacije kod 11 sojeva,
dok je jedan soj (Nostoc sp. L6) pokazao smanjenje obe vrste polisaharida. Izmerene koli¢ine
izlucenih polisaharida i ukupnih polisaharida soja Nostoc sp. LP8-2 su bile sli¢ne u oba
posmatrana kultivaciona perioda, sa blagim smanjenjem u 16. nedelji kultivacije. Kod soja
Chroococcidiopsis sp. L1 je bilo onemoguéeno meriti koli¢inu polisaharida u 16. nedelji

kultivacije u podlozi BG11 N- obzirom da je doslo do uginuéa kultura. Promene koli¢ine
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ukupnih polisaharida i izlu¢enih polisaharida izmedu dva kultivaciona perioda nisu bile
srazmerne kod ostalih sojeva. Kod nekih sojeva je uoceno povecanje ukupnih polisaharida ali
smanjenje koli¢ine izlu¢enih polisaharida (Nostoc sp. L2-2, Nostoc sp. R1, Nostoc sp. SS4,
Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. IRN5I). Kod soja
Nostoc sp. SS1 je zabelezeno smanjenje ukupnih polisaharida, ali je doSlo do povecanja

izlucenih polisaharida.
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Grafikon 30. Koli¢ina izlu¢enih i ukupnih polisaharida u kulturama testiranih sojeva u podlozi BG11
N- u dva kultivaciona perioda (sedma i 16. nedelja). Opsezi odstupanja su prikazani standardnom

devijacijom

4.2.3.2. Udeo izlué¢enih polisaharida

Potencijal testiranih sojeva da produkuju egzopolisaharide procenjen je i na osnovu
udela izlucenih polisaharida u ukupnoj koli¢ini polisaharida (%), u zavisnosti od tipa podloge
i starosti kulture (Grafikon 31). Prisustvo izvora azota u podlozi je dovelo do izlu¢ivanja vece
kolicine polisaharida, u oba posmatrana kultivaciona perioda, kod 12 testiranih sojeva
(Nostoc sp. L2, Nostoc sp. R1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP4,
Nostoc sp. LP8-2, Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. ZJ1, Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRNSI,
Nostoc sp. IRN5SK, Nostoc sp. IRN6). Vecu sposobnost izlu€ivanja polisaharida u podlozi

BG11 N-, u oba posmatrana perioda, su pokazala Cetiri testirana soja (Nostoc sp. L6,
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Nostoc sp. M1, Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. IRN8). Na udeo izluc¢enih polisaharida kod ostalih
sojeva je pored prisustva izvora azota u podlozi uticala i starost kulture. Udeo izluc¢enih
polisaharida soja Chroococcidiopsis sp. L1 u prvom kultivacionom periodu je bio veéi u
podlozi BG11 N+, dok kasnije to nije bilo moguée porediti zbog uginuéa kultura gajenih u
podlozi BG11 N-. Kod tri soja (Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L5 i Nostoc sp. SS1) je udeo
izluCenih polisaharida bio ve¢i u podlozi BG11 N+ u sedmoj nedelji kultivacije, dok je u
starijim kulturama (16. nedelja kultivacije) taj udeo bio veci u podlozi BG11 N-. Nasuprot
njima, sojevi Nostoc sp. L2-2 i Nostoc sp. L6-2 su prvobitno pokazali vecu sposobnost
izlu€ivanja u podlozi BG11 N-, dok je kasnije taj udeo bio ve¢i u podlozi BG 11 N+.

Udeo izlucenih polisaharida u ukupnim polisaharidima vec¢i od 50% pokazalo je Sest
sojeva nakon sedam nedelja kultivacije (Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. M1, Nostoc sp. R1,
Nostoc sp. SS1, Nostoc sp. IRN6, Nostoc sp. IRN8), dok je nakon 16 nedelja kultivacije tu
sposobnost pokazalo osam sojeva (Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L2, Nostoc sp. L2-2,
Nostoc sp. L6, Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. M1, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. IRNG).
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Grafikon 31. Udeo izlu¢enih polisaharida u ukupnoj koli¢ini polisaharida testiranih cijanobakterijskih
sojeva u zavisnosti od prisustva/odusustva izvora azota u podlozi i starosti kultura. Opsezi odstupanja

su prikazani standardnom devijacijom

Statisti¢ki rezultati prikazani u tabeli 10 pokazuju da su p-vrednosti za analizirane

faktore i njihovu medusobnu interakciju nize od 0,05, Sto ukazuje da pojedinacni sojevi,
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sastav mineralne podloge (izvor azota) i njithova kombinacija imaju statisticki znacajan uticaj
na udeo izlucenih polisaharida u ukupnoj koli¢ini polisaharida. Takode, iz iste tabele MS
vrednosti pokazuju da najveci uticaj na udeo izluCenih polisaharida ima sastav mineralne

podloge, odnosno prisustvo izvora azota u kultivacionom medijumu.

Tabela 10. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja izolovanih cijanobakterijskih sojeva i sastava

mineralne podloge na udeo izlu¢enih polisaharida u zavisnosti od starosti kultura

Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos  P-vrednost

Soj 10250,71 21 488,13 28,97 <0,000001

% :ja:j' Mineralna podloga 2236,33 1 2236,33 132,74 <0,000001

@ E Soj i tip mineralne podloge 17002,16 21 809,63 48,06 <0,000001
~ 2 Greska 1482.57 88 16,85 - -

Soj 20078.49 21.00 956.12 137.85 <0,000001

% :j§' Mineralna podloga 4952.45 1 4952.45 714.02 <0,000001

c % Soj i tip mineralne podloge 2192593 21.00 1044.09 150.53 <0,000001
= X Greska 610.37 88.00 6.94 - -

SS-suma kvadrata; DF-stepen slobode; MS-srednja vrednost kvadrata

4.2.3.3. Prinos ukupnih i izlu¢enih polisaharida

Izracunata je specifi¢na produkcija polisaharida svakog soja, u podlogama BG11 N+ i
BG11 N-, u dva kultivaciona perioda (Tabela 11). Specificna produkcija polisaharida
predstavljena je kao prinos izlu¢enih polisaharida i prinos ukupnih polisaharida po jedinici

biomase.

Tabela 11. Prinos izlu¢enih polisaharida i ukupnih polisaharida testiranih cijanobakterijskih sojeva u

zavisnosti od prisustva/odsustva izvora azota u podlozi i starosti kulture

Prinos polisaharida mg/g biomase

BG11 Izlu€eni polisaharidi Ukupni polisaharidi
Testirani soj

medijum 7 nedelja  16.nedelja 7. nedelja  16. nedelja

N+ 22,08 15,22 48,33 22,60

Chroococcidiopsis sp. L1
N- 77,95 - 198,43 -
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N+ 13,70 18,63 38,71 30,46
Nostoc sp. L2
N- 8,66 38,97 41,40 164,05
N+ 7,83 70,67 25,94 83,25
Nostoc sp. L2-2
N- 9,30 6,10 19,13 18,37
N+ 20,66 4,23 54,56 27,25
Tolypothrix sp. L4
N- 5,34 7,76 18,26 22,12
N+ 1,98 0,85 4,66 5,77
Nostoc sp. L5
N- 14,02 0,64 37,18 1,32
N+ 61,34 50,88 146,51 106,61
Nostoc sp. L6
N- 33,72 122,31 75,97 193,73
N+ 1,69 1,58 6,07 2,66
Nostoc sp. L6-2
N- 2,53 3,12 4,35 5,49
N+ 1,29 7,58 3,69 19,72
Nostoc sp. M1
N- 3,91 22,97 7,37 42,19
N+ 2,41 1,70 4,05 4,70
Nostoc sp. R1
N- 2,86 1,95 8,87 9,90
N+ 1,19 0,56 3,02 1,61
Nostoc sp. R5-2
N- 2,32 2,11 6,12 7,32
N+ 1,80 1,27 2,76 3,75
Nostoc sp. SS1
N- 0,56 2,68 7,68 5,70
N+ 0,93 1,17 3,15 4,78
Nostoc sp. SS4
N- 2,29 2,07 5,02 6,82
N+ 1,48 1,30 3,25 3,29
Nostoc sp. GP14
N- 1,40 0,89 3,58 4,00
N+ 1,88 2,99 5,57 5,18
Nostoc sp. LP4
N- 1,24 0,80 6,43 5,19
N+ 2,58 1,51 7,18 4,64
Nostoc sp. LP8-2
N- 1,00 0,92 10,21 9,50
N+ 0,78 2,14 3,62 4,63
Nostoc sp. LR7
N- 1,31 0,71 12,29 13,36
N+ 1,19 1,22 2,70 5,07
Nostoc sp. ZJ1
N- 1,29 1,53 5,25 9,69
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N+ 1,71 0,99 3,65 2,05

Nostoc sp. IRNSD
N- 1,32 1,02 3,27 2,19
N+ 3,31 1,12 13,50 6,71

Nostoc sp. IRN5I
N- 8,06 0,30 51,25 4,45
N+ 3,32 1,28 6,70 5,37

Nostoc sp. IRN5SK
N- 3,48 1,06 28,68 4,89
N+ 3,54 2,34 4,66 4,10

Nostoc sp. IRNG
N- 6,63 0,74 23,99 7,74
N+ 2,65 0,90 12,40 2,82

Nostoc sp. IRN8
N- 3,34 1,34 6,10 4,16

Rezultati pokazuju da je odsustvo izvora azota u mineralnoj podlozi stimulisalo
prinos izlucenih polisaharida kod 14 testiranih sojeva starosti sedam nedelja
(Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L2-2, Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. M1,
Nostoc sp. R1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. ZJ1,
Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRN5K, Nostoc sp. IRN6, Nostoc sp. IRN8). Prisustvo azota je,
u istom kultivacionom periodu, stimulisalo prinos izlucenih polisaharida kod osam testiranih
sojeva (Nostoc sp. L2, Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L6, Nostoc sp. SS1, Nostoc sp.GP14,
Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LP8-2 i Nostoc sp. IRN5D). Nakon 16 nedelja kultivacije opisani
obrazac prinosa izlucenih polisaharida je ostao isti kod 10 sojeva (Nostoc sp. L6-2,
Nostoc sp. M1, Nostoc sp. R1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. GP14,
Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LP8-2 Nostoc sp. ZJ1, Nostoc sp. IRN8). Jedan soj je skoro
izjednacio svoj prinos u testiranim podlogama (Nostoc sp. IRN5D), dok je kod jednog soja
(Chroococcidiopsis sp. L1) usled uginu¢a kulture bilo onemoguéeno izmeriti prinos izlu¢enih
polisaharida u mineralnoj podlozi bez azota u 16. nedelji kultivacije. Kod ostalih 10 sojeva
uocen je suprotan obrazac ponasanja nego u sedmoj nedelji kultivacije-sojevi koji su pokazali
veéi prinos izlu¢enih polisaharida u podlozi BG11 N+ u sedmoj nedelji kultivacije, u 16.
nedelji je taj prinos bio veé¢i u podlozi BG11 N-, i obrnuto.

Rezultati prinosa izlu¢enih polisaharida pokazuju da je kod tri testirana soja (Nostoc
sp. L2, Nostoc sp. M1, Nostoc sp. ZJ1) doslo do porasta prinosa u periodu izmedu sedme i
16. nedelje kultivacije u oba kultivaciona medijuma. Kod mnogo vise sojeva, 10 sojeva,
uocen je pad prinosa izluCenih polisaharida u oba medijuma izmedu dva pomenuta

kultivaciona perioda (Nostoc sp. L5, Nostoc sp. R1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. GP14,
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Nostoc sp. LP8-2, Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRN5SK, Nostoc sp. IRNG,
Nostoc sp. IRN8). Na prinos izluéenih polisaharida ostalih sojeva u periodu izmedu dva
termina kultivacije je uticalo prisustvo izvora azota u kultivacionoj podlozi. Cetiri soja
(Nostoc sp. L2-2, Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LR7) su u podlozi BG11 N+
pokazala povecanje prinosa izlu¢enih polisaharida, dok su isti sojevi u podlozi BG11 N-
pokazali smanjenje prinosa sa produzenom kultivacijom. Za razliku od ova Cetiri soja, kod
preostala Cetiri soja (Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L6, Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. SS1) je
uocen suprotan obrazac ponasanja. Kod soja Chroococcidiopsis sp. L1 doslo je do smanjenja
prinosa izluc¢enih polisaharida u podlozi BG11 N+ izmedu dva kultivaciona perioda.
Statisticka analiza rezultata prinosa izluc¢enih polisaharida (Tabela 12) pokazuje da su
pojedinacni sojevi, sastav mineralne podloge (izvor azota) i interakcija ova dva faktora imali
statistiCki znaCajan uticaj (p<0,05) na prinos izluenih polisaharida u oba testirana
kultivaciona perioda. Srednje vrednosti kvadrata (MS) pokazuju da je prinos izlucenih

polisaharida soj-specifican.

Tabela 12. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja izolovanih cijanobakterijskih sojeva i sastava

mineralne podloge na prinos izlu¢enih polisaharida u zavisnosti od starosti kultura

Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos  P-vrednost
Soj 23408,58 21 1114,69 393,24 <0,000001
Mineralna podloga 75,08 1 75,08 26,49 0,000002

Soj i tip mneralne podloge 6436,17 21 306,48 108,12 <0,000001

7. nedelja
kultivacije

Greska 249,45 88 2,83 - -
Soj 4951193 21 2357,71 229,05 <0,000001
%‘ ::Z? Mineralna podloga 60,82 1 60,82 5,91 0,017101
E % Soj i tip mineralne podloge 15215,711 21 724,56 70,39 <0,000001
- Greska 90584 88 10,29 i i

SS-suma kvadrata; DF-stepen slobode; MS-srednja vrednost kvadrata

Odsustvo azota u medijumu je stimulisalo prinos ukupnih polisaharida kod 16
testiranih sojeva starosti sedam nedelja (Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L2,
Nostoc sp. L5, Nostoc sp. M1, Nostoc sp. R1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. SS1,
Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LP8-2, Nostoc sp. LR7,
Nostoc sp. ZJ1, Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRN5K, Nostoc sp. IRN6). Prisustvo NaNO3

kao izvora azota je stimulisalo prinos ukupnih polisaharida kod Sest sojeva (Nostoc sp. L2-2,
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Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L6, Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRN8).
U kulturama starim 16 nedelja, isti uticaj azota na prinos ukupnih polisaharida kao u sedmoj
nedelji kultivacije uocen je kod 14 testiranih sojeva, s tim da je primeceno skoro izjednacenje
prinosa ukupnih polisaharida soja Nostoc sp. LP4. Kod sedam sojeva je uoCen suprotan
efekat prisustva izvora azota u podlozi na prinos ukupnih polisaharida nego u sedmoj nedelji
kultivacije.

Prinos ukupnih polisaharida izmedu dva kultivaciona perioda testiranih sojeva je
porastao u oba kultivaciona medijuma kod Sest sojeva (Nostoc sp. M1, Nostoc sp. R1,
Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. ZJ1), dok je kod sedam sojeva
uocen pad (Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LP8-2, Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRNSI,
Nostoc sp. IRN5SK, Nostoc sp. IRN6, Nostoc sp. IRN8). Na promenu prinosa ukupnih
polisaharida kod ostalih sojeva uticalo je prisustvo azota u medijumu. Porast u podlozi
BG11 N+, a pad u podlozi BG11 N- je izmeren kod sojeva Nostoc sp. L2-2, Nostoc sp. L5 i
Nostoc sp. SS1, dok je suprotno ponaSanje primec¢eno kod sojeva Nostoc sp. L2,
Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L6, Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. R5-2. Kod soja
Chroococcidiopsis sp. L1 doslo je do smanjenja prinosa ukupnih polisaharida u podlozi
BG11 N+ izmedu dva kultivaciona perioda.

StatistiCka analiza rezultata (Tabela 13) pokazuje da pojedinacni sojevi, sastav
mineralne podloge (izvor azota) i njihova interakcija statistiCki znaCajno uticu na prinos
ukupnih polisaharida (p<0,05). Od svih navedenih faktora najznacajniji uticaj ima

specifi¢nost cijanobakterijskog soja (MS vrednost).

Tabela 13. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja izolovanih cijanobakterijskih sojeva i sastava

mineralne podloge na prinos ukupnih polisaharida u zavisnosti od starosti kultura

Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos P-vrednost

Soj 134801,17 21 6419,10 228,71 <0,000001

:::—;‘ ::%‘ Mineralna podloga 2115,29 1 2115,29 75,37 <0,000001

e % Soj i tip mineralne podloge 46524,43 21  2215,45 78,93 <0,000001
T Greska 246987 88 28,07 i i

Soj 165543,80 21  7883,04 361,64 <0,000001

% :;;? Mineralna podloga 2337,48 1 2337,48 107,23 <0,000001

c = Soj i tip mineralne podloge 44050,44 21  2097,64 96,23 <0,000001
S 2 Greska 1918,21 88 21,80 - -

SS-suma kvadrata; DF-stepen slobode; MS-srednja vrednost kvadrata
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Prema prinosu izluenih polisaharida (Grafikon 32) i ukupnih polisaharida
(Grafikon 33) najznacajniji sojevi su Chroococcidiopsis sp. L1 i Nostoc sp. L2 u podlozi
BG11 N-, Nostoc sp. L2-2 u podlozi BG11 N+ i Nostoc sp. L6 u obe podloge. Sojevi
Tolypothrix sp. L4 i Nostoc sp. IRN5I su se istakli po prinosu ukupnih polisaharida u
podlogama BG11 N+ i BG11 N-, redom.

Najveci ostvareni prinosi izluéenih polisaharida svakog soja u zavisnosti od prisustva
izvora azota u podlozi, nezavisno od starosti kultura, su prikazani na grafikonu 32. Prinos
soja Nostoc sp. L6 u podlozi BG11 N- (120,77 mg/g biomase) je najveéi zabeleZeni prinos
izlu¢enih polisaharida u ovoj studiji. Sojevi Chroococcidiopsis sp. L1 u podlozi BG11 N-
(77,35 mg/g biomase) i Nostoc sp. L2-2 u podlozi BG11 N+ (70,39 mg/g biomase) su bili
slede¢i po prinosu izluéenih polisaharida. Nesto nize prinose su postigli Nostoc sp. L6 u
podlozi BG11 N+ (60,95 mg/g biomase) i Nostoc sp. L2 (38,96 mg/g bimase) u podlozi
BG11 N-. Kod ostalih sojeva je prinos izluc¢enih polisaharida bio malo iznad 20 mg/g
biomase (Chroococcidiopsis sp. L1, Tolypothrix sp. L4 u podlozi BG11 N+ i Nostoc sp. M1
u podlozi BG11 N-) ili nizi od 20 mg/g biomase.
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Grafik 32. Najveci prinosi izlucenih polisaharida testiranih cijanobakterijskih sojeva u zavisnosti od

prisustva/odsustva izvora azota u podlozi. Opsezi odstupanja su prikazani standardnom devijacijom
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Najveci prinos ukupnih polisaharida zabelezen je kod soja Chroococcidiopsis sp. L1
(196,62 mg/g biomase), a zatim kod soja Nostoc sp. L6 (191,79 mg/g biomase) u podlogama
BG11 N- (Grafikon 33). Slede¢i po prinosu su bili sojevi Nostoc sp. L2 u podlozi BG11 N-
(163,78 mg/g biomase) i Nostoc sp. L6 u podlozi BG11 N+ (145,61 mg/g biomase). Soj
Nostoc sp. L2-2 je postigao prinos od 82,91 mg/g biomase u podlozi BG11 N+. Kod sojeva
Tolypothrix sp. L4 (BG11 N+) i Nostoc sp. IRN5I (BG11 N-) su zabeleZeni prinosi od 54,49 i

51,25 mg/g biomase. Ostali sojevi su ostvarili nizi prinos ukupnih polisaharida.
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Grafikon 33. Najvecéi prinosi ukupnih polisaharida testiranih cijanobakterijskih sojeva u zavisnosti od

prisustva/odsustva izvora azota u podlozi. Opsezi odstupanja su prikazani standardnom devijacijom

4.2.4. Viskozitet medijuma

Viskozitet medijuma kao posledica aktivnosti ¢elija izolovanih sojeva u zavisnosti od
prisustva izvora azota u mineralnoj podlozi i perioda kultivacije je prikazan na grafikonu 34.
U prvom kultivacionom periodu (sedma nedelja kultivacije) kod vecine sojeva (18 sojeva) je
uoCen veci viskozitet u podlozi BGI1 N-. Kod dva soja (Nostoc sp. L2-2 i
Tolypothrix sp. L4) je viskozitet bio slican u oba medijuma, ali sa nesto visim vrednostima u
podlozi bez izvora azota. Veci viskozitet u podlozi BG1l N+ su imali sojevi
Chroococcidiopsis sp. L1 i Nostoc sp. IRN5D. Najveci viskozitet u sedmoj nedelji kultivacije

je izmeren u podlozi bez izvora azota, u kulturi soja Nostoc sp. LP8-2 (18,99 mPa:s). Malo
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nize vrednosti viskoziteta su uocene kod sojeva Nostoc sp. R1 (18,76 mPa-s),
Nostoc sp. IRN5I (18,53 mPa-s) i Nostoc sp. R5-2 (18,34 mPa-s), u istom medijumu. U
slucaju jos Sest sojeva (Nostoc sp. SS1, Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LR7,
Nostoc sp. ZJ1, Nostoc sp. IRNG6) u podlozi BG11 N- je izmereni viskozitet bio veci od
15 mPa-s, dok su dva soja (Nostoc sp. IRN5SK i Nostoc sp. IRN8) taj viskozitet postigla u
oba medijuma. Viskozitet iznad 10 mPa-s je izmeren kod jo§ dva soja u BG1l N-
(Nostoc sp. L5 i Nostoc sp. LP4) i tri soja u podlozi BG11 N+ (Chroococcidiopsis sp. L1,
Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRNG).

U drugom kultivacionom periodu je uocen suprotan odgovor metabolicke aktivnosti
¢elija u pogledu viskoziteta, u odnosu na prisustvo izvora azota u medijumu. Kod vecine
sojeva (18 sojeva) je izmereni viskozitet bio veci u podlozi sa izvorom azota. Veci viskozitet
u podlozi bez azota (BG1l N-) su pokazala tri soja (Nostoc sp. L2, Nostoc sp. L5,
Nostoc sp. LR7). Najveci viskozitet je uocen kod soja Nostoc sp. L2 (25,34 mPa-s) u podlozi
BG11 N-. Kod pomenutog soja je viskozitet iznad 20 mPa-s izmeren i u podlozi sa azotom.
Pored soja Nostoc sp. L2, viskozitet iznad 20 mPa-s u oba medijuma je izmeren kod jos dva
soja Nostoc sp. L2-2 i Nostoc sp. L6. Slicne vrednosti viskoziteta su imali i sojevi
Tolypothrix sp. L4 i Nostoc sp. IRNS5SD, ali samo u podlogama BG11 N+. Viskozitet iznad
10 mPa-s je izmeren kod jos$ jednog soja u obe podloge ( Nostoc sp. L6-2) i Sest sojeva u
podlozi sa azotom (Nostoc sp. R1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. LP4,
Nostoc sp. LP8-2 i Nostoc sp. ZJ1).
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Grafikon 34. Viskozitet medijuma nakon uklanjanja ¢elija testiranih cijanobakterijskih sojeva u
zavisnosti od prisustva/odsustva izvora azota u mineralnoj podlozi i starosti kulture. Opsezi

odstupanja su prikazani standardnom devijacijom
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Testirani sojevi su pokazali razli¢itu promenu viskoziteta tokom vremena izmedu dva
kultivaciona perioda (sedme i 16. nedelje). Kod pet sojeva (Nostoc sp. L5, Nostoc sp. IRN5I,
Nostoc sp. IRN5K, Nostoc sp. IRN6 i Nostoc sp. IRNS8) je doslo do smanjenja viskoziteta
izmedu dva posmatrana perioda U oba testirana medijuma, dok je kod Sest sojeva
(Nostoc sp. L2, Nostoc sp. L2-2, Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L6, Nostoc sp. L6-2,
Nostoc sp. IRNSD) uocen porast viskoziteta. Merenje viskoziteta medijuma BG11 N- soja
Chroococcidiopsis sp. L1 u 16. nedelji kultivacije je bilo onemoguéeno usled uginuca Soja,
dok je pomenuti soj u podlozi BG11 N+ pokazao smanjenje viskoziteta izmedu dva
posmatrana kultivaciona perioda. Na odgovor preostalih 10 sojeva je uticalo prisustvo izvora
azota u medijumu, u podlozi sa azotom uocen je porast viskoziteta izmedu sedme i 16.
nedelje kultivacije, dok je u podlozi bez izvora azota doslo do smanjenja viskoziteta.

Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima statisticke obrade podataka (Tabela 14) koji
pokazuju da svi ispitivani faktori (specifi¢nost izolovanog soja, sastav mineralne podloge u
odnosu na izvor azota) i njihova interakcija imaju statisticki znacajan uticaj (p<0,05) na
viskozitet medijuma nastalog pod uticajem metabolicke aktivnosti celija testiranih
cijanobakterijskih sojeva. Najve¢i uticaj na viskozitet medijuma ima sastav mineralne

podloge, odnosno prisustvo izvora azota u medijumu (MS vrednosti).

Tabela 14. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja izolovanih cijanobakterijskih sojeva i sastava

mineralne podloge na viskozitet medijuma u zavisnosti od starosti kultura

Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos P-vrednost
Soj 3602,93 21,00 171,57 248,62 <0,000001
Mineralna podloga 1703,92 1 1703,92 2469,18 <0,000001

Soj i tip mineralne podloge 174441 21,00 83,07 120,37 <0,000001

7. nedelja
kultivacije

Greska 60,73 88 0,69 - -
Soj 7346,44 21 349,83 463,90 <0,000001
% ’:zg_j‘ Mineralna podloga 527,49 1 527,49 699,49 <0,000001
L >
; % Soj i tip mineralne podloge 659,62 21 31,41 41,65 <0,000001
- Greska 66,36 88 0,75

SS-suma kvadrata; DF-stepen slobode; MS-srednja vrednost kvadrata

89



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

4.2.5. Produkcija zastitnih pigmenata

Produkcija UV zastitnih pigmenata od strane ispitivanih cijanobakterijskih sojeva
procenjena je merenjem metabolita u opsegu scitonemin apsorbance (MOSA) i metabolita u
opsegu mikosporin apsorbance (MOMA). Merenja su radena nakon gajenja kultura na
dnevnoj svetlosti tokom 28 dana i nakon njihovih izlaganja kombinaciji UVA/UVB svetlosti
tokom sedam dana. Preliminarnim istrazivanjima je detektovan uticaj UV svetlosti na izgled i
rast cijanobakterijskih kultura (na primer, soj Nostoc sp. LP8-2 (slika 44)). Statisticka obrada
rezulatata produkcije zastitnih pigmenata nije radena jer je preliminarno ispitivanje vrSeno u
svrhu provere sposobnosti sojeva da produkuju zastitne pigmente, a ne koli¢ine produkovanih

pigmenata.

Slika 44. Izgled cijanobakterijske kulture Nostoc sp. LP8-2 pre i posle izlaganja kombinaciji
UVA/UVB osvetljenja
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4.2.5.1. Produkcija MOSA

Produkcija MOSA od strane testiranih cijanobakterijskih sojeva prilikom
kultivacije pod dnevnim svetlom i nakon izlaganja UVA/UVB svetlosti, u podlogama
BG11 N+ i BG11 N-, prikazana je na grafikonu 35. Zabelezena je produkcija MOSA kod 11
od 22 testirana soja. Kod soja Nostoc sp. L2 je zabelezena produkcija MOSA u obe testirane
podloge u odnosu na prisustvo izvora azota, u kulturama koje nisu bile izlagane UV
osvetljenju i nakon izlaganja UV osvetljenju. Primecen je stimulirajuéi efekat UV svetlosti na
sadrzaj MOSA kod ovog soja. UV osvetljenje je iniciralo produkciju MOSA kod sedam
sojeva (Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. M1, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LP8-2,
Nostoc sp. IRN5D i Nostoc sp. IRN5K) u podlozi BG11 N-. Pomenuti efekat je uocen kod
soja Nostoc sp. R5-2 u podlozi BG11 N+. Najve¢i sadrzaj MOSA je zabeleZzen kod soja

Nostoc sp. M1 u podlozi bez izvora azota (1,76 mg/g suve biomase).
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Grafikon 35. Uticaj kombinacije UVA/UVB osvetljenja na produkciju MOSA od strane testiranih

cijanobakterijskih sojeva. Opsezi odstupanja su prikazani standardnom devijacijom
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4.2.5.2. Produkcija MOMA

Produkcija MOMA zabeleZena je kod 16 od 22 testirana cijanobakterijska soja
(Grafikon 36). Najveci sadrzaj je zabelezen u kulturi soja Nostoc sp. L6, u podlozi sa izvorom
azota (0,314 A,/mg) i podlozi bez izvora azota (0,248 Ai;/mg). Prisustvo MOMA je
zabelezeno i u kulturama ovog soja pre izlaganja UV osvetljenju, nakon kultivacije pod
dnevnim svetlom. Zabelezen je stimuliraju¢i efekat UV osvetljenja na sadrzaj MOMA ovog
soja. Stimuliraju¢i efekat UVA/UVB svetlosti je zabelezen kod jo§ pet sojeva u podlozi
BG11 N+ (Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. M1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. ZJ1,
Nostoc sp. IRN8) i dva soja u podlozi BG11 N- (Nostoc sp. L2, Tolypothrix sp. L4).
UVA/UVB osvetljenje je iniciralo produkciju MOMA kod devet testiranih sojeva, $to znaci
da oni nisu produkovali ove zaStitne pigmente tokom izlaganja dnevnoj svetlosti
(Chroococcidiopsis sp. L1, Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L5, Nostoc sp. SS1,
Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP8-2, Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRNG).
Samo je kod soja Nostoc sp. IRNSD UV osvetljenje iniciralo produkciju MOMA u obe
testirane podloge, dok je kod ostalih sojeva UV osvetljenje dovelo do produkcije MOMA

samo u podlozi sa izvorom azota.
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Grafikon 36. Uticaj kombinacije UVA/UVB osvetljenja na produkciju MOMA od strane testiranih
cijanobakterijskih sojeva. Opsezi odstupanja su prikazani standardnom devijacijom
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4.3. Ex-situ eksperiment vezivanja i stabilizacije Cestica praSine od

strane cijanobakterija

Vezivanje i stabilizacija Cestica od strane cijanobakterija procenjena je nakon
razvijanja cijanobakterijskog biofilma simulacijom oluja prasine. lzvrSena je procena
vezivanja 1 stabilizacije Cestica pripremljenih nakon uzorkovanja sa lesnog profila
napustene ciglane u Rumi od strane cijanobakterijskih sojeva izolovanih iz BLP sa istog
lokaliteta. Biofilm je razvijen inokulacijom konzorcijuma cijanobakterijskih sojeva
(Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L2, Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L5 i Nostoc sp. L6).
Medutim, sukcesivni procesi tokom razvoja biofilma i razvoja BLP su doveli do promene u
sastavu zajednice, pojavljivanja novih cijanobakterijskih sojeva i potiskivanja sojeva koji su
inicijalno ucestvovali u razvijanju biofilma. Detaljniji opis promene sastava mikrobioloske
zajednice je dat u poglavlju 4.3.3. Zajednica i mikromorfologija bioloskih lesnih pokorica

eksperimentalne komore.

4.3.1. Razvoj i morfologija bioloskih lesnih pokorica

Tokom simuliranih oluja prasine u eksperimentalnoj komori doslo je do vezivanja
Cestica praSine izmedu cijanobakterijskih kolonija ranije razvijenog biofilma (Slika 45A).
Nastala zajednica organizama i Cestica prasine je tokom sus$nih perioda formirala Cvrste
strukture poznate kao BLP. Razvijeni bioloski pokriva¢ je menjao svoj morfoloski izgled
tokom kultivacije. Neujednacen bioloski pokriva¢ sastavljen od ljuspastih, uvijenih i
izdignutih BLP (Slika 45B, strelica 1) je prekrivao najve¢i deo povrSine zadnjeg dela
eksperimentalne komore. Izmedu pomenutih struktura ostali su nekolonizovani delovi

deponovanih Cestica, koje su kasnije kolonizovane glatkim BLP (Slika 45B, strelica 2).
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Slika 45. Razvoj BLP. Kao rezultat interakcija cijanobakterijskog biofilma (A) i Cestica praSine

razvile su se BLP (B). Neravnomerni pokriva¢ bioloskih pokorica sastojao se od izolovanih povrsina
ljuspastih, uvijenih i izdignutih BLP (B, strelica 1). Glatke pokorice (B, strelica 2) su se razvile

kasnije izmedu prethodno razvijenih BLP

Razli¢iti oblici rasta cijanobakterijskih kolonija su uoceni u bioloskim pokoricama
eksperimentalne komore (Slika 46). Vizuelnim posmatranjem uoceni su slede¢i morfoloski
oblici: a) glatke BLP (46A); b) BLP sastavljene od izdignutih (46B, strelica 1), uvijenih
(46B, strelica 2) i glatkih struktura (46B, strelica 3); c) izdignute BLP (46C, strelica) nalik

izbo¢inama sastavljenim od cijanobakterijskih filamenata.
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lmm |

Slika 46. Morfoloski oblici formiranih BLP. Slike sa stereomikroskopa pokazuju morfoloski razlicite
kolonije koje su prekrile povrSinu zadnjeg dela eksperimentalne komore: a) glatke BLP (A); b) BLP
izdignutih (B, strelice 1), uvijenih (B, strelica 2) i glatkih struktura (B, strelica 3); c) izdignute BLP

(C, oznaceno strelicom)

Posmatranjem BLP pod stereomikroskopom uocena je njihova vertikalna stratifikacija
na povrsinski (gornji) i podpovrsinski (donji) sloj. PovrSinski sloj sastojao se iz slojeva zivih
cijanobakterijskih kolonija povezanih sa Cesticama, gde je doSlo do vezivanja Cestica od
strane lepljivih polisaharida cijanobakterijskih kolonija (Slika 47, strelica 1) i akumulacije

prethodno vezanih Cestica (Slika 47, strelica 2). PodpovrSinski sloj predstavlja stare
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povrsinske slojeve BLP i sastoji se od istalozenih i stabilizovanih Cestica lesnog sedimenta,
kao i zaostalog, delimi¢no mineralizovanog egzopolisaharidnog materijala (Slika 47,
strelica 3). Posmatrana vertikalna stratifikacija BLP, akumulacija i stabilizacija Cestica su
posledica nacina zivota cijanobakterija. Tokom simuliranih oluja prasine, metabolicki aktivne
cijanobakterijske kolonije povrSinskog sloja BLP su vezivale Cestice. Kao rezultat vezivanja
Cestica dolazi do zatrpavanja cijanobakterija Cesticama, §to inicira migraciju cijanobakterija
ka izvoru svetlosti. Kao rezultat migracije doslo je do potiskivanja/akumulacije zarobljenih
Cestica u organski, cijanobakterijski sloj. Rastu¢i prema gore, cijanobakterije su formirale
novi povrsinski sloj BLP, dok je stari i zaostali egzopolisaharidni materijal ostao u dubljim
slojevima pokorice koji zajedno sa prethodno akumuliranim cesticama ¢ini stabilizovani

podpovrsinski sloj istaloZenih Cestica.

Slika 47. Popre¢ni presek BLP iz eksperimentalne komore. Slika sa stereomikroskopa pokazuje tri
sloja: prvi sloj u kom dolazi do vezivanja Cestica povrSinskim lepljivim kolonijama cijanobakterija
(strelica 1), drugi sloj akumulacije Cestica u organskom sloju cijanobakterija (strelica 2) i treci sloj

koji pokazuje potiskivanje Cestica ispod navedenih slojeva (strelica 3)

Formirane BLP su menjale svoj izgled u odnosu na dostupnost vode. PovrSina i
zapremina BLP se povecavala nakon vlaZzenja (Slika 48). Tokom su$nih perioda zapremina
BLP se smanjivala, boja je postajala bleda, a bioloski pokrivaé deponovanog lesnog
sedimenta je postajao neujednacen (Slika 48A). Nakon vlaZenja uofeno je povecanje
zapremine i transformacija neujednacenog bioloSkog pokrivaca (Slika 48A) u kontinuirani,
deblji bioloski pokriva¢ tamno zelene boje (Slika 48B). Slabije kolonizovani sediment
(Slika 48A, zaokruzeno) je nakon vlazenja postajao pokriven tamnim i kontinualnim BLP
(Slika 48B, zaokruzeno).
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Slika 48. Promene u BLP nakon vlaZenja. Slike sa stereomikroskopa pokazuju izgled BLP u suvom
stanju (A) i 15 minuta nakon vlazenja (B). Zalivanje je dovelo do promene izgleda bioloskog

pokrivaca iz svetlog, neujednacenog (A) u nabubren, tamni kontinuirani bioloski pokriva¢ (B)

Poprec¢ni presek BLP u suvom stanju i nakon vlaZenja se razlikuje u debljini
povrsinskog sloja cijanobakterija (Slika 49). Vlazenjem je doslo do povecanja volumena
cijanobakterijskog sloja. Debljina povrSinskog sloja BLP u suvom stanju je iznosila
0,124 mm (Slika 49A, oznaeno zelenim krugovima), dok je 15 minuta nakon vlazenja

iznosila oko 0,201 mm (Slika 49B, oznac¢eno zelenim krugovima).

Slika 49. Promene u BLP nakon vlazenja. Poprecni presek BLP sa stereomikroskopa u suvom stanju

(A) 1 15 minuta nakon vlazenja (B)

97



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

4.3.2. Interakcija cijanobakterija sa ¢esticama prasine

Cijanobakterije su pokazale sposobnost da ostvare razlicite interakcije sa Cestica
prasine. Rezultati stereomikroskopije i skening elektronske mikroskopije su pokazali da
cijanobakterije svojim filamentima i lepljivim egzopolisaharidima vezuju, akumuliraju, taloze

i stabilizuju Cestice prasine.

4.3.2.1. Vezivanje Cestica praSine

Hvatanje 1 vezivanje Cestica prasine (poreklom iz vazduha) od strane
cijanobakterijskih pokorica posmatrano je tokom simuliranih vlaznih perioda. Uocena su tri
nadina vezivanja Cestica u zavisnosti od morfologije cijanobakterijskih kolonija: vezivanje
pomocu ,,mreze “ (Slika 50A; 50D), vezivanje pomocu ,, tepiha “ (Slika 50B; 50E) i vezivanje
pomocu ,,izdignutih struktura“ (Slika 50C; 50F).

SEl 20KV,
UB-RGF

Slika 50. Vezivanje Cestica praSine cijanobakterijama. Fotografije sa stereomikroskopa (A, B i C) i
SEM mikrografije (D, E i F) vezivanja Cestica praSine: vezivanje pomocu ,,mreze* (A i D), vezivanje

pomocu ,tepiha“ (B i E); vezivanje pomocu ,,izdignutih struktura“ (C i F)

Vezivanje pomocu ,,mreze . cijanobakterijski filamenti i egzopolisaharidni materijal

prave organsku mrezu kojom vezuju Cestice tako $to ih prekrivanju, okruzuju i povezuju
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(Slika 50D, strelica 1). Uoceno je vezivanje sitnih, finih Cestica njihovim lepljenjem na
povrsinu egzopolisaharidnog materijala (Slika 50D, strelica 2). Posmatrana organska mreza
pravi pore, ¢ime je vezivanje Cestica dodatno pospeseno (Slika 50D, strelica 3).

Vezivanje pomocu ,,tepiha ‘. cijanobakterijske kolonije (Slika 50E, strelica 3) i njihov
sluzavi egzopolisaharidni materijal su napravile homogeni, amorfni bioloski pokriva¢ nalik
tepihu, pomocu kog su vezivane Cestice (Slika 50B; 50E). Primecene su zalepljene Cestice na
povrsini ovog bioloskog pokrivaca (Slika 50E, strelica 1). Nije primeceno zarobljavanje
pojedinac¢nih Cestica cijanobakterijskim filamentima, ali je uofeno prerastanje Cestica
amorfnim sluzavim cijanobakterijskim kolonijama i pojava kontura zarobljenih Cestica (Slika
50E, strelica 2).

Vezivanje pomocu , izdignutih struktura“. Pored horizontalnih struktura BLP, u
eksperimentalnoj komori su primecene i vertikalne strukture. BLP su poveéavale svoju
povrsinu spajanjem filamenata u snopove i rastom prema gore (Slika 50C; 50F). Samim tim, i
povrsine za hvatanje Cestica su povecane. Snopovi cijanobakterijskih filamenata i njihovog
egzopolisaharidnog materijala su sa ¢esticama praSine formirali bio-mineralne agregate (Slika
50C; 50F).

4.3.2.2. Akumulacija i taloZenje Cestica prasine

Cijanobakterijski filamenti i njihovi egzopolisaharidi protezuci se izmedu cestica,
imobilisali su ih, predstavljajuci ,skelet“ BLP (Slika 51A, strelice). Direktan kontakt
cijanobakterijskih kolonija i njihovih egzopolisaharida sa Cesticama doveo je do stvaranja
organo-mineralnih agregata (Slika 51B, strelice) razlicitih veli¢ina. Ovako imobilisane
Cestice U povrSinskom sloju BLP (Slika 47, strelica 1 i 2) su sacuvane i stabilizovane. Rast
cijanobakterija ka izvoru svetlosti je rezultirao talozenjem prethodno akumuliranih ¢estica u
podpovrsinski sloj BLP (Slika 47, strelica 3). Ove istalozene Cestice su bile zasticene
povrsinskim kolonijama cijanobakterija. Stabilizaciji ovih Cestica znacajno doprinose ostaci
egzopolisaharidnog materijala (Slika 51C; 51D). Migrirajuéi unutar BLP po horizontalnoj osi
I prema izvoru svetlosti (po vertikalnoj osi), cijanobakterijski filamenti ostavljuju svoj zastitni
egzopolisaharidni omota¢ (Slika 51C; 51D). Ovi ostaci egzopolisaharida kasnije predstavljuju

»armaturu® podpovrsSinskog sloja BLP.
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Slika 51. Akumulacija i stabilizacija Cestica praSine cijanobakterijama. SEM mikrografija (A)
pokazuje cijanobakterijsku mrezu (strelice) koja predstavlja ,,skelet™ povrSinskog sloja BLP. Direktan
kontakt filamenata i egzopolisaharida sa ¢esticama u formiranju organo-mineralnih agregata (B,
strelice) vidi se na SEM mikrografiji (B). Zaostali egzopolisaharidni materijal kao ,,armatura“ u
podpovrsinskom sloju prikazan je na SEM mikrografiji (C, strelice) i slici sa stereomikroskopa (D,

strelice)

Redovne simulacije oluja prasine rezultirale su pove¢anjem debljine sloja istalozenih
Cestica U podpovrsinskom sloju BLP. U skladu sa BLOCDUST modelom (Slika 52A) o
formiranja i rastu lesnog sedimenta, vezane (Slika 52B, strelica 1) i akumulirane Cestice
(Slika 52B, strelica 2) povrsinskog sloja BLP eksperimentalne komore su rastom
cijanobakterija transportovane u podpovrsinski sloj zajedno sa ostacima egzopolisaharidnog
materijala (Slika 52B, strelica 3). Slika sa stereomikroskopa i SEM mikrografija pokazuju da
se povrsinski i podpovrsinski slojevi BLP sastoje iz vise podslojeva. PovrSinski sloj BLP se
sastojao iz viSe podslojeva cijanobakterijskih kolonija (52C; 52D, debele zelene strelice) i
akumuliranih cCestica (Slika 52C; 52D, debele Zute strelice). U podpovrsinskom sloju
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izdvojeno je viSe slojeva starih BLP 1 zaostalog egzopolisaharidnog materijala (Slika 52C;

52D, tanke zelene strelice) i istaloZenih Cestica (Slika 52C; 52D, tanke Zute strelice).
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Slika 52. TaloZenje Cestica prasine cijanobakterijama. TaloZenje Cestica u eksperimentalnoj komori

(B) je u skladu sa BLOCDUST modelom (A) o formiranju lesnog sedimenta kroz prethodno
vezivanje Cestica (B, strelica 1), akumulaciju (B, strelica 2) i na kraju taloZenje (B, strelica 3) ispod
bioloskog pokrivaca. Izdvajanje vise slojeva cijanobakterijske biomase je prikazano na slici sa
stereomikroskopa (C, debele zelene strelice) i SEM mikrografiji (D, debele zelene strelice), vezanih i
akumuliranih ¢estica (C i D, debele Zute strelice), egzopolisaharidnog materijala (C i D, tanke zelene

strelice) i istalozenih Cestica (C i D, tanke Zute strelice) kao rezultat periodi¢nog navejavanja prasine

4.3.2.3. Stabilizacija ¢estica prasine cijanobakterijama

U cilju ispitivanja efikasnosti BLP tokom stabilizacije cCestica praSine u
eksperimentalnoj komori uradene su SEM analize 1 stereomikroskopija sadrzaja iz
eksperimentalne i kontrolne komore.

Na SEM mikrografijama BLP iz eksperimentalne komore vide se razlicite
cijanobakterijske kolonije i njihovi egzopolisaharidi (Slika 53A; 53B). Povrsinske kolonije

cijanobakterija i njihovi egzopolisaharidi su imobilisali ¢estice prasine tako $to su ih zalepili
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(Slika 53A) ili okruzili i vezali (Slika 53B) svojim koherentnim organskim slojem. Na ovaj
nacin, Cestice koje su dosle u kontakt sa cijanobakterijskom biomasom i egzopolisaharidima
ostale su imobilisane (slika 53A; 53B, strelice), za razliku od Cestica iz kontrolne komore
koje nisu ostvarile interakciju sa cijanobakterijama ili egzopolisaharidima (slika 53C; 53D,

strelice).
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Slika 53. Stabilizacija Cestica prasine cijanobakterijama. Razlika izmedu kolonizovane povrsine u
eksperimentalnoj (A, B) i nekolonizovane povrsine u kontrolnoj komori (C, D). SEM mikrografije
pokazuju cijanobakterijske pokrivace nalik tepihu (A) i mrezi (B) kako vezuju Cestice u
eksperimentalnoj komori (oznaceno strelicama). Fotografija sa stereomirkoskopa (C) i SEM

mikrografija (D) pokazuju nepovezane Cestice u kontrolnoj komori (o0znaceno strelicama)

4.3.3. Zajednica i mikromorfologija bioloskih lesnih pokorica eksperimentalne

komore

Bioloski pokrivac eksperimentalne komore je bio sastavljen od neravnomerno
rasporedenih morfoloski razlicitih BLP. Kao $to je prethodno opisano, u eksperimentalnoj

komori su uoceni razli¢iti morfoloski oblici BLP. Izolovane, izdignute, uvijene i glatke BLP,
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razli¢ite starosti, pravile su nehomogen bioloski pokrivaé¢ koji je prekrivao povrsinu zadnjeg
dela eksperimentalne komore (Slika 54). Hrapaviji bioloski pokriva¢ je prekrivao centralni
deo komore, dok su boc¢ni delovi ve¢inom bili prekriveni glatkim BLP. Hrapavi bioloski
pokrivac su ¢inile izdignute i uvijene tamne do crvene i intezivnije zelene BLP, izmedu kojih
su se razvile mlade i glatke BLP. Sporadi¢no pojavljivanje ovih izdignutih i uvijenih BLP
primeceno je u delu komore koji je bio najudaljeni od izvora prasine. Glatke tamne do crvene
BLP su kolonizovale deo komore koji je bio najblizi izvoru prasine, dok su svetlo zelene BLP
zauzimale periferne delove komore. U odnosu na boju BLP, u eksperimentalnoj komori su
izdvojene tri grupe: svetlo zelene do blede, intezivno zelene i tamne do crvene BLP.
Primecena je promena sastava cijanobakterijske zajednice u odnosu na pocetni
inokulum. Pocetni inokulum za razvijanje cijanobakterijskog biofilma su ¢inili tri soja roda
Nostoc i po jedan soj rodova Chroococcidiopsis i Tolypothrix. Medutim, u formiranim BLP
nisu primeceni rodovi Nostoc i Tolypothrix, ve¢ su njihov sastav ¢inili rodovi Leptolyngbia,

Chroococcidiopsis, Scytonema, Chlorogloeocapsa.

Slika 54. Bioloski pokriva¢ zadnjeg dela eksperimentalne komore sa razli¢itim morfoloskim oblicima

BLP. Analizirani uzorci BLP su oznaceni brojevima

Boc¢ni delovi eksperimentalne komore su ve¢inom bili prekriveni tanjim, glatkim ili
blago uvijenim i izdignutim svetlo zelenim (Slika 54, (1) i (2)) i tamnim do crvenim BLP
(Slika 54, (3)). Tamne do crvene BLP su prekrivale segment komore najblizi izvoru prasine,

dok su svetlo zelene BLP prekrivale segment najudaljeniji od izvora prasine. Zajednicu
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tamnih BLP (Slika 55A) su ¢inile kolonije Leptolyngbia sp. tipa 2 (Slika 55G) zajedno sa
kolonijama Leptolyngbia sp. tipa 1. Svetle pokorice (Slika 55B) su bile sacinjene od kolonije
Chroococcidiopsis sp. (Slika 55H), uz malo prisustvo kolonija Leptolyngbia sp. tipa 1.
Pomenute kolonije roda Leptolyngbia nisu bile deo konzorcijuma koji je inokulisan za
razvijanje biofilma, ve¢ su se javile kao posledica naknadnih sukcesivnih procesa. Na
popre¢nom preseku tamnih (Slika 55C) i svetlih BLP (Slika 55D) razlikovao se povrsinski,
organski sloj cijanobakterijskih kolonija za koji su vezane (Slika 55C; 55D, strelice 1) i
unutar koga su akumulirane cestice (Slika 55C; 55D, strelice 2), kao i podpovrsinski
neogranski sloj Cestica lesnog sedimenta (Slika 55C; 55D, strelice 3).

Cijanobakterijska zajednica tamnih pokorica (Leptolyngbia sp. tipa 2 i tipa 1) je sa
svojim egzopolisaharidima formirala cijanobakterijsku mrezu (Slika 55E) koja je imobilisala
Cestice, okruzivanjem i prerastanjem krupnijih Cestica (Slika 55E, strelice 1), vezivanjem
finih Cestica za povrsinu filamenata i egzopolisaharida (Slika 55E, strelica 2) i povezivanjem
udaljenih &estica (Slika 55E, strelica 3). Celije Chroococcidiopsis sp. (Slika 55H; 55F,
strelica 1) i njihov egzopolisaharidni matriks su napravili homogeni, amorfni bioloski
pokriva¢ (Slika 55F) zelenih BLP koji je imobilisao Cestice tako $to je vezivao ’vetrom
nanete’ Cestice za svoju povrSinu (Slika 55F, strelica 3) i1 prerastao ih ostavljajuéi konture

zarobljenih Cestica (Slika 55F, strelica 2).
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Slika 55. BLP bo¢nih delova eksperimentalne komore. Slike sa stereomikroskopa pokazuju
povrsinu tamnih do crvenih BLP (A) i svetlije zelenih BLP (B). Na popre¢nim presecima tamnih (C) i
svetlih (D) BLP vidi se izdvojen povrsinski organski sloj (strelice 1 i 2) i podpovrsinski neorganski
sloj (strelice 3). SEM mikrografije pokazuju cijanobakterijsku mrezu tamnih BLP (E) koja imobilise
(strelica 1), lepi (strelica 2) i povezuje (strelica 3) Cestice i homogen bioloski pokriva¢ svetlih BLP (F)
¢ije kolonije (strelica 1) lepe (strelica 3) i prerastaju (strelica 2) ¢estice. Na slikama sa svetlosnog
mikroskopa se vidi filament Leptolyngbia sp. tipa 2 (G) tamnih BLP i kolonija
Chroococcidiopsis sp. (H) svetlih BLP
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Pojedini delovi ovih bo¢nih segmenata eksperimentalne komore prekriveni
su debljim, uvijenim, izdignutim strukturama, tamne do crvene (Slika 54, (5a) i (6); 56A,
strelice 1) i intentivno zelene boje (Slika 54, (5b); 56A, strelice 2). Povrsinski organski sloj
ovih BLP je bio stratifikovan (Slika 56B). Gornje delove tamnih BLP su kolonizovale
kolonije Leptolyngbia sp. tipa 2 (Slika 56B, strelica 1; 56E) koje nisu bile deo konzorcijuma
za razvoj biofilma, dok su se u nizim delovima nalazile zelene kolonije (Slika 56B, strelica 2)
Chroococcidiopsis sp. (Slika 56H) pojedina¢no ili zajedno sa novim kolonijama
Chlorogloeopsis sp. (Slika 56G). Gornje delove povrsinskog organskog sloja zelenih BLP su
kolonizovale neinokulisane kolonije Scytonema sp. (Slika 56F), dok su nize delove
povrSinskog sloja zauzimale kolonije koje su bile deo konzorcijuma za razvoj biofilma
Chroococcidiopsis sp. (Slika 56H).

SEM mikrografije povrsine tamnih do crvenih BLP (Slika 56C) pokazuju zdruzene
filamente Leptolyngbia sp. tipa 2 (Slika 56C, strelice 1) koji sa svojim egzopolisaharidima
prave gustu mrezu na povrsini pokrivaca, iako Leptolyngbia sp. nije bila deo konzorcijuma
za razvoj biofilma. Filamenti Leptolyngbia sp. tipa 2 povezuju (Slika 56C, strelica 1) i
okruzuju krupnije cCestice (Slika 56C, strelice 2), dok sitnije lepe za svoju povrsinu
(Slika 56C, strelice 3). Filamenti Scytonema sp. (Slika 56D, strelice 1), takode neinokulisani,
imaju krupnije filamente koji prave cijanobakterijsku mrezu manje gustine i na isti nacin
interreaguje sa krupnim (Slika 56D, strelice 2) i finim Cesticama (Slika 56D, strelice 3).
Sporadi¢no pojavljivanje tankih filamenata Leptolyngbia sp. tipa 2 u zelenim delovima BLP
je primeceno (Slika 56D, strelice 4).
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Slika 56. BLP bo¢nih delova eksperimentalne komore. Slike sa stereomikroskopa pokazuju povrSinu
(A) 1 poprecni presek (B) tamnih do crvenih BLP (A, strelica 1) i intezivno zelenih BLP (A, strelica 2)
sa stratifikovanih organskim slojem (B). SEM mikrografija (C, strelica 1) pokazuje kolonije
Leptolyngbia sp. tipa 2 (E) u visim delovima povrsinskog sloja tamnih BLP (B, strelica 1) koje su
imobilisale krupne (C, strelica 2) i fine Cestice (C, strelica 3). Slike sa svetlosnog mikroskopa
pokazuju kolonije Chroococcidiopsis sp. (H) i Chlorogloeopsis sp. (G) u nizim delovima povrSinskog
sloja (B, strelica 2). SEM mikrografija (D) zelenih BLP (A, strelica 2) pokazuje kolonije
Scytonema sp. (F; D, strelica 1) i sporadi¢ne kolonije Leptolyngbia sp. tipa 2 (E; D, strelica 4) u
gornjim delovima povrsinskog sloja kako imobilisu krupne (D, strelica 2) i fine (D, strelica 3) Cestice.
Na slici sa svetlosnog mikroskopa se vide kolonije Chroococcidiopsis sp. (H) koje su kolonizovale

nize delove povrsinskog sloja zelenih BLP (A, strelica 2)
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Gornju polovinu centralnog dela eksperimentalne komore su takode prekrivale
deblje, uvijene, izdignute tamne (Slika 57A, strelice 1) i intezivnije zelene BLP
(Slika 57A, strelice 2; 57C, oznaceno strelicom) koje su se medusobno smenjivale. Medutim,
prisustvo kolonija Chroococcidiopsis sp. nije primeéeno, kao ni vertikalna stratifikacija
organskog sloja intezivno zelenih BLP. Zajednicu ovih BLP su ¢inile neinokulisane
cijanobakterije, kolonije Leptolyngbia sp. tipa 1 i tipa 2, Chlorogleopsis sp. i Scytonema sp.,
uz razli¢itu dominaciju na razli¢itim delovima komore 1 razli€itu vertikalnu rasporedenost
unutar organskog sloja BLP. Povrsinski sloj tamnih BLP je bio stratifikovan. Slike sa
svetlosnog mikroskopa pokazuju da su kolonije Leptolyngbia sp. tipa 2 (Slika 57H, strelica 1)
pojedinac¢no (Slika 54 (8), (9) i (10)) ili zajedno sa kolonijama Leptolyngbia sp. tipa 1 (Slika
54, (7a)) kolonizovale gornje delove povrSinskog organskog sloja ovih BLP. Nize delove su
zauzimale zelene kolonije Chlorogleopsis sp. (Slika 57G; 57H, strelica 2) pojedina¢no (Slika
54, (7a), (9)) ili zdruzene sa kolonijama Leptolyngbia sp. tipa 1 (Slika 54, (10)) ili kolonijama
Leptolyngbia sp. tipa 1 i Scytonema sp. zajedno (Slika 54, (8)). Prodiranje kolonija
Leptolyngbia sp. iz gornjih u donje delove organskog sloja je primec¢eno. Kolonije
Leptolyngbia sp. tipa 2 su formirale i tamne nestratifikovane pokrice (Slika 54, (11a)).
Zeleni BLP u ovom delu eksperimentalne komore (Slika 57A, strelica 2; 57C) su bile
nestratifikovane 1 cCinile su ih kolonije Chlorogleopsis sp., (Slika 57G) zdruzene sa
kolonijama Scytonema sp., Leptolyngbia sp. tipa 2 (Slika 54, (11b)) i Leptolyngbia sp. tipa 1
(Slika 54, (7b)).

SEM mikrografija pokazuje mrezu tamnih BLP kojom su imobilisane cestice
(Slika 57F). Na ovim tamnim BLP je primecen rast cijanobakterijskih kolonija ka gore,
praveéi tkz. Siljke (Slika 57B; 57D, oznaceno strelicama). U ovim S§iljcima uoCena je
dominacija kolonija Leptolyngbia sp. koje zauzimaju gornji deo povrsinskog organskog sloja
BLP. Rastu¢i u snopovima u vertikalnom pravcu, ove kolonije prave Siljke zajedno sa
kolonijama koje rastu ispod njih. Na slici sa stereomikroskopa (Slika 57D) se moze videti da
je pomenuta vertikalna zajednica cijanobakterijskih kolonija oblepljena €esticama, ukazujuci
na ulogu Siljaka u hvatanju ¢estica poreklom iz vazduha. SEM mikrografija zelenih BLP
(Slika 57E) ukazuje na homogeni amorfni bioloski pokriva¢ kolonija Chlorogleopsis sp..
Cijanobakterijske kolonije Leptolyngbia sp. tipa 1 i Chlorogloeopsis sp. su formirale

homogen svetlo zeleni bioloski pokriva¢ na gornjoj ivici centralnog dela komore (Slika 54,

(4)).
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Slika 57. BLP gornje polovine centralnog dela eksperimentalne komore. Slika sa stereomikroskopa
(A) pokazuje tamne (A, strelice 1) i intezivno zelene BLP (A, strelice 2; C oznaceno strelicom) koje
su prekrivale gornju polovinu centralnog dela komore. Rezultati sa svetlosnog mikroskopa su pokazali
dominaciju kolonija Leptolyngbia sp. tipa 2 (H, strelica 1) u gornjem delu povrsinskog sloja tamnih
BLP, dok su nize slojeve kolonizovale ve¢inom kolonije Chlorogloeopsis sp. (G; H, strelica 2). Slike
popre¢nog preseka sa stereomikroskopa pokazuju vertikalni rast tamnih BLP (B, D oznaceno
strelicama). Zelene BLP su ¢inile ve¢inom kolonije Chlorogloeopsis sp. (G). Na SEM mikrografijama

povrsine BLP se moze videti amorfni pokriva¢ zelenih BLP (E) i mreZasti pokrva¢ tamnih BLP (F)
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U donjoj polovini centralnog dela komore uoceno je ponovno pojavljivanje
inokulisanih kolonija Chroococcidiopsis sp., ali odsustvo kolonija Scytonema sp.. Tamne
pokrice su takode bile stratifikovane, gornje delove povrSinskog sloja su kolonizovale
neinokulisane kolonije Leptolyngbia sp. tipa 1 (Slika 54 (12)) ili Leptolyngbia sp. tipa 2
(Slika 54, (13)), dok je donji deo kolonizovan neinokulisanim kolonijama Chlorogloeopsis
sp. i inokulisanim kolonijama Chroococcidiopsis sp. zdruzeno (Slika 54 (12)) ili
Chroococcidiopsis sp. pojedinac¢no (Slika 54, (13)).

Izmedu pomenutih uvijenih i izdignutih BLP u gornjoj i donjoj polovini centralnog
dela eksperimentalne komore kasnije su se razvile nove BLP. Zajednica zelenih BLP
gornje polovine centralnog dela komore (kolonije neinokulisanih cijanobakterija
Chlorogloeopsis sp. zdruzene sa kolonijama Leptolyngbia sp. tipa 1 i Scytonema sp.) razvile
su nove, blede, glatke BLP na prethodno nekolonizovanim delovima komore (Slika 54 (14);
Slika 58A, oznaceno strelicama; 58B). Kolonije koje su kolonizovale donju polovinu
centralnog dela komore (neinokulisane kolonije Leptolyngbia sp. tipa 1 i Chlorogloeopsis sp.
i inokulisane kolonije Chroococcidiopsis sp.) su pravile nove intenzivno zelene kolonije
izmedu starijih struktura BLP (Slika 54 (15); Slika 58C, oznaceno strelicama; 58D). Ove
BLP su se protezale ka gornjem centralnom delu eksperimentalne komore, prekrivajuci
prethodno nekolonizovane delove komore. Takode, razvile su se i nove zelene BLP
(Slika 54 (16)) koje su formirale izdignute strukture u formi ,,kose* (Slika 58F), kao pecati na
ve¢ formiranim pokoricama (Slika 58E, oznaCeno strelicama). Ove BLP su formirale

cijanobakterije kasnijih sukcesivnih stadijuma, kolonije Scytonema sp..
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Slika 58. Novoformirane BLP. Slike sa stereomikroskopa pokazuju nove BLP koje su se razvile na
nekolonizovanim delovima: svetle do bledo zelene (A oznaceno strelicama; B), intezivno zelene (C

oznaceno strelicama; D) i intezivno zelene BLP u vidu ,,pecata” (E oznaceno strelicama; F)

Mlade, nestratifikovane BLP uz samu donju ivicu eksperimentalne komore
(Slika 54 (17), (18)) su c¢inile inokulisane kolonije Chroococcidiopsis sp. i neinokulisane
kolonije Leptolyngbia sp. tipa 2 sa razli¢itom dominacijom. Kolonije Chroococcidiopsis sp.
su dominirale u jarko zelenim BLP (Slika 54 (17); Slika 59A; 59C, strelice 2), dok je
Leptolyngbia sp. tipa 2 dominarala u svetlim, tek vidljivim BLP sa manjim uc¢es¢em kolonija
Leptolyngbia sp. tipa 1 (Slika 54 (18); Slika 59A; 59C, strelice 1). Na SEM mikrografijama

se moze videti da kolonije Leptolyngbia sp. prave cijanobakterijsku mrezu pomocu koje
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imobilisu Cestice (Slika 59B), dok su kolonije Chroococcidiopsis sp. zajedno sa svojim

izlu¢enim polisaharidima formirale amorfni, homogeni bioloski pokriva¢ (Slika 59D).

S
SEI  20kV

Slika 59. Sukcesija BLP. Slike sa stereomikroskopa pokazuju izrazito svetle (A, C, strelice 1) i
intezivno zelene BLP (A, C, strelice 2) koje su prekrivale donju ivicu komore. Na SEM
mikrografijama se vidi cijanobakterijska mreza (B) kolonija Leptolyngbia sp. svetlih BLP i

homogeni amorfni pokrivaé¢ (D) zelenih BLP koji su formirale kolonije Chroococcidiopsis sp.

4.3.4. Uticaj cijanobakterija na veli¢inu ¢estica u komorama

Uticaj cijanobakterija na veli¢inu cestica procenjen je poredenjem veliCine
navejavanih Cestica, ¢estica navejanih u prednjem delu eksperimentalne komore za simulaciju
oluja prasine, istalozenih Cestica lesnog sedimenta ispod BLP zadnjeg dela eksperimentalne

komore (Slika 60), kao i ¢estica navejanih u zadnjem delu kontrolne komore.
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Slika 60. Mesta uzorkovanja istaloZenih estica lesnog sedimenta ispod BLP eksperimentalne komore

Srednje veli¢ine navejavanih Cestica i razlic¢itih uzoraka iz eksperimentalne komore
(Cestica navejanih u prednjem delu eksperimentalne komore i istalozenih cestica ispod
formiranih BLP) prikazane su u Tabeli 15. Veli¢ina Cestica je odredivana pre i posle
uklanjanja organske materije i karbonata, gde je u svim uzorcima uofena manja veli¢ina
Cestica nakon uklanjanja organske materije i karbonata. U prednjem delu komore, gde su
simulirane oluje prasSine, uoc¢eno je smanjenje veli¢ine navejanih Cestica udaljavajuci se od
izvora vetra (ventilatora). Srednja veli¢ina navejavanih Cestica iznosila je 35,1 pm (28,7 pm
nakon uklanjanja organske materije i karbonata). Na samom ulazu prasine u komoru (ispod
izvora prasine) navejane su najkrupnije Cestice, te je njihova srednja veli¢ina Cestica bila veca
od navejavanih cestica i iznosila je 38,1 um (32,4 um nakon uklanjanja organske materije i
karbonata). Na samom kraju prednjeg dela komore, pred ulaz prasine u deo komore sa
razvijenim biofilmom, navejane su Cestice srednje veli¢ine 36,6 um, odnosno 29,1 um nakon
uklanjanja organske materije i karbonata.

Srednja veli¢ina istaloZzenih Cestica sedimenta ispod BLP (38,7 um ispod uzorka
Leptolyngbia sp. uzorak 3 i 40,8 um ispod uzorka Leptolyngbia sp. uzorak 18) je bila ve¢a od
navejavanih Cestica (35,1 pum) i cestica navejanih pred ulaz prasine u deo komore sa
razvijenim biofilmom (36,6 pm). Medutim, nakon uklanjanja organske materije i karbonata
1z uzoraka, srednja veli¢ina istalozenih Cestica sedimenta ispod BLP je bila ili sli¢na veli¢ini
Cestica koje su usle u zadnji deo komore (Leptolyngbia sp. uzorak 3) ili ¢ak manja
(Leptolyngbia sp. uzorak 18) (Slika 60) (Tabela 15).
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Srednje veli¢ine Cestica navejanih u kontrolnoj komori iznosile su: 1) 37,2 um (31 um
nakon uklanjanja organske materije i karbonata) za deo kontrolne komore koji odgovara
uzorku Leptolyngbia sp. uzorak 3 eksperimentalne komore; 2) 37 um (29,6 pm nakon
uklanjanja organske materije i karbonata) za deo kontrolne komore koji odgovara uzorku
Leptolyngbia sp. uzorak 18 eksperimentalne komore (podaci nisu prikazani). Poredeci
veli¢inu istalozenih Cestica sedimenta ispod BLP eksperimentalne komore (Tabela 15) sa
veli¢inom Cestica navejanih na odgovaraju¢im mestima kontrolne komore moze se zakljuditi
da su Cestice navejane u kontrolnoj komori pre uklanjanja organske materije i karbonata bile
manje od istalozenih cestica sedimenta ispod BLP eksperimentalne komore. Nakon
uklanjanja organske materije i karbonata, srednja veli¢ina istaloZenih Cestica sedimenta ispod

BLP je bila manja od ¢estica odgovarajuéih uzoraka kontrolne komore.

Tabela 15. Srednja veli¢ina Cestica iz uzoraka eksperimentalne komore

Usorak Zestica Srednja veliina Srednja veli¢ina
Cestica (um) Cestica (um)*
navejavane Cestice 35,1 28,7
ispod izvora prasine 38,1 32,4
o 10 cm od izvora prasine 38,5 32,8
51
% 20 c¢cm od izvora prasine 36,7 32,1
E 30 cm od izvora praSine 39 31,6
<
'q; 40 cm od izvora praSine 37,8 31
<
= 50 cm od izvora prasine 36,2 28,8
60 cm od izvora prasine 36,6 29,1
istaloZene Cestice Leptolyngbia sp. uzorak 3 38,7 29,4
ispod BLP Leptolyngbia sp. uzorak 18 40,8 249

* nakon uklanjanja organske materije i karbonata

Procentualna zastupljenost odredenih veli¢ina Cestica prikazana je u Tabeli 16.
Najvecu zastupljenost U svim ispitivanim uzorcima imale su cestice ¢ija se veli¢ina krece
16-44 pm. Cestice <44 pm (<5 um; 5-16 pum; 16-44 pm) su u uzorcima u kojima nije
uklonjena organska materija i karbonati imale manju zastupljenost u sedimentu ispod BLP,
udnosu na navejavane Cestice. Medutim, nakon uklanjanja organske materije i karbonata
njihova zastupljenost je ispod BLP bila sli¢cna ili ve¢a u odnosu na navejavane cCestice.

Krupnije Cestice (63-125 um i >125 um) su bile zastupljenije u sedimentu ispod BLP u
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odnosu na navejavane Cestice i Cestice navejane u delu komore gde je simulirana oluja
prasine. Na izlazu iz prednjeg dela komore, gde su simulirane oluje praSine, zastupljenost
Cestica 63-125 um je iznosila 21,47%, dok su pomenute Cestice u sedimentu ispod BLP
zauzimale veéi udeo (28,58% u uzorku 3, odnosno 31,93% u uzorku 18). Najkrupnije Cestice
(>125 pm) su pre uklanjanja organske materije i karbonata bile zastupljenije u istalozenim
Cesticama ispod BLP nego u navejavanim i navejanim Cesticama. One su imale 3,7 i 4,5 puta
vedi udeo u istaloZzenim ¢esticama sedimenta ispod BLP (uzorak 3 i uzorak 18, redom) nego u
navejavanim cesticama i 5 i 6 puta veéi udeo nego u Cesticama navejanim na izlazu dela
komore gde je vrSena simulacija oluja praSine. Medutim, nakon uklanjanja organske materije
i karbonata ove Cestice (>125 um) su ipak bile zastupljenije u navejavanim i navejanim
Cesticama. Zastupljenost ¢estica >125 pm u navejavanim Cesticama je bila 8,6 i 43 puta veca
nego u uzorcima istalozenih Cestica sedimenta ispod BLP (uzorak 3 i uzorak 18, redom).
Zastupljenost Cestica >125 pum u Cesticama navejanim na izlazu dela komore gde je vrSena
simulacija oluje prasine je bila 2,6 i 13 puta veca od uzoraka istalozenih Cestica sedimenta

ispod BLP (Tabela 16).
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Tabela 16. Procentualni udeo odredenih veli¢ina Cestica u uzorcima iz eksperimentalne komore. *nakon uklanjanja organske materije i karbonata

<Sum <5Sum* 5-16 um 5-16 um*  16-44 um  16-44 pm*  >63 pum  >63 um*  >125um  >125 pm*
Uzorak cCestica
% % % % % % % % % %
navejavane Cestice 8,74 9,54 14,75 19,70 37,51 40,52 21,92 14,98 2,99 0,86
ispod izvora
. 8,28 8,84 14,13 17,72 34,43 37,24 25,88 20,21 4,42 2,33
prasine
10 cm od izvora
. 8,18 9,2 13,6 17,64 34,69 36,29 25,77 20,79 4,02 2,35
prasine
8 20 cm od izvora
= ) 8,44 8,69 14,02 17,49 36,65 38,79 22,98 18,37 2,97 1,28
E prasine
% 30 cm od izvora
- . 7,02 8,58 12,05 17,58 37,3 39,91 24,46 17,48 2,02 1,24
= praSine
= 40 cm od izvora
7,28 8,74 12,48 17,89 38,29 40,66 23,16 16,14 2,64 0,8
prasine
50 cm od izvora
. 7,79 9,04 13,26 18,88 39,26 43,54 21,25 12,67 2,06 0,3
prasine
60 cm od izvora
7,27 8,79 12,75 18,52 39,87 43,92 21,47 12,62 2,22 0,26
prasine
Leptolyngbia sp.
v 8 7,57 9,19 13,48 18,78 34,77 41,73 28,58 14,01 11,22 0,1
£ o uzorak 3
g 2 o
= £ @ Leptolyngbia sp. 13,1
2z 37 6,19 11,18 21,63 33,92 45,46 31,93 8 13,55 0,02
2> uzorak 18
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Sa Grafikona 37. se moze videti prisustvo Cestica veli¢ine i preko 1200 pm u
uzorcima istalozenih Cestica sedimenta ispod BLP iz kojih nisu uklonjene organske materije i
karbonati, za razliku od uzoraka Cestica navejanih u delu komore za simulaciju oluja prasine
kod kojih nije uoceno prisustvo ¢estica veé¢ih od 210 pm u sva tri uzorka. U nekim uzorcima
navejanih Cestica tokom simulacija oluja prasine (uzorci na 60 cm od ulaza prasSine i ispod
ulaza prasine) je uoceno prisustvo Cestica vecih 300 i 500 um. Nakon uklanjanja organske
materije i karbonata (Grafikon 38) nije uoceno prisustvo Cestica krupnijih od 127 um u
istaloZzenim Cesticama sedimenta ispod BLP, dok su u navejanim ¢esticama uocene Cestice

veli¢ine do 210 pm.
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Grafikon 37. Zastupljenost odredenih veli¢ina Gestica u uzorcima navejanih ¢estica u delu komore za
simulaciju oluja praSine (ispod ulaza prasine, 40 cm od ulaza prasine i 60 cm od ulaza prasine) i

istalozenih Cestica sedimenta ispod BLP (Leptolyngbia sp. uzorak 3 i Leptolyngbia sp. uzorak 18)
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Grafikon 38. Zastupljenost odredenih veli¢ina Cestica u uzorcima navejanih cestica u delu komore za
simulaciju oluja praSine (ispod ulaza prasine, 40 cm od ulaza praSine i 60 cm od ulaza praSine) i
istaloZenih Cestica sedimenta ispod BLP (Leptolyngbia sp. uzorak 3 i Leptolyngbia sp. uzorak 18),

nakon uklanjanja organske materije i karbonata iz uzoraka

4.3.5. Akumulacija pigmenata nakon navejavanja

Prisustvo pigmenata u komorama, tokom suvog i1 vlaznog simuliranog perioda,
prikazano je na grafikonu 39. Prisustvo analiziranih pigmenata (hlorofila a, karotenoida i
scitonemina) nije nadeno u kontrolnoj komori. Akumulacija pigmenata hlorofil a,
karotenoida i scitonemina je detektovana u eksperimentalnoj komori. Na pomenutom
grafikonu se moze videti 1 razliCita koncentracija pomenutih pigmenata u suvom i vlaznom
stanju BLP eksperimentalne komore. Formirane bioloske pokorice su na vlazenje reagovale
metabolickom reaktivacijom, §to se moze videti u povecanju sadrzaja hlorofila a 0sam puta u
odnosu na suvo stanje istih pokorica. Sadrzaj karotenoida se povecao za tri ipo puta, dok se

sadrzaj scitonemina nakon vlazenja udvostrucio.
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Grafikon 39. Sadrzaj pigmenata hlorofila a, karotenoida i scitonemina u suvom i vlaznom stanju BLP

eksperimentalne i uzoraka kontrolne komore

4.3.6. Uloga bioloskih lesnih pokorica u spre¢avanju erozije lesnog sedimenta

Rezultati ispitivanja potencijala BLP u spre¢avanju erozije lesnog sedimenta
prikazani su na grafikonu 40. Sa pomenutog grafikona se moze zakljuciti da vestacki
razvijene BLP, inokulacijom soja Nostoc sp. IRN5D, imaju sposobnost sprecavanja erozije
Cestica lesnog sedimenta u odnosu na kontrolu. U kontrolnim petri plo¢ama, gde lesni
sediment nije imao razvijeni bioloski pokrivac, erodirano je skoro pet puta vise Cestica lesnog

sedimenta nakon njihovog izlaganja simuliranoj oluji vetra.

119



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
erodirano (g)

Grafikon 40. Sposobnost vestacki razvijenih BLP u petri plo¢ama, inokulacijom soja Nostoc sp.

IRNSD, u smanjenju erozije Cestica lesnog sedimenta prilikom izlaganja simuliranoj oluji vetra
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5. DISKUSIJA

5.1. Produkcija toksina, biomase, polisaharida i zaStitnih pigmenata

izolovanih cijanobakterijskih sojeva

5.1.1. Ekofiziologija izolovanih cijanobakterijskih sojeva

Preko 90% izolovanih cijanobakterijskih sojeva je pripadalo rodu Nostoc. Rod Nostoc
je jedna od najrasprostranjenijih filamentoznih azotofiksirajucih terestri¢nih cijanobakterija
koja ima sposobnost da formira makro i mikrokolonije (Dodds i sar. 1995). Nostoc sp. se
pojavljuje u svim tipovima bioloskih pokorica, obi¢no u povrSinskim slojevima (Belnap i
Lange, 2003; Budel i sar., 2016). Istrazujuéi cijanobakterijski diverzitet bioloskih pokorica
zapadne Evrope, Williams i sar. (2016) su ustanovili da je rod Nostoc jedan od rodova
pronadenih u svim ispitivanim bioloskim pokoricama. Siroko rasprostranjenje roda Nostoc
moze biti posledica sposobnosti da prezive periode isusivanja (Tomaselli 1 Giovannetti 1993).
Pored roda Nostoc, bioloske pokorice suSnih regiona Evrope kolonizovali su i rodovi
Tolypothrix i Scytonema (Roncero-Ramos i sar., 2019a). Tolypothrix sp. je izolovan kao
dominantna cijanobakterija prilikom kultivacije jednog od uzoraka BLP iz Srbije.
Heterocistne cijanobakterije, kao $to su izolovani sojevi iz rodova Nostoc i Tolypothrix ove
studije, mogu imati klju¢nu ulogu u sus$nim ekosistemima ucestvujuci u procesima kruZenja
azota i ugljenika u zemljistu (Roncero-Ramos i sar., 2019a). Cijanobakterijski sojevi rodova
Nostoc i Tolypothrix imaju sposobnsot azotofiksacije (Belnap, 2003; Johnson i sar. 2005). U
uslovima sa ograni¢enim izvorima azota, azotofiksirajuc¢i sojevi mogu biti favorizovani jer
obezbeduju rast i razmnozavanje cijanobakterija (Mur i sar., 1999). Giraldo-Silva i sar.
(2019) su u svojoj studiji ispituju¢i masovnu produkciju biomase cijanobakterija za potrebe
obnove bioloskih pokorica favorizovali izolaciju azotofiksiraju¢ih cijanobakterija. Prisustvo
jednocelijskih cijanobakterija roda Chroococcidiopsis je zabelezeno u bioloskim pokoricama
razli¢itih kontinenata (Biidel i sar., 2016). Iako je soj Chroociccidiopsis sp. L1 neheterocistni,
njegovu sposobnost azotofiksacije ne treba iskljuciti. Sposobnost sojeva Chroococcidiopsis
da fiksiraju azot je poznata, ali pod posebnim uslovima kultivacije i zastite od prisustva
kiseonika (Billi i Grilli Caiola 1996; Boison i sar., 2004).
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Dominacija roda Nostoc medu izolovanim sojevima ove studije je pre svega posledica
dominacije u kultivacionom medijumu tokom postupka izolacije. Masovni uzgoj terestri¢nih
cijanobakterija moze biti otezan zbog njihovog sporog rasta (Guljamov i sar., 2017). Stoga,
izolacija nativnih sojeva koji se lako kultivisu moze smanjiti troSkove masovne produkcije
biomase. Optimizacija uslova kultivacije takode moze imati znacajnu ulogu u smanjenju
troSkova masovne produkcije biomase. Roncero-Ramos i sar. (2019b) su pokazali da se
kultivacijom terestricne cijanobakterije Nostoc commune u medijumu napravljenom od
dubriva mogu smanjiti troskovi produkcije biomase i do 295 € po hektaru, u odnosu na
standardne medijume za gajenje cijanobakterija napravljene upotrebom hemikalija. Imajuéi u
vidu da je masovna produkcija biomase jedna od aktivnosti u procesu obnove degradiranih
povrsina, odabir sojeva koji se lako kultiviSu u odabranom medijumu moze doprineti
smanjenju troSkova potrebnih za sprovodenje procesa obnove degradiranih povrSina. U
procesu skrininga najpodesnijih sojeva u cilju obnove degradiranh povrSina, namecée se
zahtev za selekcijom samo onih sojeva koji nemaju potencijal produkcije cijanotoksina.
Pored toga, od posebne vaznosti su i sojevi koji imaju znacajnu produkciju polisaharida.
Sposobnost prezivljavanja nepovoljnih uslova se takode isti¢e kao bitna osobina izabranih
sojeva. Iz tih razloga radeni su eksperimenti analize toksi¢nosti izolovanih sojeva, produkcije

biomase, ukupnih i izlu¢enih polisaharida, kao i zastitnih pigmenata.

5.1.2. Toksi¢nost cijanobakterijskih sojeva

Cijanotoksini su raznovrsna grupa prirodnih toksina, kako sa hemijske tako i
toksikoloske tacke gledista (Sivonen i Jones, 1999). Cijanotoksini unutar ¢elije se nazivaju
intracelularni, dok oslobadanjem u spoljasnju sredinu postaju ekstracelularni. Oslobadanje
cijanotoksina u spoljasnju sredinu moze biti tokom zivota Celije, dok se najceS¢e deSava
nakon smrti ¢elije kada se cijanotoksini izlucuju zajedno sa celijskim sadrzajem (Chorus,
2001). U okviru ove studije izvrSena je procena ukupne toksi¢nosti izolovanih sojeva
(intracelularna i ekstracelularna toksi¢nost zajedno) i ni jedan od testiranih cijanobakterijskih
sojeva nije izazvao mortalitet larvi Artemia salina >20%. Najve¢i mortalitet je izazvan od
strane soja Tolypothrix sp. L4, starosti 16 nedelja, nakon 48 ¢asova izlozenosti larvi racica
uzorku ovog soja. Prema kriterijumima za odredivanje nivoa toksi¢nosti cijanobakterijskih
sojeva (Simeunovi¢, 2009; 2010), testirani cijanobakterijski sojevi su izazvali nizak mortalitet
(<50%).
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Negativan uticaj cijanotoksina na zdravlje ljudi (Soares i sar., 2006; Sviréev i sar.,
2017a; 2017b) pokazuje da je neophodna analiza cijanotoksina kako u vodenim tako i u
terestricnim ekosistemima. Uloga cijanotoksina u karcinogenezi je prepoznata (Svircev i sar.,
2010; 2013a; 2014; Zegura i sar., 2011). Desetogodi$nja epidemioloska studija u Srbiji je
pokazala znacajan porast ucestalosti primarnog kancera jetre u regionima u kojima se
vodosnadbevanje vrsi iz cvetajuéih akumulacija (Svircev i sar., 2013a). Ostecenja celija jetre
zavise od duzine izlozenosti i koncentracije mikrocistinima. Visoke doze mikrocistina-LR
(MC-LR) dovode do nekroze celija jetre, nesto nize (subletalne) koncentracije do apoptoze,
dok niske doze dovode do proliferacije celija (Svircev i sar., 2010). Hroni¢no izlaganje
niskim koncentracija MC-LR izaziva promociju tumora (Sviréev i sar., 2011). Analize
prisustva cijanotoksina u bioloskim pokoricama ukazuju na potencijal terestricnih
cijanobakterija da produkuju cijanotoksine. Cox i sar. (2009) su identifikovali prisustvo
cijanotoksina u pustinjskim bioloskim pokoricama, sto su kasnije potvrdili drugi i autori
(Metcalf i sar., 2012; 2015; Richer i sar., 2015; Chatziefthimiou i sar., 2020). Njihove studije
su pokazale prisustvo mikrocistina, anatoksina-a (S), BMAA, DAB i AEG (Tabela 17).
Produkcija cijanotoksina u pustinjskim bioloskim pokoricama je analizirana i na genskom
nivou. U pokoricama pustinje u Kataru pronadjeni su geni odgovorni za biosintezu
mikrocistina (mycD) (Metcalf i sar., 2012). Kada su u pitanju BLP, pronadeni su moguci
tragovi mikrocistina u dva uzorka BLP iz Irana (Duli¢ i sar., 2017). Prisustvo mikrocistina je
detektovano u nivou nekoliko ng/g upotrebom testa inhibicije protein fosfataze, dok je test
mortaliteta Artemia salina ukazao na mogucu toksi¢nost samo jednog uzorka (Duli¢ i sar.,
2017). Studija toksicnosti i prisustva cijanotoksina u BLP poreklom iz Srbije (Tokodi, 2016)
nije ukazala na prisustvo cijanotoksina u analiziranim uzorcima. Imaju¢i u vidu
rasprostranjenost bioloSkih pokorica u pustinjama i lesnim regionima, dalja istrazivanja
prisustva cijanotoksina u bioloskim pokoricama su neophodna.

Unistavanje bioloskih pokorica aridnih i semi-aridnih sredina moze dovesti do
stvaranja znacajne praSine u vazduhu koja u sebi sadrzi celije cijanobakterija. 1zlaganje
ovakvoj prasini predstavlja opasnost od izlozenosti cijanotoksinima (Cox i sar., 2009).
Prasina noSena vetrom svoj negativan uticaj ispoljava kilometrima daleko od mesta porekla
(Goudie, 2014). Stoga, cijanobakterije i cijanotoksini noSeni prasinom mogu uticati na
udaljene terestri¢ne i akvati¢ne ekosisteme. Udisanje cijanotoksina kao §to su BMAA i DAB
moze predstavljati znaCajan rizik u razvoju amiotrofi¢ne lateralne skleroze i drugih
neurodegenerativnih bolesti (Cox i sar., 2009). Pustinjske bioloske pokorice iz Katara su

pokazale prisustvo cijanotoksina (Tabela 17) sa razli¢itim delovanjem. Izlozenost ovim
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cijanotoksinima istovremeno predstavlja rizik od nastanka razli¢itih oboljenja (Metcalf i sar.,
2015). Uocena je akumulacija cijanotoksina (BMAA, DAB i AEG) u dubljim slojevima tla
pustinje u Kataru, do dubine izmedu 95 i 105 cm (Chatziefthimiou i sar., 2020). Ovakva
akumulacija cijanotoksina moze dovesti do kontaminacije podzemnih voda i indirektnog
uticaja cijanotoksina poreklom iz bioloskih pokorica na zdravlje ljudi, zivotinja i biljaka.
Richer i sar. (2015) su pokazali da mehani¢ko ostecenje ili uklanjanje bioloskih pokorica ne
mora da uti¢e na sadrzaj cijanotoksina, predstavljajuci na taj nacin zemljiste ispod pokorica
rezervoarom cijanotoksina akumuliranih tokom niza godina. Kasnija emisija ovih toksina

prasinom moze imati znacajan uticaj na zdravlje ljudi i zivotinja, kao i biljke.

Tabela 17. Identifikovani cijanotoksini u bioloskim pokoricama aridnih i semi-aridnih sredina

Cijanotoksin Lokalitet Referenca
Cox i sar., 2009; Metcalf i sar., 2015;
Chatziefthimiou i sar., 2020;
Cox i sar., 2009; Metcalf i sar., 2015; Richer i sar.,

BMAA Pustinja, Katar

DAB Pustinja, Katar S
2015; Chatziefthimiou i sar., 2020;
Metcalf i sar., 2015; Richer i sar., 2015;
AEG Pustinja, Katar o
Chatziefthimiou i sar., 2020;
Microcistini Pustinja, Katar Metcalf i sar., 2012;
Anatoksin-a (S) Pustinja, Katar Metcalf i sar., 2012;

mycD gen Pustinja, Katar Metcalf i sar., 2012;

Ova studija je pokazala da su bioloski testovi toksi¢nosti detektovali sojeve bez ili sa
niskom toksi¢nosti. Nijedan soj u okviru ove studije nije izazvao mortalitet larvi raci¢a iznad
17%. Studija toksi¢nosti i prisustva cijanotoksina u BLP sa Titelskog Lesnog platoa (Tokodi,
2016) takode nije ukazala na prisustvo cijanotoksina primenom dve metode (Artemia salina
bioloSki test toksi¢nosti 1 test inhibicije protein fosfataze). Potencijalna objaSnjenja
netoksicnosti terestricnih cijanobakterijskih sojeva su sumirana u studiji Tokodi (2016) i
ukljucuju nedostatak kompeticije sa drugim mikroorganizmima i dostupnost nutrijenata. lako
su zabelezeni mortaliteti u ovoj studiji bili niski, vecina sojeva (63,63%) je izazvala veci
mortalitet u podlozi bez izvora azota. Predlozena uloga najée$¢e pronadenog toksina u
bioloskim pokoricama, BMAA, je u prilagodavanju uslovima nedostatka azota (Downing i
sar., 2011; 2015). Primecena je veca koncentracija BMAA pri nedostatku azota, dok je

izlaganje izvoru azota rezultiralo smanjenjem koncentracije BMAA (Downing i sar., 2011).
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Rezultati ove studije i dostupna literatura pokazuju da su neophodna dalja istrazivanja
toksi¢nosti terestri¢nih cijanobakterija, kao i eventualne sudbine i uloge cijanotoksina u
terestricnim ekosistemima. U slucaju upotrebe selektovanih sojeva cijanobakterija u
aktivnostima restoracije oStecenih pokorica lesnih sedimenata i podru¢ja zahvacenih
dezertifikacijom svakako bi bilo neophodno ispitati i prisustvo gena koji kodiraju poznate

cijanotoksine.

5.1.3. Produkcija biomase cijanobakterijskih sojeva

Azot je jedan od najvaznijih hranljivih sastojaka potrebnih za rast cijanobakterija,
sintezu proteina i drugih celijskih komponenti (Kharzi i sar., 2018; Aboim i sar., 2019).
Cijanobakterije se isti¢u po sposobnosti da fiksiraju N> iz vazduha i u procesu azotofiksacije
ga pretvore u amonijak. Medutim, proces azotofiksacije je energetski zahtevan proces.
Studije su pokazale da prisustvo izvora azota u hranljivoj podlozi doprinosi poveéanju
biomase kultura cijanobakterija (Chaneva 1 sar., 2007; Yu 1 sar., 2010; Babi¢, 2018; Aboim 1
sar., 2019). Cijanobakterije mogu da koriste razliCite izvore azota kao $to su amonijum, nitrat,
nitrit, ureu, aminokiseline (Herrero i sar., 2001). Koris¢eni izvor azota (NaNOs) u okviru ove
studije je pospesio produkciju biomase kod vecine testiranih sojeva nakon sedam nedelja
kultivacije (18 od 22 testirana soja) i nakon 16 nedelja kultivacije (21 od 22 testirana soja).
Druge studije su isto pokazale da upotreba NaNOs kao izvora azota moze da pospesi
produkciju biomase cijanobakterija (Yu i sar., 2010; Babi¢, 2018; Kharzi i sar., 2018; Aboim
i sar., 2019). Posmatrani uticaj izvora azota je potvrden statistickom analizom rezultata koja
je pokazala da sastav kultivacionog medijuma (izvor azota) ima veci uticaj na produkciju
biomase izolovanih sojeva, u odnosu na uticaj pojedina¢nog soja koji takode ima statisticki
znacajan uticaj. Rezultati ove studije su u skladu sa zapazanjem Kharzi i sar. (2018) koji su
istakli da vrsta izvora azota u medijumu igra znafajnu ulogu u odredivanju rasta
cijanobakterija i produkcije pigmenata. Njihovi rezultati su pokazali da NH4Cl moze imati
stimulirajuci efekat na produkciju biomase sojeva Phormidium sp. i Pseudoscillatoria sp.,
dok kod soja Arthrospira platensis deluje inhibitirno i izaziva uginuée kulture.

Najveca izmerena biomasa nakon sedam nedelja kultivacije iznosi 941,17 mg/L
(Nostoc sp. M1, u podlozi sa izvorom azota). Prema Ordog (2001), veoma produktivnim
sojevima se smatraju oni kod kojih je finalna biomasa kulture oko 2 mg/mL, dok dobri

producenti biomase postizu produkciju izmedu 1 i 2 mg/mL. Prema pomenutoj klasifikaciji,
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sojevi izolovani u okviru ove studije se ne mogu smatrati dobrim producentima biomase
nakon sedam nedelja kultivacije. Medutim, u toku posmatranog perioda oni nisu dostigli
maksimalnu produkciju biomase obzirom da se vec¢ina sojeva i u sedmoj nedelji kultivacije
nalazila u eksponencijalnoj fazi rasta. Guljamow i sar. (2017) su istakli da biotehnoloska
primena terestri¢nih sojeva cijanobakterija moze biti ograni¢ena poteskocama u produkciji
dovoljne koli¢ine biomase jer ih karakteriSe spor rast. Sa druge strane, ovi sojevi mogu biti
od velikog biotehnoloskog znacaja zbog dugog odrzavanja eksponencijalne faze rasta. Prema
Svir¢ev (2005), klju¢em uspeSne proizvodnje biomase se smatra odrzavanje kulture u
eksponencijalnoj fazi rasta jer se time ¢elije odrZzavaju u primarnom metabolizmu i dobija se
biomasa bez sekundarnih metabolita.

Odsustvo izvora azota u kultivacionom medijumu je rezultiralo ranijim dostizanjem
stacionarne faze rasta kod nekih sojeva (Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L5,
Nostoc sp. L6, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. IRN6). Jedini soj koji je dostigao stacionarnu
fazu rasta, nezavisno od prisustva izvora azota, je soj Nostoc sp. IRN6. Najranije dostizanje
maksimalne produkcije biomase i Kkasnhije uginu¢e kulture je uoceno kod soja
Chroococcidiopsis sp. L1. lako neki sojevi Chroococcidiopsis imaju sposobnost
azotofiksacije, za to su potrebni posebni uslovi kao sto su nizak intenzitet svetlost i nizi
sadrzaj kiseonika (Billi i Grilli Caiola 1996; Boison i sar., 2004). Obzirom da pomenuti
uslovi nisu zadovoljeni u okviru ove studije, u 16. nedelji kultivacije je uoceno uginuce
kulture ovog soja.

Nakon 16 nedelja kultivacije doslo je do povecanja biomase kod vecine (14 sojeva)
testiranih sojeva u oba testirana medijuma, u odnosu na sedmu nedelju kultivacije.
lako je kod sojeva Nostoc sp. IRN6 (u podlogama BG11 N+ i BG11 N-), Nostoc sp. L5 i
Nostoc sp. GP14 (u podlozi BG11 N- oba) tokom prvih sedam nedelja kultivacije zabeleZen
blagi pad u koli¢ini produkovane biomase u odredenom trenutku, izmerena je veca koli¢ina
biomase u 16. nedelji kultivacije u odnosu na sedmu nedelju. Ovakav obrazac ponasanja
sojeva ukazuje da je u meduvremenu (izmedu sedme i 16. nedelje kultivacije) doslo do
oporavka kultura i ponovnog rasta biomase. Soj koji je produkovao najve¢u biomasu nakon
sedam nedelja kultivacije (Nostoc sp. M1) je jedini pokazao smanjenje biomase u obe
testirane podloge u 16. nedelji kultivacije. Kod ostalih sojeva je vrsta izvora azota imala
ulogu u odredivanju rasta izmedu sedme i 16. nedelje kultivacije. Odsustvo izvora azota je
dovelo do ranijeg dostizanja stacionarne faze rasta i smanjenja biomase u 16. nedelji
kultivacije kod Sest testiranih sojeva (Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L2,
Nostoc sp. L6, Nostoc sp. SS1, Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. ZJ1). Stoga, upotrebom NaNO3
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kao izvora azota ovi sojevi bi se mogli duze odrzavati u eksponencijalnoj fazi rasta.
Smanjenje biomase sojeva Chroococcidiopsis sp. L1 i Nostoc sp. L6 u 16. nedelji kultivacije
u podlozi BG11 N- je opravdano uzimaju¢i u obzir da su maksimalnu produkciju biomase, a
zatim postepen pad, pokazali ve¢ u toku prvih sedam nedelja kultivacije (4. i1 6. nedelja).
Rezultati ukazuju da je kod ostalih sojeva (Nostoc sp. L2, Nostoc sp. SS1, Nostoc sp. SS4,
Nostoc sp. ZJ1) prilikom kultivacije u podlozi bez izvora azota stacionarna faza dostignuta u
periodu uzmedu sedme i 16. nedelje kultivacije. Samo je soj Nostoc sp. L2-2 ranije dostigao
stacionarnu fazu u podlozi sa izvorom azota i pokazao smanjenje biomase u 16. nedelji
kultivacije, u odnosu na sedmu nedelju kulivacije. Stoga, pored vrste izvora azota na
produkciju biomase znacajno utice i trajanje kultivacije, kao i specificnosti samih sojeva.

Nakon 16 nedelja kultivacije Sest sojeva (Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6-2,
Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRN5K, Nostoc sp. IRN8) je pokazalo
produkciju biomase iznad 2 mg/mL. Prema klasifikaciji Ordog, (2001), ovi sojevi se mogu
smatrati visoko produktivnim sojevima. Sojevi Nostoc sp. L5 i Nostoc sp. IRNSI se isticu po
visokoj produkciji u obe testirane podloge. Soj Nostoc sp. L5 se dodatno izdvojio po
produkciji slicne biomase u obe testirane podloge 1 po najve¢oj produkovanoj biomasi u
podlozi bez izvora azota. Najveca izmerena biomasa nakon 16. nedelja je iznosila Cak
3240,73 mg/L, produkovana od strane soja Nostoc sp. IRNS u podlozi sa izvorom azota. Jo$
osam testiranih sojeva se mogu klasifikovati kao dobri producenti, od kojih su dva soja to
svojstvo pokazala u obe testirane podloge (Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRN6), a preostali
samo u podlozi sa izvorom azota (Nostoc sp. R1, Nostoc sp. SS1, Nostoc sp. SS4,
Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. ZJ1). Stoga, od ukupno 22 testirana soja, 14
sojeva je pokazalo visoku produkciju biomase. lako poreklom terestri¢ni, sojevi izolovani iz
BLP mogu biti kultivisani u te€nom medijumu i1 produkovati znacajnu koli¢inu biomase, a
samim tim omoguciti dovoljnu koli¢inu biomase za inokulaciju degradiranih povrsina ili
upotrebu u druge biotehnoloske svrhe.

Studije su pokazale da povecanje intenziteta svetlosti i trajanja osvetljenja (Chaneva i
sar., 2007; Kovac i sar., 2017; Kovac, 2017; Aboim i sar., 2019), kao i dodavanje izvora
organskog ugljenika u medijum (Kovac¢ i sar., 2017; Kova¢, 2017) mogu povecati produkciju

biomase.
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5.1.4. Produkcija polisaharida cijanobakterijskih sojeva

Lynch i Bragg (1985) su kao dva glavna mehanizma u stabilizaciji tla istakli
sposobnost mikroorganizama, uglavnom filamentoznih, da mehanicki vezuju cestice i
produkuju materije koje imaju sposobnost povezivanja cestica. Cijanobakterije svojom
povrsinskom mrezom filamenata vrse mehanicko povezivanje ¢estica, dok istovremeno imaju
ulogu lepka zbog egzopolisaharida koje luce (Malam Issa i sar., 2001). Hu i sar. (2003) su
utvrdili direktnu povezanost produktivnosti egzopolisaharida i sposobnosti sojeva u
stabilizaciji cestica peska. Stoga, ispitivanje potencijala cijanobakterijskih sojeva u produkciji
egzopolisaharida zasluzuje posebnu paznju kada je u pitanju njihova upotreba u obnovi
degradiranih povrsina.

Produkcija izlu¢enih polisaharida testiranih sojeva nije uvek pratila produkciju
ukupnih polisaharida. Sojevi sa najve¢om koli¢inom izluc¢enih polisaharida nisu produkovali i
najvece kolicine ukupnih polisaharida u datoj podlozi tokom ispitivanih perioda kultivacije.
Singh i Das (2011) su ispituju¢i produkciju polisaharida cijanobakterija takode primetili da su
se kao najbolji producenti izlucenih i ukupnih polisaharida izdvojili razli¢iti sojevi. U podlozi
sa izvorom azota, soj Tolypothrix sp. L4 se istakao kao soj sa najvec¢om koli¢inom izlucenih i
ukupnih polisaharida u kultivacionom medijumu u sedmoj nedelji kultivacije.

Otero i Vincenzini (2003) su pokazali da je uticaj prisustva nitrata kao izvora azota na
produkciju ukupnih i izlu¢enih polisaharida tri soja roda Nostoc specifi¢an za svaki soj. Ova
studija je pokazala da prisustvo/odsustvo izvora azota deluje razlicito na prinos ukupnih i
izlucenih polisaharida kod sojeva Nostoc sp. L2, Nostoc sp. L2-2, Tolypothrix sp. L4,
Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. SS1, Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LP8-2,
Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. IRN6, Nostoc sp. IRN8. Da je prinos polisaharida specifi¢an za
soj potvrduje i statisticka analiza koja je pokazala da na prinos izlucenih i ukupnih
polisaharida najve¢i uticaj ima specificnost izolovanog soja. Prinosi izlu¢enih polisaharida u
okviru ove studije su u skladu sa vrednostima dobijenim u studiji Richert i sar. (2005), iako je
kultivacija njihovih sojeva vrSena pod drugaéijim uslovima: konstantno osvetljenje, visa
temperatura, aeracija 1 mehanicko meSanje. Brojne studije su pokazale da konstantno
osvetljenje, veci intenzitet svetlosti, visoke temperature i aeracija mogu znacajno poboljsati
sintezu izluenih polisaharida (Moreno i sar., 1998; Nicolaus i sar., 1999; Trabelsi i sar.,
2009; Mota 1 sar., 2013). Dalja optimizacija uslova kultivacije bi mogla rezultirati ve¢im
prinosom izlucenih polisaharida nego $to je izmereno u okviru ove studije. Stoga, neophodna

je optimizacija uslova kultivacije u skladu sa karakteristikama soja i potrebama za odredenim
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tipom polisaharida. Imajuci u vidu da je azot jedan od dva najbitnija limitirajuca faktora u
susnih predelima, uticaj azota na produkciju egzopolisaharida predstavlja jedan od bitnih
faktora kultivacije prilikom odabira sojeva za obnovu degradiranih povrsina.

Ova studija je potvrdila ranija zapazanja (sumirano u Pereira i sar., 2009; Rossi i De
Philippis, 2015) o razli¢itom uticaju izvora azota na sintezu egzopolisaharida. Uticaj izvora
azota na prinos izlucenih polisaharida i koli¢inu izlu¢enih polisaharida za svaki soj u sedmoj
nedelji kultivacije moze se videti na grafikonu 41. Prisustvo izvora azota je stimulisalo i
koli¢inu i prinos izlucenih polisaharida sojeva Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP4,
Nostoc sp. LP8-2 u oba posmatrana kultivaciona perioda, dok su sojevi Nostoc sp. M1 i
Nostoc sp. R5-2 stimulisani odsustvom izvora azota u podlozi. Kod sojeva
Chroococcidiopsis sp. L1, Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. R1, Nostoc sp. SS4, Nostoc sp. ZJ1,
Nostoc sp. IRN8 je izmerena vecéa koli¢ina izlucenih polisaharida u podlozi BG11 N+ u
jednom od perioda kultivacije, ali je prinos uvek bio veci u podlozi bez azota. Prethodne
studije su uocile da nedostatak izvora azota stimuliSe sintezu egzopolisaharida (De Philippis i
sar., 1993; Otero i Vincenzini, 2003; Pereira i sar., 2009). U uslovima nedostatka izvora azota
dolazi do povec¢anja odnosa ugljenika i azota zbog ¢ega u cilju skladiStenja ugljenika dolazi
do sinteze polisaharida koji kasnije predstavljaju rezervoar ugljenika (Otero i Vincenzini,
2003). U okviru ove studije je primeceno da i drugaciji uslovi kultivacije, u pogledu prisustva
izvora azota, mogu razli¢ito delovati na prinos izlu¢enih polisaharida jednog istog soja u
razli¢itim fazama rasta kultura. Sojevi Nostoc sp. L2-2, Nostoc sp. L5, Nostoc sp. LR7,
Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRNSK, Nostoc sp. IRN6 su u sedmoj nedelji kultivacije imali
bolji prinos izlu¢enih polisaharida u uslovima bez izvora azota, dok je prinos u starijim
kulturama bio bolji sa izvorom azota. Za razliku od njih, kod sojeva Nostoc sp. L2,
Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L6, Nostoc sp. SS1, Nostoc sp. IRN5D je bolji prinos u
podlozi BG11 N+ u sedmoj nedelji kultivacije zamenjen boljim prinosom u BG11 N- u
starijim kulturama. Statisticka analiza podataka je potvrdila da statisticki znacajan uticaj na
koli¢inu izluéenih polisaharida u kultivacionom medijumu i prinos izlu¢enih polisaharida
imaju pojedina¢ni sojevi i sastav mineralne podloge. Nekoliko studija je pokazalo da se
produkcija egzopolisaharida pojac¢ava ulaskom kulture u stacionarnu fazu rasta (De Philippis
1 Vincenzini, 1998; Moreno i sar., 1998; Su i sar., 2007), §to je u okviru ove studije dovelo do
veceg prinosa izlucenih polisaharida starijih kultura u drugom kultivacionom medijumu u
odnosu na sedmu nedelju. Kod sojeva Nostoc sp. L5 i Nostoc sp. IRN6 je u prvom
posmatranom periodu doslo do dostizanja stacionarne faze u podlozi BG11 N- u kojoj je i

prinos bio veéi. Kasnija promena boljeg prinosa u drugom Kkultivacionom medijumu moze
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biti posledica oporavka kulture u podlozi BG11 N- i ponovnog usmeravanja energije na rast,
zbog Cega je prinos izlucenih polisaharida starijih kultura bio bolji u podlozi BG11 N+.
Druge studije su pokazale da su cijanobakterije sposobne da za potrebe rasta koriste ugljenik
iz egzopolisaharida dobijen njihovom razgradnjom pod uticajem ekstracelularnih enzima
(Stuart i sar., 2016a; 2016b). Kultivacija sojeva nakon sedme nedelje je nastavljena u
uslovima smanjenog intenziteta svetlosti, $to je u skladu sa zapazanjem Stuart i sar. (2016a) o
vecoj aktivnosti enzima koji razlazu egzopolisaharide tokom tamne faze kultivacije.
Kultuvacija sojeva u ovim uslovima smanjenog intenziteta svetlosti od sedme do 16. nedelje
opravdava uoceno smanjenje koli¢ine izlu¢enih polisaharida sojeva Tolypothrix sp. L4 i
Nostoc sp. SS1 u podlozi sa izvorom azota i sojeva Nostoc sp. L2-2, Nostoc sp. R1,
Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. LR7, Nostoc sp. IRN5I u podlozi bez izvora
azota uprkos povecanju biomase. Su i sar. (2007) su takode primetili smanjenje produkcije
egzopolisaharida soja Cyanothece sp. 113 u kulturama starijim od 12 dana usled njihove
razgradnje enzimima u starijim kulturama. Kod sojeva Tolypothrix L4, Nostoc sp. LR7,
Nostoc sp. IRN5D, Nostoc sp. IRNSI, Nostoc sp. IRNSK, je uocena promena prinosa ali ne 1
dostizanje stacionarne faze kultura. Obzirom da su se njihove kulture jo§ uvek nalazile u
eksponencijalnoj fazi rasta, intenzitet svetlosti je jo§ uvek bio visok zbog manje gustine
kultura. Pokazano je da svetlost ima pozitivan uticaj na produkciju egzopolisaharida (Otero i
Vincenzini, 2003; Khattar i sar., 2010; Yu i sar., 2010). Sinergisti¢ki efekat smanjenog
intenziteta svetlosti, prisustva/odsustva izvora azota i starosti kulture mogu biti razlog
uocCenih promene u prinosu izlu¢enih polisaharida. Rezultati ove studije su u skladu sa
prethodnim zaklju¢cima da je odgovor cijanobakterija na izvor azota u pogledu produkcije
egzopolisaharida specifican za vrstu (De Philippis i Vincenzini, 1998; De Philippis 1 sar.,
1998; Nicolaus i sar., 1999; Pereira i sar., 2009).
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Grafikon 41.0dnos uticaja prisustva/odsustva izvora azota na prinos izlucenih polisaharida i koli¢inu
izluéenih polisaharida u kultivacionom medijumu izolovanih cijanobakerijskih sojeva u sedmoj

nedelji kultivacije

Ova studija je pokazala da produkcija izlu¢enih i ukupnih polisaharida u kultivacionoj
podlozi ne mora da prati produkciju biomase, nego predstavlja sposobnost pojedinacnog soja
u produkeciji polisaharida. Soj sa najve¢om koli¢inom izlu¢enih polisaharida (Nostoc sp. L2,
nakon 16 nedelja kultivacije, u podlozi BG11 N+) se nije izdvojio ni kao visoko produktivan,
ni kao dobar producent biomase. Nakon sedam nedelja kultivacije, najvecu koli¢inu izlu¢enih
I jednu od najvecih koli¢ina ukupnih polisaharida je imao soj Tolypothrix sp. L4 (podloga
BG11 N+) koji se takode nije istakao po produkciji biomase. Kada je u pitanju koli¢ina
ukupnih polisaharida nakon 16 nedelja kultivacije, soj sa najve¢om koli¢inom ukupnih
polisaharida (Nostoc sp. IRN5I) se jeste pokazao kao veoma produktivan soj biomase, ali nije
produkovao najviSe biomase medu testiranim sojevima. Rezultati ovih istrazivanja su u
skladu sa drugim studijama (Moreno i sar., 1998; 2003; Otero i Vincenzini, 2003) koje su
pokazale da uslovi kultivacije koji pospesuju produkciju biomase odredenog soja ne moraju
delovati isto i na produkciju polisaharida. Prinos izlu¢enih polisaharida i produkcija biomase
su takode kod vecine sojeva bili stimulirani razli¢itim uslovima kultivacije (Grafikon 42), u
pogledu prisustva izvora azota u kultivacionom medijumu. Ovi rezultati su u skladu sa

statistickom obradom podataka koja je pokazala da razliciti faktori imaju znac¢ajniji uticaj na
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prinos izlu¢enih polisaharida (pojedina¢ni soj) i produkciju biomase (sastav kultivacionog
medijuma). Prinos izlucenih polisaharida i produkcija biomase u sedmoj nedelji kultivacije su
kod sedam sojeva (Nostoc sp. L2, Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. R1, Nostoc sp. SS1,
Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LP4, Nostoc sp. IRN5D) bile stimulisane istim uslovima

kultivacije u pogledu prisustva izvora azota u medijumu.
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Grafikon 42. Odnos uticaja prisustva/odsustva izvora azota na produkciju biomase i prinos izlu¢enih

polisaharida izolovanih cijanobakterijskih sojeva u sedmoj nedelji kultivacije

Izlu¢eni polisaharidi soja Nostoc sp. IRN6 su u kulturi staroj sedam nedelja Cinili
76,83% ukupnih polisaharida, dok je udeo izlu¢enih polisaharida nekih starijih kultura bio jo$
veéi, na primer soj Nostoc sp. L2-2 (84,9%). De Philippis i sar. (1998) su pokazali da izlu¢eni
polisaharidi biotehnoloski perspektivnih sojeva roda Cyanothece nisu ¢inili preko 70%
ukupnih polisaharida. Ovi rezultati ukazuju na visok potencijal ispitivanih sojeva u produkciji
izluCenih polisaharida. Sojevi Nostoc sp. L6-2 u obe podloge, soj Nostoc sp. M1 u podlozi
bez azota i soj Nostoc sp. IRN6 u podlozi sa azotom su se istakli po udelu izlucenih
polisaharida u oba posmatrana perioda koji su €inili vise od 50% ukupnih polisaharida. Ovi
rezultati su pokazali da je sposobnost izlucivanja polisaharida specifi¢na za pojedina¢ni soj i
da moze biti uslovljena prisustvom izvora azota u kultivacionom medijumu. ZapaZanja ove

studije su u skladu sa prethodnim zaklju¢cima da produkcija egzopolisaharida cijanobakterija
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veéinom zavisi od vrste cijanobakterije i uslova kultivacije (Nicolaus i sar., 1999; Pereira i
sar., 2009; De Philippis i Vincenzini, 1998).

Proizvodnja izlu¢enih polisaharida uzrokuje progresivno povecéanje viskoznosti
kultivacionog medijuma (De Philippis i sar., 1991; De Philippis i Vincenzini, 1998). Uticaj
izvora azota na koli¢inu izlu€enih polisaharida i viskozitet kultivacionog medijuma je bio
razli¢it (Grafikon 43). Nakon sedam nedelja kultivacije kod veéine (16 sojeva) sojeva je
koli¢ina bila ve¢a u podlozi BG11 N+, dok je viskozitet kod vecine sojeva bio veci u podlozi
BG11 N-. Nakon 16 nedelja kultivacije je viskozitet bio veci kod veéine sojeva u podlozi
BG11 N+, kao i koli¢ina (Grafikon 43). Ovi rezultati su u skladu sa statistickim analizama
koje pokazuju da najveci uticaj na viskozitet medijuma izolovanih sojeva i koli¢inu izlu¢enih

polisaharida ima sastav kultivacionog medijuma (izvor azota), ali da statisticki znacajno utice
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Grafikon 43. Odnos uticaja prisustva/odsustva izvora azota na viskozitet i koli¢inu izlu¢enih

polisaharida u kultivacionom medijumu izolovanih cijanobakterijskih sojeva u 16. nedelji kultivacije

Viskozitet kultivacionog medijuma u ovoj studiji nije pokazao striktnu pozitivnu
korelaciju sa prinosom ili koli¢inom izlu¢enih polisaharida (Grafikon 43). Nakon sedam
nedelja kultivacije najvisi viskozitet je dobijen u kulturi soja Nostoc sp. LP8-2 (18,99 mPa-s)
¢ij1 su 1 koli¢ina 1 prinos izlu€enih polisaharida bili medu niZim vrednostima u okviru ove
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studije. Soj sa najve¢im prinosom Chroococcidiopsis sp L1 je imao nizi viskozitet
(6,76 mPa-s), dok je soj sa najvecom koli¢inom Tolypothrix sp. L4 imao veoma nizak
viskozitet (0,37 mPa-s). U starijim kulturama je najvisi viskozitet izmeren kod soja
Nostoc sp. L2 u podlozi BG11 N- koji je imao ¢etvrti po redu prinos izlu¢enih polisaharida.
Pomenuti soj je imao najvecu koli¢inu izlu¢enih polisaharida, ali u podlozi sa izvorom azota
gde je izracunat viskozitet bio nesto nizi (22,88 mPa-s). Ostali sojevi sa visokim viskozitetom
(Nostoc sp. L2-2 i Nostoc sp. L6, u obe podloge) su se istakli po prinosu, ali ne i po koli¢ini
izlucenih polisaharida. Takode, soj Nostoc sp. L2-2 se po prinosu istakao samo u podlozi
BG11 N+. Rezultati ove studije ukazuju na to da kljuc¢nu ulogu u odredivanju viskoziteta
kultivacionog medijuma nema koli¢ina ili prinos izlu¢enih polisaharida. Hu i sar. (2003) su u
svojoj studiji takode zapazili da soj (Microcoleus vaginatus) sa najve¢im sadrzajem Secera
ima najnizu vrednost viskoziteta. Whistler i Daniel (1990) su pokazali da polisaharidi veéih
molekulskih masa i linearnije strukture imaju veci viskozitet. Cijanobakterije su poznate po
produkciji egzopolisaharida velikih molekulskih masa (Pereira i sar., 2009), ¢ak veé¢ih od
sirove ksantanske gume (Roncevic¢ i sar., 2019). Na primer, Cyanospira capsulata, Anabaena
spiroides i Phormidium 94 proizvode egzopolisaharide ¢ije molekulske mase iznose oko
2 MDa (Pereirra i sar., 2009). Na viskozitet utice i prisustvo naelektrisanih grupa, proteinskih
ostataka i neorganskih soli u izlu¢enim polisaharidima, kao i pH vrednost (De Philippis i
Vincenzini, 1998; Hu i sar., 2003). Stoga, iako su prinos i/ili koli¢ina izlu¢enih polisaharida
nekih sojeva bili niski, kvalitet izluCenih polisaharida u pogledu molekulskih masa, sadrzaju
monosaharida, zastupljenost naelektrisanih grupa i proteina u njihovom sastavu mogu uticati
na viskozitet. Ovi rezultati su skladu sa zapazanjem Otero i Vincenzini (2003), da je uticaj

prisustva kombinovanog azota na sintezu polisaharida specifi¢an za svaku vrstu.

5.1.5. Produkcija zastitnih pigmenata cijanobakterijskih sojeva

Smanjenjem ozonskog omotaca doslo je do povecanja Stetnog UV zracenja koje
dospe do Zemljine povrsine. UV zracenje ima direktan i indirektan Stetan uticaj na
cijanobakterije zbog apsorpcije biomolekulima (na primer: nukleinske kiseline i proteini) i
UV-indukovanog oksidativnog stresa, sto moze da dovede do letalnog ishoda (Singh i sar.,
2010). Singh i sar. (2010) su u okviru svoje studije sumirali uocene uticaje UV zracenja na
cijanobakterije: oste¢enje proteina i DNK, odlozena diferencijacija vegetativnih celija u
heterociste i akinete, raskidanje filamenata, promene u pokretljivosti i orjentaciji celija u
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zajednici, otezan rast i prezivljavanje, smanjenje sadrzaja fikobiliproteina i gubitak
nitrogenaze. Medutim, cijanobakterije su razvile nekoliko mehanizama odbrane od stetnog
UV zracenja (Singh i sar., 2010; Rastogi i sar., 2014), od kojih je jedan i produkcija UV
zaStitnih pigmenata.

Poredec¢i sposobnost sojeva da produkuju ispitivane UV zastitne pigmenate primeceno
je da 16 sojeva ima sposobnost produkcije MOMA, u odnosu na produkciju MOSA koju je
pokazalo 11 testiranih sojeva. Ispitujuci sposobnost produkcije MOMA i MOSA kod 15
cijanobakterijskih sojeva, Lali¢ i sar. (2020) su zabelezili produkciju MOMA kod svih
sojeva, dok je prisustvo MOSA zabelezeno kod osam cijanobakterijskih kultura (Lali¢ i sar.,
2020). Nasuprot MOSA jedinjenja cija je produkcija najéesce stimulisana UV zracenjem,
MOMA metaboliti mogu biti sintetisani kao odgovor na druge stresne faktore kao $to su
temperatura, pH ili azot zbog ¢ega se mikosporin smatra stresom indukovan metabolit
(Panteli¢, 2017; Lalic¢ i sar., 2020).

Devet testiranih sojeva (Nostoc sp. L2, Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6,
Nostoc sp. L6-2, Nostoc sp. M1, Nostoc sp. R5-2, Nostoc sp. LP8-2, Nostoc sp. LR7,
Nostoc sp. IRN5D) je pokazalo da ima sposobnost da produkuje oba testirana zaStitna
pigmenta. Produkciju MOSA su pokazali samo sojevi roda Nostoc, dok je produkcija MOMA
primec¢ena i kod rodova Chroococcidiopsis 1 Tolypothrix. Mnoge studije su zabelezile
produkciju mikosporina (Bohm i sar., 1995; Sinha i sar., 2003; Matsui i sar., 2011; Roshan i
sar., 2015; Rastogi i sar., 2016; Lali¢ i sar., 2020) i scitonemina (Fleming i Castenholz, 2007;
2008; Chen i sar., 2013; Gao, 2017; Lali¢ i sar., 2020) od strane cijanobakterijskih vrsta roda
Nostoc. Produkcija oba testirana UV zaStitna metabolita kod pomenutih sojeva moze biti
potreba odredenog soja za ve¢om zastitom od Stetnog UV zraCenja, koju produkcijom samo
jednog metabolita nije moguce posti¢i. Produkcija obe vrste zastitnih metabolita uocena je i u
drugim studijama (Garcia-Pichel i Castenholz, 1993; Panteli¢, 2017; Lali¢ i sar., 2020). lako u
ovoj studji nije uoCena produkcija metabolita u opsegu scitonemin apsorbance od strane
cijanobakterijskog soja Chroococcidiopsis sp. L1, druge studije su pokazale sposobnost
cijanobakterija roda Chroococcidiopsis da produkuje scitonemin (Dillon i Castenholz, 1999;
Dillon i sar., 2002; Fleming i Castenholz, 2007). Soj Tolypothrix sp. L4 nije produkovao
scitonemin. Medutim, Adhikary i Sahu (1998) su pokazali da Tolypothrix byssoidea ima
znacajan stepen apsorpcije na 384 nm §to odgovara prisustvu scitonemina. Panteli¢ (2017) je
u svojoj studiji uocila pik scitonemina kulture koju su ¢inili Tolypothrix sp. i Oculatella sp..

Vecina sojeva koja je produkovala metabolite scitonemin opsega je tu produkciju

pokazala u podlozi bez izvora azota. Primecen je stimulirajuci efekat odsustva azota na
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produkciju scitonemina i u drugim studijama (Fleming i Castenholz, 2008; Lali¢ i sar., 2020).
Za razliku od MOSA, produkcija MOMA je vecinom bila zabelezena u podlozi sa izvorom
azota. Jedino soj Nostoc sp. L2 nije sintetisao MOMA u podlozi BG11 N+. Stimulativni
efekat prisustva izvora azota u medijumu na produkciju mikosorina je uoen i u drugim
studijama (Singh i sar., 2008; Yadav i sar., 2011; Lali¢ i sar., 2020).

Apsorpcijom UV-A zracenja scitonemin moze da spreci ¢ak 90% pomenutog zracenja
da dodje do c¢elije (Garcia-Pichel i sar., 1992). Efikasnost mikosporinu slicnih aminokiselina
u zastiti od Stetnog UV zracenja zavisi od njihovog lokaliteta u ¢eliji (Singh 1 sar., 2010).
Znacajan, ali ograniCen, stepen zaStite pruZaju ovi molekulu kada se nalaze u citoplazmi
¢elije (Garcia-Pichel i Castenholz, 1993), dok mnogo veci stepen zastite pruzaju kada se
nalaze u ekstracelularnom matriksu (Ehling-Schulz i sar., 1997). Pored zastitne ulogu protiv
Stetnog UV zrafenja, mikosporinu slicne aminokiseline su pokazale da deluju kao
antioksidanti i osmoliti (Klisch i Hader, 2008; Rastogi i sar., 2016; Chrapusta i sar., 2017).
Stabilnost UV zastitnih molekula je klju¢na za njihovu upotrebu u zastiti od stetnog zracenja.
Mikosporinu slicne aminokiseline i scitonemin su se pokazali kao prili¢no stabilni molekuli
na dejstvo UV zracenja, temperature i razlicitih rastvora (Groniger i Hader, 2000; Rastogi i
Incharoensakdi, 2014). Stabilnost scitonemina i nakon 2 meseca izlozenosti UV-A zracenju
ukazuje na njegov potencijal da pruza zastitu od stethog UV zracenja tokom duzeg
vremenskog perioda, dok su ¢elije isusene ili metaboli¢ki neaktivne (Fleming i Castenholz,
2007). Produkcija ovih molekula (scitonemina i mikosporinu slicnih aminokiselina) kao
odgovor na stresne uslove, kao i njihov pronalazak u lesnom sedimentu i BLP ukazuje na
njihov potencijal da se mogu koristiti kao biomarkeri u paleoekoloskim istrazivanjima lesnog
sedimenta (Lali¢ i sar., 2020).

lako neki sojevi nisu produkovali ni jedan od testiranih zastitnih metabolita, njihov
potencijal da rastu i razvijaju se u semi-aridnim uslovima ne treba zanemariti. Kod nekih
cijanobakterijskih vrsta iz roda Microcoleus je migriranje i sakrivanje filamenata mnogo
efikasniji vid zastite od UV zracenja nego produkcija UV zastitnih pigmenata (Bowker i sar.,
2002). Takode, formiranje zajednice sa cijanobakterijskim vrstama koje imaju sposobnost
produkcije UV zastitnih pigmenata moze biti jos jedan vid izbegavanja negativnog uticaja
uzrokovanog UV zracenjem. Bowker i sar. (2002) su pokazali da nije bilo znac¢ajnog
mortaliteta Microcoleus vaginatus u zajednici bioloskih pokorica gde je primecena
produkcija UV zastitnih pigmenata od strane Nostoc sp. i Scytonema myochrous koje

kolonizuju povrsinski deo pokorica. Pored sposobnosti migracije, postojanje drugih strategija
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(antioksidanti, proteini toplotnog soka) u borbi protiv stetnog UV zracenja bi trebalo ispitati
kod izolovanih cijanobakterijskih sojeva.
Znacaj 1 uloga prethodnih istrazivanja bi¢e detaljno prodiskutovani pod naslovom

5.4.4. Skrining izolovanih sojeva - odabir optimalnih sojeva za inokulaciju.

5.2. Morfologija i diverzitet vestacki razvijenih bioloskih lesnih

pokorica

Posle 10 meseci, tokom kojih je simulirano 37 oluja prasine, doslo je do rasprsivanja
cestica praSine preko dobro razvijenih cijanobakterijskih pokorica u eksperimentalnoj
komori. Kao rezultat interakcije ¢estica sa cijanobakterijama stvorila se biolosko-sedimentna
zajednica BLP debljine od nekoliko milimetara (Slika 45B). Istovremeno, u kontrolnoj
komori stvorio se sloj slabo povezanih cestica prasine (Slika 53C; 53D). Ova studija je
potvrdila ranija zapazanja da iniciraju¢i interakciju cestica sa cijanobakterijama dolazi do
stvaranja vestackih bioloskih pokorica (na primer: Chen i sar., 2006; Wang i sar., 2009; Wu i
sar., 2013; Mugnai i sar., 2017b; Chamizo i sar., 2018). Ova pojava uspostavljanja bliske
veze cijanobakterija kao bioticke/zive komponente i cestica kao abioticke/nezive komponente
ekosistema koje se nalaze u direktnom kontaktu i zajedno ¢ine specijalnu zajednicu poznatu
kao BLP, je u nauci prepoznata kao sinergoza (synergosis) (Svirc¢ev i sar., 2019).

Prisustvo morfoloski razli¢itih BLP ove studije moze biti posledica dominacije
razlicitih cijanobakterija. Razvojem BLP doslo je do potisnué¢a inokulisanih sojeva rodova
Nostoc i Tolypothrix, razvojem novih sojeva iz tri nova roda Leptolyngbia, Scytonema i
Chlorogloeopsis koji su zajedno sa inokulisanim sojem roda Chroococcidiopsis cinili
formirane BLP eksperimentalne komore. Mugnai i sar. (2018) su na primeru soja
Leptolyngbia ohadii istakli da sposobnost vertikalne migracije moze igrati znacajnu ulogu u
formiranju bioloskih  pokorica, ¢ak znacajniju od produkcije egzopolisaharida.
Leptolyngbia sp. dominira u prvim fazama razvoja bioloskih pokorica, na suvom i manje
stabilnom tlu, dok se heterocistni sojevi javljaju u kasnijim sukcesivnim stadijumima
(Roncero-Ramos i sar., 2020). U skladu sa ovim saznanjima moze se zakljuciti da iako su u
inokulumu dominirale heterociste cijanobakterije roda Nostoc, one su bile potisnute i
dominaciju su preuzele cijanobakterije roda Leptolyngbia zbog razvijenih strategija za

prezivljavanje nepovoljnih uslova (Roncero-Ramos i sar., 2020). Cijanobakterijski inokulum
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ima ulogu da ubrza prirodni proces razvoja pokorica i sukcesije (Lan i sar., 2014). Chen i
sar. (2006) su pokazali da se cijanobakterijski diverzitet moze promeniti i nakon 22 dana od
inokulacije. Pokazano je da su vestacki razvijene cijanobakterijske pokorice na peS¢anim
dinama doprinele brzem pojavljivanju mahovina, zeljastih biljaka i Zbunja (Wang i sar.,
2009; Lan i sar., 2014).

Cijanobakterije, kao raniji stadijum razvoja bioloskih pokorica, formiraju biofilm
glatke povrsine, dok su neravne/izdignute bioloske pokorice obi¢no sacinjene od moéno
razvijenih cijanobakterjskih kolonja, lisajeva i mahovina (Thomas i Dougill, 2007; Lan i sar.,
2012; Williams i sar., 2012). U ovoj studiji je primeceno nekoliko razlicitih morfoloskih
oblika cijanobakterijskin BLP, ukljucuju¢i glatke, uvijene i izdignute bioloske pokorice.
Pojava izdignutih kolonija cijanobakterija u okviru bioloskih pokorica primecena i u studiji
Malam lIssa i sar. (1999). U ovoj studiji je primeéen rast roda Leptolyngbia u snopovima,
izdizu¢i se od povrsine BLP i prave¢i tkz. izdignute strukture BLP. lzdignute forme
primecene su i kod roda Scytonema. Neravnomerni bioloski pokriva¢ eksperimentalne
komore moze biti posledica tendencije terestricnih cijanobakterija da formiraju
makroskopske kolonije. Razvoj cijanobakterijskog biofilma je doveo do “neravnomernog”
rasporedivanja cijanobakterijskih kolonija po povrsini eksperimentalne komore, a samim tim
i do formiranja neravnhomernog bioloskog pokrivaca BLP. Cijanobakterije roda Nostoc, koje
su dominirale u inokulumu ove studije, mogu da formiraju kolonije makroskopske veli¢ine
(Gao, 1998; Mollenhauer i sar., 1999). Kasnija kolonizacija delova eksperimentalne komore
izmedu ljuspastih, uvijenih i izdignutih BLP bila je postignuta glatkim cijanobakterijskim
biofilmom. lzdignute i uvijene BLP su se formirale pomoéu veé¢ formiranog
cijanobakterijskog pokrivaca debljine nekoliko mm, dok su se glatke BLP formirale
naknadno na nekolonizovanim delovima komore. Sa razvojem bioloskih pokorica povecava
se hrapavost povrsine (Thomas i Dougill, 2007; Rodriguez-Caballero i sar., 2012).

Horizontalna distribucija rodova u eksperimentalnoj komori moze biti posledica
razlicite velicine ¢estica. Primeceno je opadanje veli¢ine ¢estica od izvora prasine ka zadnjem
delu eksperimentalne komore gde se nalazio biofilm. Za uspesan razvoj kokalnih
cijanobakterija koje prave homogeniji i amorfniji egzopolisahardini sloj, neophodno je
prisustvo finijih ¢estica (Duli¢ i sar., 2017). Kokalne cijanobakterije roda Chroococcidiopsis
su formirale glatki, amorfni, homogen bioloski pokriva¢ (Slika 55F; 59D) u najudaljenijem
delu eksperimentalne komore od izvora prasine gde se pretpostavlja da su dospele najfinije
cestice prasine. Ovi rezultati su u skladu sa studijom Rozenstein i sar. (2014) koji su uocili da

je razvoj cijanobakterijskog pokrivata homogeniji na finijim ¢esticama. Filamentozne
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cijanobakterije roda Leptolyngbia su formirale BLP nalik mrezi koje su svojim filamentima
okruzivale i prerastale krupnije cestice, lepile sitnije cestice za svoj cevasti egzopolisaharid i
povezivale udaljene cestice (Slika 55E; 56C; 57F). One su kolonizovale povrsinski deo BLP
u centralnim delu komore i delovima komore blize izvoru prasine. Ispituju¢i BLP Irana,
Duli¢ i sar. (2017) su takode uocili dominaciju filamentoznih cijanobakterija u uzorcima koje
karakterisu krupnije cestice i Siri prostor izmedu cCestica.

Cijanobakterije rodova Chroococcidiopsis i Chlorogloeopsis su kolonizovale delove
BLP ispod kolonija Leptolyngbia u uzorcima centralnog dela komore. Takode, Scytonema je
kolonizovala povrsinske delove komore, ispod kojih su se nalazile kolonije
Chroococcidiopsis. Pomenuta vertikalna distribucija je verovatno posledica razlicitih faktora
zivotne sredine i razli¢itih zivotnih strategije svakog soja. Raspored i velicina cestica,
intenzitet svetlosti i dostupnost nutrijenata mogu biti neki od razloga vertikalne distribucije
cijanobakterija u BLP (Malam Issa i sar., 1999; Garcia-Pichel i sar., 2003; Williams i sar.,
2012). Malam Issa i sar. (1999) su uocili dominaciju krupnijih ¢estica u povrsinskom sloju, a
dominaciju finih ¢estica u dubljim slojevima. U slucaju takve raspodele ¢estica u ovoj studiji,
raspored i veli¢ina cestica moze biti jedan od razloga kolonizacije kokalnih cijanobakterija
roda Chroococcidiopsis dubljih slojeva, a filamentoznih cijanobakterija povrsinskih slojeva
BLP.

Ova studija je potvrdila sposobnost suvih cijanobakterijskih BLP da ponovo aktiviraju
svoje metabolicke procese nakon vlaZzenja (Slika 48). Cijanobakterijske bioloSke pokorice
mogu da prezive izuzetno susne uslove u pustinji Negev ¢ije godiSnje padavine iznose <87
mm. Ove pokorice §tite povrSinu od erozije i ucestvuju u akumulaciji ¢estica koriste¢i samo
rosu kao izvor vlage (Zaady i1 Offer, 2010). U ovoj studiji je primecen vec¢i obim BLP u
vlaznom stanju (Slika 48), $to je u skladu sa sposobnos¢u cijanobakterijskih bioloskih
pokorica (njihovih egzopolisaharida) da nakon vlaZenja nabubre i poveéaju svoju zapreminu
10 puta vise u odnosu na njihovu zapreminu u suvom stanju (Verrecchia i sar., 1995), ili ¢ak i
do 13 puta (Shields i Durrell, 1964; Campbell, 1977), kao i biomasu do 8 puta (Wang i sar,
2017). Debljina BLP se nakon 15 minuta od trenutka vlazenja skoro udvostrucila u odnosu na
debljinu suvog stanja (Slika 49). Guséi bioloski pokriva¢ preko lesnog sedimenta primecen
tokom vlaznog perioda moze biti i rezultat cijanobakterijske sposobnosti da se kre¢u prema
vlaznim povrSinama. Cijanobakterije imaju sposobnost da migriraju u povrSinske slojeve
bioloSkih pokorica tokom vlaznih perioda i da se vracaju u dublje slojeve tokom sus$nih
perioda (Garcia-Pichel i Pringault, 2001). Formiranje neravnomernog bioloskog pokrivaca sa

izdignutim delovima moze doprineti i povecanju infiltracije. Prema Belnap i sar. (2001),
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infiltracija se povecava u predelima sa neravnomernim i izdignutim bioloskim pokoricamaa,
za razliku od glatkih bioloskih pokorica gde je smanjen stepen infiltarcije.

Ponovna aktivacija metabolickih procesa cijanobakterija nakon vlazenja pokazana je i
poveéanjem sadrzaja hlorofila a biolo§kog pokrivaca eksperimentalne komore (Grafikon 39).
Prisustvo hlorofila a u kontrolnoj komori nije detektovano ni u suvom stanju niti nakon
vlazenja, §to ukazuje na odsustvo bioloske komponente. Otpornost cijanobakterija na susne
uslove pokazana je i u studiji Simeunovi¢ i sar. (2013) ocuvanjem fikobiliproteina nakon
10 godina cijanobakterijskog izlaganja su$i i tami. Abed i sar. (2014) su pokazali da je
promena boje suvih bioloskih pokorica nakon vlazenja u zeleno bila rezultat brzog oporavka
sinteze pigmenata. Cijanobakterije bioloskih pokorica imaju sposobnost da odrze svoj
fotosinteticki aparat netaknutim nakon duzeg perioda suSe i1 da nastave svoje fotosinteticke
aktivnosti u roku od nekoliko minuta nakon vlaZenja (Abed i sar., 2014). lako u ovoj studiji
nije kori$éen standard za detekciju scitonemina, i druge studije su njegov sadrzaj u bioloskim
pokoricama procenjivale spektrofotometrijski bez standarda-MOSA (na primer, Lan i sar.,
2010). Prisustvo karotenoida i MOSA u BLP eksperimentalne komore se ne povezuju sa UV
osvetljenjem obzirom da vestacki razvijene BLP nisu izlagane UV osvetljenju. Produkcija
ovih zastitnih pigmenata moZze biti posledica drugih stresogenih faktora, na primer isuSivanja
koje je primenjivano u ovoj studiji. Pokazan je stimuliraju¢i efekat periodi¢nog isusivanja na
sintezu scitonemina (Fleming i Castenholz, 2007). Fleming i Castenholz (2007) su uocili
stimuliraju¢i  efekat kod dva cijanobakterijska soja (Nostoc punctiforme i
Chroococcidiopsis CCMEE 5056), za razliku od soja Chroococcidiopsis CCMEE 246 kod

kog je isusivanje inhibiralo sintezu scitonemina.

5.3. Stabilizacija ¢estica cijanobakterijama

Bioloske pokorice imaju znacajnu ulogu u talozZenju Cestica praSine (Zhang i sar.,
2006). One hvataju, vezuju, akumuliraju i stabilizuju Cestice prasine (Svircev i sar., 2013;
2019). U okviru ove studije, proces vezivanja, akumulacije i stabilizacije se odvijao u dva
uocena sloja BLP. Gornji povrSinski sloj u kom su Cestice vezane 1 akumulirane Zivim
cijanobakterijskim kolonijama (Slika 47, strelice 1 i1 2, redom) i donji podpovrSinski sloj

stabilizovanih Cestica i zaostalog egzopolisaharidnog materijala (Slika 47, strelica 3). Opisana
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organizacija Cestica i cijanobakterija iz BLP je u skladu sa stratifikacijom bioloskih pokorica
od strane Felde i sar. (2014).

U okviru ove studije dokazana je sposobnost cijanobakterija da vezuju Cestice prasine
poreklom iz vazduha. Sposobnost organizama bioloskih pokorica da vezuju cCestice iz
vazduha opisana je i od strane drugih autora (Belnap i Gardner, 1993; Zaady i Offer, 2010;
Williams i sar., 2012; Duli¢ i sar., 2017). Cijanobakterije vezuju ¢estice mehani¢ki pomoéu
svojih filamenata i lepljivih egzopolisaharida (Malam lIssa i sar., 2001). Ova eksperimentalna
studija je pokazala da naCin vezivanja Cestica u velikoj meri zavisi od morfologije
cijanobakterijskih kolonija. Primeceno je vezivanje Cestica mrezom cijanobakterijskih
filamenata i njihovih cevastih egzopolisaharida i lepljenje Cestica na povrsinski sloj amorfnog
cijanobakterijskog pokrivaca sa sluzavim egzopolisaharidima. Isti na¢in vezivanja Cestica je
primecen u prirodnim BLP sa Lesnog Platoa severnog Irana (Duli€ i sar., 2017). Zapazanja
ove eksperimentalne studije 0 mehanizmu imobilizacije krupnih i finih ¢estica je u skladu sa
drugim istrazivanjima (Malam Issa i sar., 1999; 2001; Duli¢ i sar., 2017). Krupnije Cestice su
bile okruzene filamentima cijanobakterija ili prekrivene/zalepljene za amorfni
egzopolisaharidni sloj, dok su finije Cestice bile zalepljene za povrSinu cevastog ili amorfnog
egzopolisaharida ili uronjene u amorfni prekriva¢. Prema BLOCDUST modelu, dva glavna
mehanizma  stabilizacije Cestica jesu imobilizacija  krupnijih Cestica mrezZom
cijanobakterijskih filamenata i lepljenje finijih Cestica na povrSinu egzopolisaharida (SvirCev
i sar., 2019). U naSim istrazivanjima je primeceno kretanje filamenata izmedu obliznjih
Cestica, stvaraju¢i organsku vezu medu njima (Slika 50D, strelica 1). lako postojanje vecih
pora izmedu Cestica moze da onemoguci kretanje filamenata (Rozenstein i sar., 2014),
stvaranje ovakvih organskih veza izmedu cestica u okruzenju (Malam Issa i sar., 2007;
Rozenstein i sar., 2014) smanjuje veli¢inu pora i omogucava brze i lakSe Sirenje
cijanobakterija. Zatvaranje velikih pora finim Cesticama moze olaksati Sirenje kolonija, a
istovremeno imobilisati Cestice.

Pored horizontalno orjentisanih biolosko-mineralnih struktura koje su Cinile
cijanobakterijske kolonije i imobilisane Cestice, uocene su i vertikalno orjentisane zajednice
cijanobakterija 1 Cestica praSine. Snopovi cijanobakterijskin filamenata i njihovih
egzopolisaharida sa umetnutim ¢esticama formirale su izgidnute strukture bioloskih pokorica
(Slika 50C; 50F). Iako se smatra da cijanobakterijske bioloSke pokorice, kao raniji stadijum
razvoja, formiraju glatke bioloske pokorica (Lan i sar., 2012; Williams i sar., 2012), ova
studija je pokazala sposobnost cijanobakterija da u okviru bioloskih pokorica rastu u

vertikalnom pravcu i formiraju i izdignute delove. Zbog glatke povrsine koju prave, smatra se
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da cijanobakterijske bioloske pokorice imaju manji potencijal za hvatanje cestica, za razliku
od lisajeva i mahovina (Williams i sar., 2012). Medutim, uvijene i izdignute bioloske
pokorice povecavaju hrapavost bioloskog pokrivac¢a, a samim tim i ukupna povrsina za
hvatanje i vezivanje cestica je veca. Prema Williams i sar. (2012) morfologija bioloskih
pokorica regulise kolicinu akumuliranih ¢estica, gde pokorice vece hrapavosti imaju vecu
sposobnost akumulacije ¢estica. Takode, stepen erozije se smanjuje sa povecanjem hrapavosti
bioloskog pokrivaca (Rodriguez-Caballero i sar., 2012).

Uoceno talozenje metabolisanih Cestica ispod cijanobakterijskih kolonija (Slika 47,
strelica 3) je posledica cijanobakterijske zivotne strategije da rastu prema izvoru svetlosti
metaboliSu¢i dostupne minerale iz zarobljenih Cestica (Garcia-Pichel i Pringault, 2001;
William 1 sar., 2012; Svircev i sar., 2013). Migrirajuci prema izvoru svetlosti, cijanobakterije
oslobadaju svoj egzopolisaharidni materijal. U stabilizaciji istalozenih Cestica znac¢ajnu ulogu
ima napusSteni egzopolisaharidni materijal (Slika 51C; 51D, oznafeno strelicama).
Egzopolisaharidi ucestvuju u agregaciji tla, povezujuci ¢estice medusobno (Belnap 1 Gardner,
1993; Eldridge i Greene, 1994; Belnap, 2003; Malam Issa i sar., 2007; Chamizo i sar., 2019;
Mugnai i sar., 2020). Povezivanje Cestica dovodi do povecanja veliCine agregata (Smalley i
sar., 2011), Sto rezultira stvaranjem tezih agregata koji ¢e samim tim teze biti erodirani
vetrom ili vodom (Danin i Yaalon, 1980; Danin i sar., 1989). Napusteni egzopolisaharidni
materijal lepi i stabilizuje Cestice ¢ak i nakon uginuca cijanobakterija ili migracije u
povrsinske slojeve bioloSkih pokorica (Zhang 1 sar., 2006). Zahvaljuju¢i napustenom
egzopolisaharidnom materijalu (Slika 51C; 51D, oznaceno strelicama) i produkciji novih
egzopolisaharida, cijanobakterije predstavljaju dugorocan izvor lepljivog materijala koji
vezuje Cestice.

Rezultati granulometrije pokazuju da je doSlo do ukrupnjavanja cestica nakon
njihovog metabolisanja od strane cijanobakterijskin BLP. Zastupljnost krupnih Cestica je bila
5-6 puta veca u istaloZzenim Cesticama Sedimenta ispod BLP, nego u cesticama navejanim
neposredno pred ulazak u deo komore sa biofilmom. Prisustvo ¢estica ve¢ih od 1200 pum je
uoeno U istalozenim Cesticama Sedimenta ispod BLP. U ¢esticama navejanim na samom
ulazu prasine u eksperimentalnu komoru uocene su Cestice do 516 pm, dok su u ostalim
uzorcima navejanih ¢estica u delu komore za simulaciju oluja prasine (40 cm i 60 cm od
izvora prasine) zabelezene Cestice do 211 i 310 um. Uoceno ukrupnjavanje Cestica je
posledica medusobnog lepljenja Cestica egzopolisaharidima cijanobakterija. Zastupljnost
krupnih Cestica u Cesticama istalozenim ispod BLP nakon uklanjanja organske materije i

karbonata smanjila se za duplo (Cestice 63-125 pum) ili ¢ak preko Sesto puta (zastupljenost
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Cestica krupnijih od 125 um se u uzorku Leptolyngbia sp. uzorak 18 smanjila sa 13,55% na
0,02%). Ovi rezultati ukazuju da je tretmanom uklanjanja organske materije i karbonata doslo
do uklanjanja ,lepka“ izmedu Cestica koje su formirale vece agregate i dovelo do njihovog
raspadanja. Srednja veliCina Cestica istalozenih ispod BLP eksperimentalne komore, pre
uklanjaja organske materije i karbonata, je bila vec¢a od srednje veli€ine Cestica odgovaraju¢ih
mesta kontrolne komore ukazuju¢i na ulogu cijanobakterija u formiranju vecéih agregata
Cestica. Manja srednja veliCina Cestica istaloZenih ispod BLP u odnosu na Cestice iz kontrolne
komore, nakon uklanjanja organske materije i karbonata, dodatno potvrduje ulogu
cijanobakterija u ukrupnjavanju cestica. Sitnije Cestice u sedimentu ispod BLP nakon
tretmana uklanjanja organske materije 1 karbonata ukazuju na veéi sadrzaj ,lepka” u
Cesticama metabolisanim od strane cijanobakterija koji je odstranjen tretmanom uklanjanja
organske materije i karbonata, Sto je rezultiralo mnogo sitnijim Cesticama od Cestica
navejanih u kontrolnoj komori. U ovom slucaju je prikazano realno smanjenja veli¢ine
Cestica usled metabolickih aktivnosti cijanobakterija.

Duli¢ i sar. (2017) su istakli dvostruku ulogu cijanobakterijskih egzopolisaharida u
stabilizaciji lesnog sedimenta: smanjenje erozije hvatanjem, vezivanjem i imobilizacijom
cestica 1 trajno vezivanje cestica stvaranjem karbonatnih precipitata procesima
organomineralizacije egzopolisaharida. Cestice iz vazduha predstavljaju izvor osnovnih
mineralnih hranljivih materija organizmima bioloskih pokorica (Williams 1 sar., 2012;
Sviréev 1 sar., 2013; 2019). Obzirom da se u ovom eksperimentu dodavanje mineralnih
materija vrSilo samo jednom mese¢no, Cestice praSine Su verovatno bile glavni izvor
hranljivih materija cijanobakterijama BLP. Do neophodnih nutrijenata cijanobakterije dolaze
rastvaranjem minerala, one svojim metabolickim procesima i pomocéu egzopolisaharida
izazivaju rastvaranje minerala u kontaktnoj zoni egzopolisaharida i minerala (Svir¢ev i sar.,
2019). Egzopolisaharidi koje uglavnom produkuju cijanobakterije (De Philippis i sar., 2001)
imaju znacajnu ulogu u precipitaciji karbonata (Obst i1 sar., 2009). Mineralizovani
egzopolisaharidi imaju ulogu cementa izmedu cestica, a samim tim doprinose njihovom
ocuvanju i stabilizaciji tla (Svircev i sar., 2019). Kremer i sar. (2008) su pokazali da se
karbonati vezuju za povrSinu kvarca 1 sluze kao cement izmedu cestica kvarca u
cijanobakterijskim zajednicama sa slatkovodnih pescanih delova. Ipak, potrebna su dalja
ispitivanja o znacaju cijanobakterija i njihovih egzopolisaharida u stvaranju karbonata kao
stabilizatora Cestica u BLP.

Uloga cijanobakterijskih BLP u stabilizaciji lesnog sedimenta je potvrdena u ovoj

studiji (Grafikon 40). Pet puta viSe Cestica je erodirano sa nezasticenog lesnog sedimenta, u
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odnosu na lesni sediment prekriven vestacki razvijenim cijanobakterijskim pokrivacem
inokulacijom soja Nostoc sp. IRN5D. Bioloske pokorice formirajuci zastitni sloj na povrsini
tla sprecavaju odnosenje veé natalozenih &estica prasine (Sviréev i sar., 2013). Cestice
imobilisane cijanobakterijskim BLP i ispod njih su zastiCene od erozije, $to je rezultiralo
stabilizacijom sedimenta u ovoj studiji. Ovaj mehanizam zastite tla od erozije bioloskim
pokoricama primecen je 1 u drugim studijama (Malam Issa i sar.,1999; 2001; 2007; Zhang i
sar., 2006; Williams i sar., 2012; Dulic i sar., 2017). Le Bissonnais (1996) je potvrdio ulogu
cijanobakterijskog pokrivaca u zastiti tla od erozije klasifikujuéi tlo sa cijanobakterijskim
pokrivacem kao stabilno, za razliku od tla bez bioloskog pokrivaca koje se smatra

nestabilnim.

5.4. Predlog za stabilizaciju i obnovu degradiranih lesnih povrsina

I predela zahvacenih dezertifikacijom

Smanjenje stabilnosti i plodnosti tla se posmatraju kao dva najveca problema
ukljuc¢ena u degradaciju ekosistema i dezertifikaciju u susnim predelima (Bowker i sar., 2006;
2008). Prema Lan i sar. (2014), stabilnost povrsinskog sloja tla i prisustvo vegetacije se
smatraju najvaznijim mehanizmima u borbi protiv dezertifikacije. Rossi i sar. (2017) i Rossi
(2020) su pregledom osnovnih aktivnosti koje je potrebno sprovesti prilikom upotrebe
cijanobakterija i bioloskih pokorica kao inokuluma u stabilizaciji tla i obnovi ekosistemskih
funkcija napravili veliki napredak u reSavanju problema dezertifikacije. Medutim, kako su i
sami naglasili, potrebna je dalja optimizacija ove tehnologije (Rossi i sar., 2017; Rossi,
2020). Osobine lesa, njegova rasporostranjenost, degradiranost povrsina lesnih sedimenata,
kao i proces dezertifikacije zahtevaju poseban pristup prilikom obnove i restoracije.
Dosadasnji rezultati primenjenih aktivnosti ukazuju da uspesna obnova degradiranih lesnih
povrsina zahteva ekoloski pristup, prepoznavanje i postovanje prirodnih bioloskih procesa i
upotrebu autohtone vegetacije. Imaju¢i u vidu kompleksnost problema izazvanih
dezertifikacijom i degradacijom povrsina lesnih sedimenata neophodan je multidisciplinaran
tim stru¢njaka za planiranje i izvodenje aktivnosti stabilizacije i obnove ovih podrucja.
Dosadasnja saznanja i rezultati ove studije su doveli do zakljucka da je potreban niz
aktivnosti tacno definisanog redosleda za uspesnu stabilizaciju i obnovu degradiranih lesnih

povrsina i onih zahvacenih dezertifikacijom (Slika 61).
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Slika 61. Predlozeni plan obnove degradiranih lesnih povrSina i predela zahvacenih dezertifikacijom
zasnovan na ubrzavanju prirodne sukscesije iniciranjem razvoja bioloskih pokrica inokulacijom

cijanobakterija

Pre svega, potrebno je shvatiti prirodu i veli¢inu problema. Uzorkovanje i analiza
prirodnih bioloskih pokorica i supstrata, kao i1 prepoznavanje faktora koji stoje iza problema
predstavljaju neophodne aktivnosti za predlaganje odgovarajuc¢ih mera obnove. Sledeéi korak
je izolacija dominatnih cijanobakterijskih vrsta iz uzorkovanih bioloskih pokorica, nakon
cega je potrebno odabrati najprikladnije sojeve za podrucje na kom se planira stabilizacija i
obnova. Pre masovne produkcije i inokulacije cijanobakterija, neophodno je proceniti
pogodnost (netoksi¢nost, produkcija egzopolisaharida i1 zaStitnih pigmenata) i brzinu rasta
izolovanih sojeva u laboratorijskim i terenskim uslovima. Nakon odabira sojeva, masovne
produkcije i inokulacije potrebno je vrSiti monitoring razvoja bioloskih pokorica i

stabilizacije tla kako bi se procenio uspeh primenjenih aktivnosti obnove.
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5.4.1. Procena problema degradacije povrSina lesnih sedimenata i pregled

moguceg resenja

Prvi korak u obnovi degradiranih povrsina lesnog sedimenta je procena problema.
Sumirani pregled ekonomskih, zdrastvenih, socijalnih i ekoloskih problema u lesnim
predelima dat je u uvodnom delu ove studije (poglavlje 1.4. Problemi izazvani
dezertifikacijom i degradacijom povrsina pokrivenih bioloskim pokoricama). Nakon
zakljucka da je neophodna primena mera obnove izvrsen je pregled najéesc¢e primenjenih
metoda na degradiranim lesnim povrSinama. Iz pomenutog uvodnog poglavlja se moze
zakljuc€iti da su primenjene mere revegetacije ,,Grain for Green* projekta na Kineskom
Lesnom Platou dovele do novih problema. Kao jedan od glavnih razloga za neuspehe
projekata poSumljavanja smatra se upotreba neadekvatnih biljnih vrsta (Lamb 1 sar., 2005).
Sadnja drveca ili grmlja u predelima gde nedrvenaste vrste c¢ine prirodnu vegetaciju
predstavlja neadekvatan pristup reSavanju problema. Takav pristup je doveo do smanjenja
dostupnosti vode 1 uginuc¢a zasadenih, ali i1 prirodnih vrsta (Cao 1 sar., 2009; 2011). Jiang i
sar. (2019) su istakli da programi poSumljavanja, primenjeni na Lesnom Platou, mogu biti lo§
izbor u aridnim i semi-aridnim regionima jer izvodaci nisu uzeli u obzir lokalne uslove
padavina. Nakon primenjenih mera doslo je do iscrpljivanja resursa vode i isuSivanja tla.
Stoga, u buduc¢im ekoloSkim aktivnostima obnove degardiranih povrSina neophodno je
izabrati optimalne biljne vrste koje e izbalansirati stabilizaciju tla 1 sadrzaj vlage.
Vegetacijske vrste treba razmotriti u skladu sa klimatskim uslovima, svojstvima tla i
topografijom (Jiang i sar., 2019).
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Slika 62. Prvi korak u obnovi degradiranih lesnih povrsina i predela zahvacenih dezertifikacijom-

procena stanja i stepena degradacije i pregled mogucih resenja

BioloSke pokorice kao mogucée reSenje

Iako je ,,Grain for Green* projekat imao za cilj poboljSanje stanja zivotne sredine
sadnjom drveca 1 grmlja, doSlo je do neocekivanog razvoja bioloSkih pokorica koje su
preuzele glavnu ulogu u kontroli erozije tla (Zhao i Xu, 2013; Zhao i sar., 2014; Gao i sar.,
2017). Bioloske pokorice su kolonizovale oko 60-70% povrsine Kineskog Lesnog Platoa na
kom je sproveden pomenuti projekat (Zhao 1 Xu, 2013). Zhao i sar. (2014) su ispitujuci
potencijal mahovina 1 liSajeva za obnovu degradiranih lesnih povrSina ve¢ istakli da bi
bioloske pokorice mogle biti odli¢no reSenje u ranim fazama eckoloske obnove erozivnih
delova Lesnog Platoa. U odeljku 1.2. Terestricne cijanobakterije u bioloskim pokoricama su
sumirane osnovne uloge bioloskih pokorica u suSnim ekosistemima. Bioloske pokorice
ucestvuju u primarnim procesima ekosistema (Maestre i sar., 2011) zbog ¢ega imaju znacajnu
ulogu u odrzavanju i poboljsanju stanja zivotne sredine (Belnap, 2003). One poboljsavaju
svojstva povrsinskog dela tla i na taj na¢in obezbeduju zivotnu sredinu za druge organizme

(Wang i sar., 2009). Bioloske pokorice se smatraju neophodnom komponentom zdravog i
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funkcionalnog ekosistema, kao i lokalnog i regionalnog biodiverziteta (Eldridge, 2000).
Organizmi bioloskih pokorica kolonizuju gole ili ogoljene povrsine ekosistema (Neher i sar.,
2003) i uticu na primarne procese ekosistema (Maestre i sar., 2011). Razvoj bioloskih
pokorica je sukcesivan, od pokorica u kojima dominiraju cijanobakterije do pokorica u
kojima dominiraju lisajevi i mahovine (Li i sar., 2010). Medutim, proces prirodne sukcesije
moze biti dugotrajan (Hu i Liu, 2003; Chiquoine, 2012). Primeéeno je da prve vrste u
zajednici mogu biti dominantne Cak posle 42 godine (Hu i Liu, 2003). Potpuni razvoj
bioloskih pokorica moze trajati i stotinama godina (LeQuire, 2009). Navedene uloge i
svojstva bioloskih pokorica su u skladu sa predlogom Bowker (2007) o posmatranju obnove
bioloskih pokorica kao klju¢nim korakom u obnovi degradiranih zemljiSta u suSnim
podruc¢jima. Stoga, potpomognuti oporavak bioloSkih pokorica (vestaCkom inokulacijom) bi
smanjio vreme potrebno za oporavak bioloskih pokorica. Prema Zhao i sar. (2014),
ubrzavanjem sukcesije bioloskih pokorica bi se moglo obezbediti tlo povoljno za razvoj
vaskularnih biljaka, kao i smanjena stopa erozije. Aktivnosti kao Sto su gazenje, ispaSa
(Maestre i sar., 2006), pozari, uniStavanje terenskim vozilima, oranje, neodgovarajuca sadnja
drveca, primena dubriva, neprimerna i1 prekomerna upotreba herbicida, ali 1 druge aktivnosti

takode uticu na opstanak bioloskih pokorica (http://euroaarboretum.com.au/wp-

content/uploads/2015/09/6 _Reducing-Soil Disturbance.pdf). Prema Rodriguez-Caballero i

sar. (2018), pokriva¢ bioloSkih pokorica koji trenutno iznosi oko 12% Zemljine povrSine ¢e
se smanjiti za oko 25 do 40% u roku od 65 godina zbog antropogeno izazvanih klimatskih
promena 1 intenzivnije upotrebe zemljiSta. UniStavanje bioloskih pokorica dovodi do
smanjenja stabilnosti tla, plodnosti tla i zadrzavanja vlage (Belnap i Gardner, 1993), sto

rezultira erozijom izazvanom aktivno$¢u vode ili vetra (http://euroaarboretum.com.au/wp-

content/uploads/2015/09/6 Reducing-Soil-Disturbance.pdf). Stoga, obnavljanje bioloskih

pokorica u aridnim i semi-aridnim regionima gde one predstavljaju glavni vegetacijski
pokriva¢ bi moglo biti od velikog znacaja za poboljSanje stanja ekosistema u pomenutim
regionima. Znacaj ocuvanja ili obnove bioloskih pokorica u aridnim i semi-aridnim
regionima se ogleda i u paroli °’DO NOT BUST THE CRUST”’ koja je postala poznata u
regionima u kojima bioloske pokorice predstavljaju uobicajen bioloski pokriva¢ (Faist 1 sar.,
2021).

Kada je u pitanju lesni sediment i upotreba organizama bioloskih pokorica za njegovu
obnovu, ispitivana je upotreba mahovina (Xiao i sar., 2011; 2015; Zhao i sar., 2014).
Upotreba prirodnih pokorica mahovina sa Kineskog Lesnog Platoa kao inokuluma je u

potpunosti prekrila lesnu povrSinu za 10 meseci u laboratorijskim uslovima (Xiao i sar.,
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2011). Zhao i sar. (2014) su pokazali da inokulum od prirodnih pokorica li$ajeva i mahovina,
takode sa Kineskog Lesnog Platoa, prekrije vise 0od 65% povrsine lesa nakon 10 nedelja u
laboratorijskim uslovima. Medutim, potpuni razvoj bioloskih pokorica u kojima dominiraju
mahovine na terenu je postignut posle cetiri godine (Xiao i sar., 2015). Sa druge strane,
studije su pokazale da je za uspeSnu kultivaciju bioloskih pokorica u kojima dominiraju
cijanobakterije u odgovaraju¢im uslovima dovoljno nekoliko nedelja (Chen i sar., 2006;
Wang i sar., 2009). Sporiji razvoj liSajeva i mahovina moze biti rezultat njihove naknadne
pojave nakon stabilizacije povrSinskog sloja tla cijanobakterijama i zelenim algama (Belnap,
2003). Dostupnost vode je takode bitan faktor za rast i obnavljanje mahovina (Graf i
Rochetort, 2010; Zhao 1 sar., 2014). Pored vlage, mahovinama je potreban i odreden nivo
zamracenja (Lan i sar., 2014; Doherty i sar., 2016; Li i sar., 2016). U suvom stanju mahovine
imaju sposobnost da toleriSu visoke temperature, ali kombinacija toplih 1 vlaznih uslova moze
biti destruktivna po njih (Proctor, 2000). LiSajevi i mahovine su efikasniji u zadrzavanju
sadrzaja vode tokom vlaznih perioda, dok su tokom susnih perioda cijanobakterije mnogo

efikasnije u zadrzavanju vlage (Chamizo i sar., 2013).

Cijanobakterijska komponenta u razvoja bioloSkih pokorica

Belnap (1993) je istakla da uniStavanje bioloSkih pokorica moZe dovesti do
dugoro¢nih negativnih posledica, jer Se njihovim uniStavanjem ostaje bez zivih
cijanobakterija koje bi obnavljale bioloske pokorice i lucile novi egzopolisaharidni omotac
(Belnap, 1993). Mnogo studija je potvrdilo ulogu cijanobakterija u stabilizaciji peska
vestackim formiranjem kompleksne cijanobakterijske mreze i njihovim egzopolisaharidima
(Chen i sar., 2006; Malam lIssa i sar., 2007; Xie i sar., 2007; Wang i sar., 2009; Lan i sar.,
2010; Wu i sar., 2013; Rozenstein i sar., 2014; Mugnai i sar., 2017a; 2017b; 2018; 2020; Park
i sar., 2017; Chamizo i sar., 2018; 2019) (Tabela 18). Bailey i sar. (1973) su ispitivali uticaj
dve cijanobakterijske vrste Oscillatoria prolifica i Nostoc commune na stabilnost agregata
lesnog tla, potencijal cijanobakterija da interreaguju sa lesnim cesticama, ucestvuju U
stabilizaciji lesa i koriste se za njegovu obnovu. Ova studija predstavlja napredak u oblasti
razvoja strategije za borbu protiv degradacije lesnih povrSina. Rezultati su pokazali da se
formiranje veStackih BLP moZe pokrenuti iniciranjem interakcije Cestica kao abiotike
komponente 1 cijanobakterija kao bioticke komponente. Dakle, obnova degradiranih lesnih

povrSina, ublazavanje procesa dezertifikacije i sliénih problema bi se moglo posti¢i
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iniciranjem razvoja vestackih cijanobakterijskih BLP. Ovaj predlog je zasnovan na upotrebi

cijanobakterija kao inokuluma za pokretanje razvoja BLP i ubrzavanje procesa prirodne

sukcesije bioloskih pokorica od cijanobakterija, preko mahovina, do vaskularnih biljaka.

Tabela 18. Cijanobakterijski sojevi testirani da indukuju razvoj bioloskih pokorica na razli¢itim

supstratima

Cijanobakterije Supstrat Reference
Leptolyngbia ohadii pesak Mugnai i sar., 2017a; 2018; 2020;
Hu i sar., 2002a, 2002b; Chen i sar., 2006;
Microcoleus vaginatus pesak Xie i sar., 2007; Wang i sar., 2009; Lan i sar.,

2010; Wu i sar., 2013; Rozenstein i sar., 2014

Nostoc sp.

Hu i sar., 2002a; Malam Issa i sar. 2007;

pesak; peskovita ilovaca

Park i sar., 2017

Nostoc commune

blatnjava ilovaca;

kre¢njak

Roncero-Ramos i sar., 2019c¢

Nostoc PCC9025

pescarsko tlo; granitno

tlo; Skriljac; krec¢no tlo

Acea i sar., 2001, 2003

Nostoc PCC9104

pescarsko tlo; granitno

tlo; Skriljac; krecno tlo

Acea i sar., 2001, 2003

Oscillatoria PCC9014

pescarsko tlo; granitno

tlo; Skriljac; krecno tlo

Acea i sar., 2001, 2003

Phormidium sp.

pesak

Park i sar., 2017

Phormidium ambiguum

muljevita ilovaca;
pes€ana ilovaca;

ilovasti pesak; pesak

Chamizo i sar., 2018; 2019;

Phormidium tenue

pesak

Hu i sar., 2002a; Xie i sar., 2007

Scytonema javanicum

pesak; muljevita
ilovaca; pescana

ilovaca; ilovasti pesak

Hu i sar., 2002a; Xie i sar., 2007; Wang i sar.
2009; Wu i sar. 2013; Chamizo i sar., 2018;
2019

Scytonema arcangeli

pesak

Park i sar., 2017

Scytonema CCC9801

pescarsko tlo; granitno

tlo; skriljac; kre¢no tlo

Acea i sar., 2001; 2003

Schizothrix AMPL0116

pesak

Mugnai i sar., 2017b;

Schizothrix AMPL1601

pesak

Mugnai i sar., 2017a
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de Caire i sar. (1997) su pokazali da izolovani egzopolisaharidi mogu obezbediti bolju
stabilnost tla nego sama cijanobakterijska biomasa, ali da cijanobakterijska masa ima bolje
izglede za dugorocan uspeh. Klize¢i kroz povrSinski deo tla, cijanobakterijski filamenti
napustaju svoje stare egzopolisaharidne omotace i stvaraju nove (de Caire i sar., 1997;
Belnap i sar., 2001). Napusteni egzopolisaharidni materijal je uocen u donjim delovima
povrSinskog sloja bioloskih pokorica ove studije. Stoga, inokulacija cijanobakterijama
predstavlja konstantan izvor egzopolisaharida koji ucestvuju u vezivanju Cestica. Zaostali
egzopolisaharidni materijal se ¢esto moze na¢i u dubljim slojevima tla (na dubini oko 10 cm
od povrsine tla) gde takode mogu da zadrzavaju vodu, nutrijente i stabilizuju cestice (Belnap
i Gardner, 1993).

Razvoj cijanobakterijskih pokorica na lesnom sedimentu je podrzan njegovim
sastavom i veli¢cinom cestica koje ga cine, kao i afinitetom cijanobakterija ka finim
cesticama. Uocen je brzi razvoj cijanobakterijskinh pokorica na sitnijim cesticama peska
(Rozenstein i sar., 2014), kao i formiranje debljih bioloskih pokorica na tlu od finijih ¢estica
u poredenju sa peskovitim tlom (Chamizo i sar., 2018). Ranije studije su pokazale da je za
razvoj merljivih bioloskih pokorica potrebno najmanje 4-5% gline i cestica velicine
10-50 pm (West, 1990). Tipicni lesni sediment se sastoji uglavnom od ¢estica veli¢ine
10-50 um (40-70%) i gline (5-20%) (Pécsi, 1990), ¢ije su cestice sitnije od peska. Bioloske
pokorice su mnogo efikasnije u zadrzavanju vlage finijeg tla nego tla koje cine pretezno
krupnije cestice (Chamizo i sar., 2013). Stoga, bioloske pokorice mogu imati veci uticaj na
poboljsanje stanja zivotne sredine lesnih predela u odnosu na pescane pustinje.

Belnap i Eldridge (2001) su procenili da je nakon potpunog uklanjanja bioloskih
pokorica na platou Kolorado bilo potrebno izmedu 14 i 34 godine za samostalni oporavak
cijanobakterija. Potpomognutim razvojem bioloskih pokorice uz odgovarajuce uslove, njihov
oporavak se moze posti¢i za mnogo krac¢e vreme. Chen i sar. (2006) su istakli da su sadrzaj
vode i intenzitet svetlosti klju¢ni faktori koji uticu na razvoj bioloskih pokorica. Nakon
inokulacije cijanobakterija na pescane dine bilo je potrebno 20 dana za razvoj bioloskih
pokorica, 22 dana za promenu diverziteta (Chen i sar., 2006), tri godina za uspostavljanje
zajednice vaskularnih biljaka od 10 ili ¢ak 17 vrsta (Wang i sar., 2009) i osam godina za
uspostavljanje klimatske vegetacije (Lan i sar., 2014). Rezultati dobijeni od strane Acea i sar.
(2001) su pokazali da je nakon inokulacije cijanobakterijskih sojeva (Oscillatoria, Scytonema
i dva soja roda Nostoc) na pesku doslo do razvoja bioloskih pokorica debljine 0,8-1,0 cm za
dva meseca. Chen i sar. (2006) su zakljucili da je nakon inokulacije Microcoleus vaginatus na
pescane dine Mongolije bilo potrebno samo 22 dana za razvoj bioloskih pokorica otpornih na
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eroziju vetrom i vodom. Sta vise, inokulacija kombinacije dva soja (Microcoleus vaginatus i
Scytonema javanicum) na pokretne pescane dine Mongolije je dovela do kolonizacije cele
inokulisane povrsine za samo 18 dana (Wang i sar., 2009) ili ¢ak jedne nedelje (Lan i sar.,
2014). Ove studije su pokazale da su ovako vestacki razvijene cijanobakterijske bioloske
pokorice dovele do pojavljivanja mahovina, zeljastih i zbunastih biljaka (Wang i sar., 2009;
Lan i sar., 2014). Novije studije su ukazale na sposobnost i drugih cijanobakterijskih sojeva
(Schizothrix AMPL1601, Schizothrix AMPLO0116 i Leptolyngbia ohadii) da razviju bioloske
pokorice na pesku i da se koriste za obnavljanje siromasnog peskovitog tla (Mugnai i sar.,
2017a; 2017b; 2018). Pored toga, testirana je sposobnost cijanobakterija da indukuju razvoj
bioloskih pokorica i na drugim podlogama sem peska (Tabela 18). Roncero-Ramos i sar.
(2017) su pokazali da je inokulacija kre¢njaka poreklom sa kamenoloma nativnim
cijanobakterijskim sojem roda Nostoc dovela do povecanja pokrivenosti bioloskim
pokoricama. Inokulacija Phormidium ambiguum i Scytonema javanicum na razli¢itim
vrstama tla (od muljevite ilovace do peska) je dovela do razvoja bioloskih pokorica na svim
testiranim podlogama, kao i povecanja plodnosti i stabilnosti tla (Chamizo i sar., 2018).
Predlozena upotreba cijanobakterija za stabilizaciju i obnovu lesnih predela je naucno
zasnovana na BLOCDUST hipotezi (Svircev i sar., 2013; 2019). Cijanobakterije su
dominantna komponenta BLP (Svircev i sar., 2013) (Slika 63). U okviru ove studije je
napravljen znacajan korak u potvrdivanju biogenog poreklo lesa i ulozi cijanobakterija u
inicijalnom formiranju lesa. Ranija istrazivanja sprovedena od strane Hu i sar. (2002a) i Lan i
sar. (2014) su podrzala upotebu cijanobakterijskog inokuluma u ubrzavanju prirodne
sukcesije bioloskih pokorica i dalji razvoj zajednice vaskularnih biljaka. Oni su istakli ulogu
cijanobakterija 1 mikroalgi u ranijim stadijumima razvoja bioloskih pokorica, a ulogu
liSajeva, gljiva i mahovina u poboljsavanju strukture i fizicko-hemijskih svojstava tla.
Takode, u studiji Zhao i Xu (2013) je pokazano da su rani sukcesivni stadijumi razvijenih
bioloskih pokorica nakon primene “Grain for Green projekta”, u kojima su dominirale
cijanobakterije, smanjili gubitak tla za 92%, dok su kasniji stadijumi sukcesivnog razvoja

bioloskih pokorica u potpunosti kontrolisali gubitak tla.
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Slika 63. Bioloske pokorice u kojima dominiraju cijanobakterije. Prirodno razvijene cijanobakterijske
pokorice (A, B strelicama ozna¢eno) na povrsini lesnog profila Stite sediment od erozije i smanjuje
emisiju prasine u atmosferu
(Lokalitet: Lochuan, China)

(Foto: Prof. Zorica Svircev)

5.4.2. Istrazivanje ekosistema (analize na terenu)

Nakon procene da razvoj bioloskih pokorica inokulacijom cijanobakterija moze
predstavljati reSenje za suzbijanje i borbu protiv negativnih posledica oStecenja lesnog
pokrivaca i dezertifikacije, neophodno je istraziti ekosistem ugrozenog podrucja (Slika 64).
lako je preporuka da se koristi tacno odredena komponenta bioloSkih pokorica
(cijanobakterije), uspeSna obnova i stabilizacija lesnih povrSina i predela zahvacenih
dezertifikacijom zahtevaju znanje o celokupnoj zajednici bioloSkih pokorica, stanju Zivotne
sredine i mikroklimatskim faktorima ta¢no odredenog podrucja. Svaki ekosistem karakterise
razli¢ita zajednica bioloskih pokorica u zavisnosti od faktora Zivotne sredine i svojstava

povrSinskog sloja tla. Stoga, neophodno je izvrSiti uzorkovanje svih tipova autohtonih
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bioloskih pokorica u svakom podrucju gde se planira obnavljanje ogoljenih i1 oStec¢enih
povrsina. Razliciti tipovi bioloSkih pokorica se karakteriSu prisustvom razlicitih vrsta, visoko
specijalizovanih za Zivot u odredenim uslovima. Sastav zajednice bioloskih pokorica zavisi
od nekoliko faktora sredine kao $to su padavine, tip supstrata i prisustvo vaskularnih biljaka
(Concostrina-Zubiri i sar., 2014). Fizicko-hemijske osobine supstrata takode mogu da uti¢u
na sastav zajednice bioloskih pokorica, na primer: sadrzaj magnezijuma u supstratu moze

uticati na sukcesiju bioloskih pokorica (Hu i Liu, 2003).
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Slika 64. Istrazivanje ekosistema odabranog degradiranog podrucja u procesu obnove lesnih podrucja

i predela zahvacenih dezertifikacijom

Osobine ekosistema i mikroklimatski uslovi odredenog lokaliteta mogu imati
znacajan uticaj i na realizaciju primenjenih mera obnove. Specifi¢ne osobine sredine (kao §to
su nacin koris¢enja zemljista, klima, rasprostranjenost, naruSavanje pokrivaca bioloskih
pokorica i druge osobine) moraju biti procenjene. Williams i sar. (2018) su istrazujuci
oporavak bioloskih pokorica zapadne Evrope zakljucili da klimatski faktori imaju znacajan
uticaj na pocetne stadijume oporavka bioloskih pokorica. Optimalni vremenski uslovi
(sezona) za inokulaciju cijanobakterija takode moraju biti procenjeni u okviru ove aktivnosti.
Akumulacija Cestica praSine od strane organizama bioloSkih pokorica, njihov rast i

reprodukcija zahtevaju vlazne uslove sredine (Gao i Yu, 2000; Chiquoine, 2012; Svircev i
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sar., 2013). Voda je primarni faktor koji uti¢e na razvoj bioloskih pokorica (Bu i sar., 2014).
Da bi se ubrzao razvoj bioloskih pokorica obi¢no je potrebno da inokulacija
cijanobakterijama bude prac¢ena zalivanjem tokom prvih dana (na primer: Xie i sar., 2007;
Wang i sar., 2009; Wu i sar., 2013). Dakle, inokulacija cijanobakterijske biomase u

najvlaznijoj godisnjoj sezoni bi znaajno smanjila budzet potreban za proces obnove

degradiranog ekosistema.

5.4.3. Sastav uzorkovanih bioloskih pokorica i analiza sedimenta

Da bi se izvrsila uspesna procena kako erodirani lesni sediment pretvoriti u stabilno
tlo sa prirodnim bioloSkim pokrivaéem potrebno je izvrSiti detaljnu mikromorfolosku analizu

uzorkovanih bioloskih pokorica (Slika 65).
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Slika 65. Analize nativnih bioloskih pokorica i sedimenta sa degradiranog podrucja u procesu

obnove degradiranih lesnih povrsina i predela zahvaéenih dezertifikacijom
Posmatranje bioloskih pokorica pod stereomikroskopom, svetlosnim 1 skening
elektronskim mikroskopom moze imati vaznu ulogu u mikromorfoloskom opisu bioloskih

pokorica. Ova studija je pokazala da se pomenutim posmatranjem dobija uvid u morfologiju,
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raspodelu i zastupljenost cijanobakterijskih kolonija i rodova/vrsta u posmatranim biolo§kim
pokoricama, ali i uvid u interakciju cijanobakterija sa ¢esticama lesa. Roncero-Ramos i sar.
(2019c) su istakli vaznost istrazivanja autohtone zajednice Koju je potrebno obnoviti, jer
interakcija nativne zajednica sa inokulumom moze uticati na uspeh obnove. Oni su pokazali
pozitivan rezultat interakcije cijanobakterijskog inokuluma i nativne zajednice na manje
degradiranom tlu, dok je ova interakcija na jace degradiranom tlu rezultirala slabijim
razvojem cijanobakterija. Prikupljene informacije o nativnim bioloskim pokoricama bi bile
korisne prilikom odabira sojeva za terensku primenu.

Nakon klimatskih uslova, tekstura tla ima znacajnu ulogu u oporavku bioloskih
pokorica (Williams i sar., 2018; Faist i sar., 2021). Analize degradiranog lesnog sedimenta je
takode potrebno izvrsiti (Slika 65). Posebnu paznju treba obratiti na veli¢inu Cestica i analizu
veliina pora. Stopa rasta cijanobakterija (Rozestein 1 sar., 2014), diverzitet i organizacija
unutar bioloskih pokorica (Duli¢ i sar., 2017) moze zavisiti od organizacije pora i veli¢ine
Cestica. Duli¢ 1 sar. (2017) su pokazali da filamentozne cijanobakterije dominiraju na
supstratu krupnijih ¢estica, dok supstrat finijih Cestica stvara uslove za veci cijanobakterijski
diverzitet sa veCom zastupljenoS¢u kokalnih cijanobakterija 1 kra¢ih filamentoznih
predstavnika. Ova studija je takode pokazala dominaciju filamentoznih oblika cijanobakterija
u predelu komore sa krupnijim Cesticama i dominaciju kokalnih predstavnika u delu komore
sa finijim Cesticama. Pored uticaja na sastav i organizaciju zajednice, veli¢ina pora i veli¢ina
cestica mogu uticati 1 na sadrzaj vode. Finiji supstrati sa uskim porama, ali veCom ukupnom
povrSinom pora, imaju veci kapacitet zadrzavanja vlage (Warren, 2001). Odredivanje veliine
pora je mogucée izvrSiti metodom snimanja (na primer: Lawrence i Jiang, 2017), dok je
metoda prosejavanja pogodna za analizu veli¢ine Cestica (na primer: Duli¢ i sar., 2017) ili
koriste¢i laserski uredaj za odredivanje veli¢ine ¢estica kao $to je radeno u okviru ove studije.

Poznavanje nativne zajednice, cijanobakterijskog diverziteta, organizacije kolonija
unutar bioloskih pokorica, kao i veli¢ine Cestica I organizacije pora sedimenta na kojem je
potrebno izvrSiti obnovu, omogucava utvrdivanje glavnih kriterijjuma za odabir
najprikladnijih sojeva za stabilizaciju i obnovu odabranog sedimenta. Dodatne analize koje bi
poboljsale uspeh primenjenih mera obnove su mineroloske analize, stratifikacija Cestica 1

njihova cementacija.
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5.4.4. Skrining izolovanih sojeva - odabir optimalnih sojeva za inokulaciju

Da bi se pronasli najpogodniji i najefikasniji cijanobakterijski sojevi za obnavljanje
degradiranog lesnog podrucja, neophodna je njihova izolacija iz nativnih bioloskih pokorica

koje su prethodno analizirane (Slika 66).
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Slika 66. Skrining nativnih cijanobakterijskih sojeva u procesu obnove degradiranih lesnih podruéja i

predela zahvacenih dezertifikacijom

Nakon izolacije sledi is¢iS¢avanje, kultivacija 1 determinacija sojeva kombinujuci
klasi¢ne 1 molekularne metode. Determinisani sojevi zatim postaju deo cijanobakterijske
kolekcije kultura. Izolacija 1 is¢iS¢avanje cijanobakterijskih sojeva u okviru ove studije je
radena po metodi Rippka (1988), dok su sojevi determinisani na osnovu morfoloskih
karaktera upotrebom Kklju¢eva za determinaciju. Kolekcije kultura omogucavaju cuvanje
sojeva za njihova dalja istrazivanja i biotehnolosku upotrebu. Izolovani cijanobakterijski
sojevi iz BLP su postali deo ve¢ postojece Novosadske kolekcije kultura cijanobaktrija
(NSCCC-Novi Sad Cyanobacterial Culture Collection) (Svirc¢ev, 2005). Kriterijumi za odabir
sojeva koji bi se koristili kao inokulum za obnavljanje degradiranih lesnih terena treba da

sadrze sto vise informacija o sojevima, da bi se omoguc¢ilo formiranje odrzivih bioloskih
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pokorica koje su efikasne u stabilizaciji sedimenta. U ovoj studiji, ispitivane su razlic¢ite
karakteristike sojeva ukljucuju¢i toksi¢nost, produkciju biomase, polisaharida, zastitnih
pigmenata, interakciju cijanobakterijskih kolonija sa cesticama prasine, kao i sposobnost
stabilizacije povrsinskog sloja lesnog sedimenta. Ispitivani sojevi su izolovani iz BLP
uzorkovanih sa povrsina lesnog sedimenta Srbije, Kine i Irana. Za ispitivanje interakcije
cijanobakterijskih kolonija sa ¢esticama su koris¢eni sojevi izolovani iz BLP iz Srbije i lesni
sediment sa istog lokaliteta. Ovim je zadovoljena preporuka da se Kkoriste autohtone
cijanobakterije, kako bi se izbeglo unosenje invazivnih taksona (Zhao i sar., 2016).
Ispitivanje interakcije cijanobakterija poreklom iz Kine i Irana sa ¢esticama nije radeno zbog

nemogucnosti da se donese lesni sediment sa pomenutih lokaliteta.

Procena produkcije cijanotoksina

Procena toksi¢nosti cijanobakterijskih sojeva je neophodan korak u odabiru sojeva za
upotrebu u obnovi degradiranih lesnih povrsina i predela zahvacenih dezertifikacijom zbog
poznatih negativnih efekata cijanotoksina. Da bi se izbegla produkcija cijanotoksina nakon
primenjenih mera obnove, trebalo bi ispitati sposobnosot izolovanih sojeva da produkuju
cijanotoksine. Stoga, preporucljiva je primena molekularnih analiza PCR testom (Polymerase
Chain Reaction) za detekciju gena povezanih sa produkcijom cijanotoksina. Neki od
kodirajucih genskih klastera za cijanotoksine su: klaster mikrocistinskih gena (Nishizawa i
sar., 1999; 2000; 2001; Tillet i sar., 2000; Christiansen i sar., 2003; Fewer i sar., 2003; Sielaf
i sar., 2003; Pearson i sar., 2004; 2007), gen Klaster za nodularin (Moffitt i Neilan, 2004),
anatoksin-a gen klaster (Rantala-Ylinen i sar., 2011), cilindrospermopsin gen klaster (Mihali i
sar., 2008; Stiken i Jakobsen, 2010), saksitoksin gen klaster (D’Agostino i sar., 2014),
lingbiatoksin gen Klister (Edwards i Gerwick, 2004). Do sada je potvrdeno prisustvo gena
mycD, jednog od gena odgovornih za biosintezu mikrocistina, u pustinjskim pokoricama
(Metcalf i sar., 2012). Stoga, izolovane sojeve iz terestri¢nih ekosistema je potrebno
analizirati na sposobnost produkcije cijanotoksina. Sojeve kod kojih je potvrdeno prisustvo
gena odgovorinih za produkciju cijanotoksina treba iskljuciti iz daljih aktivnosti u svrhu
obnove degradiranih povrsina.

Klasteri cijanotoksinskih gena su identifikovani za odredene toksine, dok za mnogo
cijanotoksina ne postoje. Prisustvo takvih oblika cijanotoksina je neophodno proceniti

fizicko-hemijskim analizama. Ove metode ukljucuju te¢nu hromatografiju-masena
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spektrometrija (LC-MS/MS) za detekciju neurotoksi¢nih aminokiselina (Faassen i sar., 2016;
Faassen, 2017), teCnu hromatografiju visokih perfomansi (HPLC) sa UV detektorom
apsorpcije za analizu aplaziatoksina i dermoaplaziatoksina (Capper i sar., 2005; Harr i sar.,
2008). Medutim, novi cijanotoksini se stalno otkrivaju i cijanobakterije mogu proizvesti i
trenutno nepoznate cijanotoksine (Bldha i1 sar., 2009). Tada znacajnu ulogu u proceni
toksi¢nosti cijanobakterijskih sojeva mogu imati bioloski testovi toksi¢nosti jer pruzaju
procenu ukupne toksi¢nosti. Ovi testovi su uglavnom jednostavne i isplative metode
(Marsalek 1 Blaha, 2000). Neki od test organizama koji se mogu koristiti su beski¢menjaci
poput rodova Artemia i Daphnia. Ova dva roda beski¢menjaka su osetljivi i vrlo Cesti test
organizmi kada je u pitanju detekcija cijanotoksi¢nosti (Marsalek 1 Bldha, 2000; Lindsay i
sar., 2006; Ferrao-Filho i sar., 2010). Artemia salina bioloski test toksi¢nosti se pokazao kao
dobar indikator prisustva cijanotoksina zbog Cega se Cesto koristi u analizama toksi¢nosti
cijanobakterija (Kiviranta i sar., 1991; Vezie i sar., 1996; Beattie i sar., 2003; Tokodi i sar.,
2018). Tako se u vecini studija upotreba ovog testa toksi¢nosti bazirala na njegovu osetljivost
na hepatotoksine (mikrocistine i nodularin) (Agrawal i sar., 2012), uspesno je koris¢en i u
detekciji toksi¢nosti cilindrospermopsina (na primer, Metcalf 1 sar., 2002) 1 anatoksina (Lahti
i sar., 1995).

Imajué¢i u vidu receno, procena cijanotoksicnosti sojeva bi trebala biti izvrSena
primenom seta metoda ukljuujué¢i genske analize, fizicko-hemijske metode i bioloske
testove toksicnosti u cilju izbegavanja negativnih efekata cijanotoksina. Ukoliko bi
(potencijalna) toksi¢nost izolovanih sojeva bila potvrdena nekom od predlozenih/primenjenih

metoda, te sojeve treba iskljuciti iz dalje upotrebe.

Procena produkcije biomase

Jednostavnost uzgoja i efikasna produkcija biomase mogu biti poZeljne osobine
prilikom odabira sojeva za inokulaciju na terenu. Sojevi sa visokom stopom rasta ¢e
omoguciti lakSu produkciju biomase ve¢ih razmera za inokulaciju na terenu. U ovoj studiji je
produkcija biomase izolovanih sojeva procenjena merenjem koncentracije hlorofila a
(Mackinney, 1941; APHA, 1992). Procena produkcije biomase moze biti izvrSena i
primenom drugih metoda, kao $to je metoda merenja suve biomase (DW) (na primer, Bruno i

sar., 2012).
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Terenska studija Hu i sar. (2002a) je pokazala da je soju Nostoc sp. bilo potrebno
mnogo vise biomase od sojeva Microcoleus vaginatus, Phormidium tenue i Scytonema
javanicum da stabilizuje pesak zbog morfologije kolonija. Sojevi roda Microcoleus su ¢esto
odabirani medu ostalim sojevima jer su primarni kolonizatori ogoljenog tla. Medutim,
kultivacija Microcoleus se pokazala veoma sporom u pogledu produkcije biomase (Giraldo-
Silva i sar., 2019), §to moze uticati na njegovu primenu u obnovi degradiranih povrsina.
Stoga, prilikom odabira soja/sojeva za inokulaciju efikasnost soja u produkciji biomase treba
da bude podrzana drugim karakteristikama sojeva. Na koli¢inu pocetnog inokuluma znacajno
utice i velicina cestica nestabilizovanog tla. Mugnai i sar. (2020) su pokazali da je na pesku
srednje veli¢ine zrna, u odnosu na pesak krupnijih ¢estica, potrebna manja koli¢ina po¢etnog
inokuluma za razvoj bioloskih pokorica sa istom stabilnos¢u agregata.

Proizvodnja biomase mora biti optimizovana za velike razmere zbog ¢ega je potrebno
pronac¢i jeftinije medijume za kultivaciju i sisteme pogodne za povecanje produkcije
(Roncero-Ramos i sar., 2019b). Visoko produktivni sojevi biomase bi znatno smanjili
troskove potrebne za obnovu degradiranih povrsina, medutim produkcija biomase nije jedina
karakteristika prilikom izbora soja za inokulaciju. Produkcija egzopolisaharida 1 zaStitnih
pigmenata igra znac¢ajnu ulogu u prezivljavanju cijanobakterija u surovim uslovima sredine.
Stoga, odabrane netoksicne sojeve cijanobakterija bi trebalo testirati na sposobnost
produkcije egzopolisaharida i zaStitnih pigmenata. Imajuc¢i u vidu da se nijedan soj ove
studije nije pokazao kao toksi¢an, svi sojevi su analizirani na pomenute osobine. Medutim,
pored znaCaja ekofizioloskih osobina cijanobakterija namenjenih za inokulaciju na
nestabilizovano tlo (Rossi i sar., 2017), granulometrija supstrata igra znacajnu ulogu u
odredivanju pocetnog inokuluma (Mugnai i sar., 2020). Ova studija je pokazala afinitet
pojedinacnih cijanobakterijskih sojeva u kolonizaciji odredenog tipa Cestica, $to je u skladu i

sa drugim studijama (Rozenstein i sar., 2014; Duli¢ i sar., 2017).

Procena produkcije egzopolisaharida

Produkcija egzopolisaharida ima centralnu ulogu u ovoj studiji jer su egzopolisaharidi
vazni za stabilnost agregata tla (Cano i sar., 1997) i proces formiranja lesa (Sviréev i sar.,
2013; 2019). Chamizo i sar. (2019) i Mugnai i sar. (2020) su pokazali da kapsularni
polisaharidi imaju znacajniju ulogu u vezivanju ¢estica, dok izlu¢eni polisaharidi potencijalno

kontrolisu dostupnost vode (Mugnau i sar., 2020). Izluceni polisaharidi bi mogli imati vaznu
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ulogu u sprec¢avanju gubitka vode, povecavanju duzine vlaznog perioda i povecavanju
dostupnosti vode bioloskim pokoricama, $to se smatra najvaznijim mehanizmom u
obnavljanju bioloskih pokorica (Bu i sar., 2014). Stoga, sojevi sa visokim potencijalom
sinteze egzopolisaharida bi mogli imati vaznu ulogu nakon inokulacije biomase,
obezbedujuci vodu za razvoj bioloskih pokorica.

U okviru ove studije, polisaharidi su analizirani njihovom kvantifikacijom primenom
spektrofotometrijske metode pomoc¢u fenol-sumporne kiseline (Dubois i sar., 1956).
Kvantifikacija polisaharida je u skladu sa studijom Hu i sar. (2003) koja je pokazala da je
stabilizacija Cestica srazmerna koli¢ini produkovanih polisaharida. Pored kvantifikacije
egzopolisaharida, struktura polimera moze igrati vaznu ulogu prilikom izbora soja za
inokulaciju na terenu. Stabilizacija moze biti ja¢a ukoliko su polimeri sojeva sac¢injeni od viSe
razli¢itih monosaharida 1 povezani razli¢itim vezama (Hu 1 sar., 2003). Sastav polimera se

moze analizirati hromatografskim metodama (na primer: Khattar i sar., 2010).

Procena produkcije zastitnih pigmenata

Pored isuSivanja i ogranic¢ene dostupnosti hranljivih sastojaka, UV zracenje je vazan
faktor koji uti¢e na prezivljavanje cijanobakterija. Sposobnost inokulisanih cijanobakterijskih
sojeva da prezive nakon inokulacije je od klju¢nog znacaja za uspostavljanje pocetne
cijanobakterijske zajednice, zatim i celog procesa obnavljanja degradiranih povrsina.
Cijanobakterije su razvile nekoliko mehanizama za borbu protiv Stetnih efekata izlozenosti
UV zracenju (Pattanaik i sar., 2007), Sto je opisano u uvodnom poglavlju ove studije
(potpoglavlje: 1.1. Opste karakteristike cijanobakterija). Jedna od strategija je sinteza UV
zaStitnih supstanci, na primer: porodica pigmenata scitonemina i aminoOkiselina sli¢nih
mikosporinu. Stoga, prilikom izbora soja/sojeva za inokulaciju posebnu paznju treba posvetiti
na njihovu sposobnost da sintetiSu UV zaStitne pigmente. Budu¢i da su degradirane lesne
povrsine i podru¢ja zahvacena dezertifikacjom uglavnom izloZzene jatem UV osvetljenju,
inokulacija sojeva sa sposobno$¢u da produkuju UV zastitne supstance ¢e povecati stopu
prezivljavanja inokuluma i omoguditi razvoj vitalnije pionirske zajednice.

Zbog nestasice standarda mikosporina i scitonemina u okviru ove studije analizirani
su metaboliti opsega apsorbance mikosporina i scitonemina. Medutim, druge studije u
kojima je koris¢ena ista metodologija su dokazale prisustvo scitonemina i mikosporina na

istim apsorbancama (Garcia-Pichel i Castenholz, 1991; 1993; Rastogi i Incharoensakdi, 2014;
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Panteli¢, 2017). U cilju preciznije identifikacije pigmenata grupe scitonemina preporuka je
da se koriste metode kao sto su HPLC sa detektorom sa nizom dioda (HPLC-DAD) (Rastogi i
Incharoensakdi, 2014) ili LC-MS/MS (na primer: Airs i sar., 1991; Squier i sar., 2004a;
2004b). Pregled metoda za izolaciju, identifikaciju i kvantifikaciju mikosporinu sli¢nih
aminokiselina dostupan je u studiji objavljenoj od strane Carreto i Carignan (2011). Autori
predlazu upotrebu HPLC-DAD ili HPLC-MS za razdvajanje i identifikaciju MAAs.

5.4.5. Inokulacija cijanobakterijske biomase

Pre bilo kakve inokulacije na terenu, potrebno je testirati sposobnost odabranih sojeva

da podstaknu brz razvoj bioloskih pokorica u laboratorijskim uslovima i pilot eksperimentu
in-situ (Slika 67).
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Slika 67. Eksperimentalne studije inokulacije cijanobakterija i terenska inokulacija velikih razmera u

procesu obnove degradiranih lesnih povrsina i podrucja zahvacéenih dezertifikacijom

Na osnovu rezultata ove studije, poznavanja fiziologije terestri¢nih cijanobakterija i
svojstava lesnog sedimenta, najpozeljnija svojstva izabranih sojeva za inokulaciju na terenu
ukljuéuju: netoksi¢nost, brz rast, visoku sposobnost sinteze egzopolisaharida, produkciju
zaStitnih pigmenata i morfologiju kolonija.
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Razli¢ite cijanobakterijske sojeve, u konzorcijumu ili pojedina¢no, sa razli¢itom
gustinom inokuluma treba analizirati u laboratorijskim uslovima radi procene afiniteta sojeva
za rast na sedimentu odredenog lokaliteta (veli¢ina cestica i poroznost), potrebe za vodom i
odredenim mikroklimatskim uslovima kako bi se pored identifikacije najoptimalnijih sojeva
odredila i najefikasnija koncentracija biomase inokuluma. Da bi se ispitao uticaj faktora
zivotne sredine u datom podruéju, najprikladnije sojeve iz laboratorijskih uslova bi trebalo
testirati na eksperimentalnim parcelama tokom optimalne sezone rasta (vlazne sezone) za brzi
razvoj pocetnih stadijuma bioloskih pokorica. Tek nakon odabira sojeva na osnovu rezultata
laboratorijskih ispitivanja i terenskih eksperimenata treba pristupiti produkciji biomase vecih
razmera i inokulaciji na terenu.

Izbor sistema za masovnu produkciju cijanobakterijske biomase i1 odgovarajuce
tehnike inokulacije mozZe biti izazovan. Generalno, izbor sistema za masovnu produkciju
biomase zavisi od finansijskih sredstava. Cijanobakterijska biomasa za obnovu degradiranih
terena se obi¢no proizvodi u teCnim kulturama (na primer: Wang i sar., 2009; Wu i sar., 2013;
Park i sar., 2017). Medutim, kulture biofilmova mogu imati veliki potencijal u produkciji
biomase za potrebe inokulacije na terenu u svrhu stabilizacije i obnove degradiranih
podrucja. Biofilm predstavlja zajednicu organizama koja zivi u sopstvenom ekstracelularnom
matkriksu (Vert i sar., 2012). Ovakvi biofilmovi igraju znacajnu ulogu u stabilizaciji Cestica
tla (Cano 1 sar., 1997), §to ukazuje na potencijal biofilma da se koristi u stabilizaciji i obnovi
degradiranih zemljiSta. Prema Giraldo Silva 1 sar. (2016) bioloSke pokorice su verovatno
najrazvijeniji biofilm na Zemilji.

Dvoslojni bioreaktor ili porozni supstratni bioreaktor je razvijen za kultivaciju
mikroalgi u formi fototrofnog biofilma. Razliciti oblici ovog bioreaktora razlikuju se po tome
da li je biomasa koja se uzgaja potopljena u podlogu ili se uzgaja na poroznoj podlozi koja
snadbeva biomasu hranljivim materijama i vlagom (Berner i sar., 2014). Prednosti biofilm
bioreaktora u odnosu na gajenje u te€nim kulturama podrazumevaju: veéu koncentraciju
biomase po jedinici zapremine, potrebu za manjom koli¢inom te¢nog medijuma i izbegavanje
skupih tehnika za sakupljanje biomase (Ozkan i sar., 2012; Berner i sar., 2014). Ekelhof i
Melkonian (2017) su pokazali da mikroalga Netrium digitu produkuje dvadeset puta veéu
koli¢inu ¢elijske biomase i Sest puta vecu koli¢inu egzopolisaharida kada se uzgaja na
dvoslojnom bioreaktoru nego u tecnim kulturama. Pored cesto koriS¢enih sistema za
produkciju biomase u te¢nim kulturama (Chen i sar., 2006; Lan i sar., 2010; Wu i sar., 2013;
Park i sar., 2017), biofilm bioreaktor mozZe imati znacajnu ulogu u procesu obnove

degradiranih zemljista zbog pogodne proizvodnje vecih koli¢ina biomase i1 na taj nacin

163



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

ubrzati proces formiranja bioloskih pokorica. Pored zatvorenih bioreaktora za proizvodnju
biomase, postoje i otvoreni sistemi za kultivaciju cijanobakterija. Prednost upotrebe otvorenih
sistema se ogleda u nizim troSkovima zbog mogucnosti upotrebe direktne Sunceve svetlosti
(Da Rosa i sar., 2011). Takode, u cilju smanjenja troskova produkcije biomase, otpadne vode
mogu sluziti kao medijum za uzgajanje. (Wu i sar., 2018). Pomenuta upotreba otpadnih voda
bi istovremeno sluzila i za njihovo prec¢is¢avanje.

Nakon proizvodnje dovoljne koli¢ine biomase, sledi njena inokulacija na terenu.
Najéesée koriséena uspes$na tehnika inokulacije je prskanje biomase koje je testirano u
laboratorijskim uslovima (Hu i sar., 2002a; Lan i sar., 2010; Rozenstein i sar., 2014) i
terenskim istrazivanjima (Hu 1 sar., 2002a; Chen 1i sar., 2006; Wang i sar., 2009; Park i sar.,
2017). Na manjim povrSinama, na primer u laboratoriji, moze se koristiti 1 takozvana tehnika
kap po kap kada se pomocu pipete inokuliSe biomasa (Mugnai i sar., 2018), nakon ¢ega sledi
jednostavno rasporedivanje biomase (Acea i sar., 2003). Bu i sar. (2014) su pokazali da je i
inokulacija ve¢ razvijenih cijanobakterijskih pokorica po povrsini supstrata stvorila povoljne
uslove za razvoj bioloSkih pokorica, zbog Cega je ova metoda pod nazivom ,,broadcasting®
okarakterisana kao efikasna i izvodljiva za razvoj cijanobakterijskih bioloskih pokorica. Izbor
tehnike za inokulaciju biomase na terenu veéih razmera bi mogao biti raspr§ivanje biomase
pomocu poljoprivrednih aviona, kojim bi se omogucila inokulacija bez oSte¢enja postojeceg
povrsinskog sloja tla (Sears i Prithiviraj, 2012). Roncero-Ramos i sar. (2020) su istakli da bi
se proces obnove degradiranih terena mogao sastojati iz prve inokulacije sa pionirskim
vrstama i drugom inokulacijom sa heterocistim vrstama. U njihovoj studiji cijanobakterije
roda Leptolyngbia su dominirale u prvim fazama razvoja bioloskih pokorica na degradiranim
supstratima, dok su heterocistne cijanobakterije preuzele dominaciju u kasnijim sukcesivnim
stadijumima bioloskih pokorica. Rezultati ove studije su takode pokazali da je doslo do
potiskivanja inokulisanih heterocistih cijanobakterija roda Nostoc, dok su dominaciju
preuzele cijanobakterije roda Leptolyngbia.

Antoninka 1 sar. (2020) su istakli da prezivljavanje inokuluma zavisi od njegove
prilagodenosti na uslove sredine. Oni su dali pregled studija u kojima su analizirani uslovi
koji bi pomogli uspostavljanje zajednice bioloskih pokorica na terenu 1 istakli da se
prezivljanje inokuluma moze unaprediti metabolickim "ojaCavanjem" inokuluma i
smanjenjem stresa u zivotnoj sredini. Ojacavanje inokuluma ili metabolicka modifikacija se
moze posti¢i njegovim izlaganjem UV osvetljenju i smenama suvih i vlaznih uslova pre
procesa inokulacije. Cijanobakterijski biofilm je u okviru ove studije izlagan smenama suvih

i vlaznih uslova pre simulacije oluja prasine. Takode, obezbedivanjem izvora vlage i
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produZenjem vlaznog perioda, kao i smanjenjem UV zrafenja se moze omoguciti laksi razvoj
bioloskih pokorica u razliitim ekosistemima (Antoninka i sar., 2020). Privremeno zalivanje
nakon inokulacije je efikasno poboljSanje stanja Zivotne sredine za uspostavljanje zajednice
bioloskih pokorica (Bowker i sar., 2019). Giraldo-Silva i sar. (2019) su pokazali da
dostupnost vode i umerena temperatura, koja ¢e spreciti brzo isparavanje, omogucavaju
prezivljavanje inokuluma u prirodnim uslovima. Postavljanje mreze od jute na povrsinu tla
omogucava stabilizaciju tla, poboljSava raspoloZivost resursa, smanjuje UV zraenje i na taj
nacin otklanja prepreke za razvoj bioloskih pokorica (Bowker i sar., 2019, Antoninka i sar.,
2020). Stoga, procena stresogenih faktora sredine i njihovo moguée ublazavanje na podrucju
gde se planira uspostavljanje zajednice bioloskih pokorica predstavlja jedan od bitnih koraka

ka uspeSnom obnavljanju predela.

5.4.6. Monitoring rasta bioloskih pokorica i procena uspeha primenjenih

aktivnosti stabilizacije i obnove

Da bi se procenila efikasnost izabranih sojeva u obnovi degradiranih povrsina,

neophodno je redovno praéenje rasta i razvoja bioloskih pokorica (Slika 68).
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Slika 68. Monitoring razvoja bioloskih pokorica i procena uspeha primenjenih aktivnosti u procesu

obnove degradiranih lesnih povrSina i podrucja zahvacenih dezertifikacijom
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Budu¢i da su bioloske pokorice vrlo osetljive na mehanicka oStecenja preporucljiva je
upotreba nedestruktivnih metoda za monitoring razvoja bioloskih pokorica nakon inokulacije
cijanobakterijske biomase na terenu. Spektralna merenja prilikom kojih se koriste terenski
spektrometar i vrsi izraCunavanje spektralnih indeksa, a ne zahteva uzorkovanje na terenu,
moze biti dobar izbor nedestruktivne metode za procenu razvoja bioloskih pokorica (Zaady i
sar., 2007; Rozenstein 1 sar., 2014). Studije su pokazale da postoje razliiti spektralni indeksi
pomocu kojih se moze pratiti razvoj bioloskih pokorica. BI indeks (Indeks osvetljenosti; na
engleskom: Brightness Index) (Escadafal i Bacha, 1996) bi mogao da se koristi za procenu
razvoja Dbioloskih pokorica u ranijim stadijumima razvoja, dok je NDVI indeks
(Normalizovani indeks razlike u vegetaciji; na engleskom: Normalized Difference Vegetation
Index) (Tucker, 1979) predloZen za procenu razvoja ve¢ formiranih bioloskih pokorica.

Procena razvoja bioloskih pokorica u laboratorijskim uslovima 1 pilot eksperimentima
bi pored pomenutih nedestruktivnih metoda svakako trebala ukljuciti i uzorkovanje
formiranih bioloskih pokorica. Destruktivne metode bazirane na uzorcima pokorica se koriste
za procenu razvoja vestacki razvijenih bioloSkih pokorica 1 ukljucuju: merenje biomase ili
koncentracije hlorofila a (Hu i sar., 2002a; Chen i sar., 2006; Wang i sar., 2009; Lan i sar.,
2010; Wu i sar., 2013; Bu i sar., 2014; Rozenstein i sar., 2014), sadrzaja polisaharida (Lan i
sar., 2010, 2013; Rozenstein i sar., 2014: Mugnai i sar., 2018), sadrZaja proteina (Rozenstein i
sar., 2014), zastitnih pigmenata scitonemina i karotenoida (Lan i sar., 2010; Wu i sar., 2013),
mikroskopsko posmatranje formiranih pokorica i prisutnih vrsta (Hu i sar., 2002a; Chen i
sar., 2006; Lan i sar., 2013; Wu i sar., 2013), vlage i debljine pokorica (Hu i sar., 2002a; Lan
i sar., 2013; Wu i sar., 2013). Procena uspeha primenjenih aktivnosti obnove u dosadasnjim
studijama ukljucivala je i ispitivanje karakteristika povrsinskog sloja primenom destruktivnih
metoda: sadrzaj organskog ugljenika (TOC) (Acea i sar., 2003; Lan i sar., 2013), ukupni azot
i fosfor (Lan i sar., 2013; Wu i sar., 2013), dostupni azot i fosfor (Wu i sar., 2013), dostupni
kalcijum, magnezijum, natrijum, kalijum (Acea i sar., 2003), kao i pH vrednost (Acea i sar.,
2003; Wu i sar., 2013).

Na osnovu recenog preporucuje se€ Uvodenje nedestruktivnih metoda u redovan
monitoring bioloskih pokorica na terenu jer su bioloSke pokorice ve¢ degradirane u mnogim
oblastima njihovog rasprostranjenja (Belnap i1 Eldridge, 2001), Sto negativno uti¢e na
stabilnost datih ekosistema (Chiquoine, 2012).

Iako ova studija predstavlja nau¢ni napredak u reSavanju problema dezertifikacije 1
oStecenih lesnih sredina potrebna je dalja optimizacija tehnologije, laboratorijska i terenska

provera. lako su bioloske pokorice predmet interesovanja mnogih ekologa (Faist i sar., 2021),
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neophodno je ukljucivanje Sire nau¢ne zajednice u sprovodenje aktivnosti obnove kao §to su
mikrobiolozi, botanicari, biohemicari, pedolozi, geolozi, tehnolozi, inzinjeri, ekonomisti.
Takode, pozeljno je sagledati reSenje problema sa medicinske 1 socioloske tacke gledista
imaju¢i u vidu kompleksnost problema izazvanih dezertifikacijom i destrukcijom lesnih

povrsina.

5.4.7. Odabrani sojevi nakon skrininga u cilju restoracije degradiranih lesnih

povrsina i predela zahvacéenih dezertifikacijom

Na osnovi rezultata ove studije izabrani su sojevi sa potencijalom da se koriste u
daljim istrazivanjima za potrebe obnove degradiranih lesnih povrsina Srbije, Kine i Irana, kao
I predela zahvacenih dezertifikacijom. Sojevi su odabrani na osnovu slede¢ih osobina:
netoksicnost, brz rast, visoka sposobnost sinteze izluc¢enih polisaharida, produkcija zastitnih
pigmenata i morfologija kolonija. Prilikom odredivanja potencijala svakog soja prema
posmatranim svojstvima u obzir su uzete najvece izmerene vrednosti za svaku od testiranih
podloga, nezavisno od perioda kultivacije (Tabela 19). Azot, posle vode, je jedan od
najvaznijih faktora koji mogu ograniciti primarnu produkciju u susnim predelima (Whitford,
2002). Stoga, prednost treba dati sojevima koji postizu veéu ili jednaku sposobnost
produkcije odredenih metabolita u uslovima bez izvora azota, imajuc¢i u vidu da uslovi

sredine mogu favorizovati sojeve koji imaju sposobnost azotofiksacije.
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Tabela 19. Odabir sojeva sa potencijalom da se koriste za obnovu degradiranih lesnih povrsina i predela zahvacéenih dezertifikacijom. Oznakom + su dodatno

oznaceni sojevi sa visokim potencijalom odredenog svojstva u odgovaraju¢im uslovima

Kolicina Prinos
. BG11 | Toksi¢nost | Biomasa izlucenih izlu¢enih Viskozitet | MOMA | MOSA | Morfologija
Testirani soj B ) ] ) ]
medijum polisaharida | polisaharida

Chroococcidiopsis N+ + - + - - + -

.=‘l,|=.
sp. L1 N- + - - + - - -
N+ + - + - + + +

Nostoc sp. L2 +
N- + - - - + + +
N+ + - + + + - -

Nostoc sp. L2-2 +
N- + - - - + - -
N+ + - + - + + -

Tolypothrix sp. L4 a
N- + - - - - + -
N+ + + + - - + -

Nostoc sp. L5 +
N- + + - - - - +
N+ + - + + + + +

Nostoc sp. L6 +
N- + - - + + + +
N+ + + + - + + -

Nostoc sp. L6-2 +
N- + - - - - - +
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N+ + - + - - + -

Nostoc sp. M1 +
N- + - + - - - +
N+ + + + - - - -

Nostoc sp. R1 +
N- + - - - + - -
N+ + + - - - + +

Nostoc sp. R5-2 +
N- + - - - + - -
N+ + + - - - + -

Nostoc sp. SS1 +
N- + - - - + - -
N+ + + - - - - -

Nostoc sp. SS4 +
N- + - - - + - -
N+ + + + + - + -

Nostoc sp. GP14 +
N- + - - + + - -
N+ + - + + - - +

Nostoc sp. LP4 +
N- + - - - - - +
N+ + - - + - + -

Nostoc sp. LP8-2 +
N- + - - - + - +
N+ + + + + - + +

Nostoc sp. LR7 ¥
N- + - - - + - -
N+ + + - - - + -

Nostoc sp. ZJ1 +
N- + - - + + - -
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N+ + + - - +
Nostoc sp. IRN5D
N- + + - - +
N+ + + + - -
Nostoc sp. IRN5I
N- + + - + +
N+ + + + - +
Nostoc sp. IRN5K
N- + - - - +
N+ + + + - -
Nostoc sp. IRNG
N- + + - + +
N+ + + + - +
Nostoc sp. IRNS8
N- + * - - +
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Bezbednost sojeva da se koriste u daljim istrazivanjima njihovog potencijala za
upotrebu u obnovi degradiranih lesnih povrsina i povrSina zahvacenih dezertifikacijom
izvrsena je procenom njihove toksiénosti. Sojevi koji su izazvali mortalitet larvi Artemia
salina manji od 50% smatraju se potencijalno bezbednim za dalja istrazivanja i oznaceni su
oznakom “+” (Tabela 19). U ovoj studiji ni jedan soj nije izazvao mortalitet larvi racica
Artemia salina ve¢i od 17%, sto opravdava njihov potencijal za dalja ispitivanja i upotrebu u
obnavljanju degradiranih povrsina. lako je ova studija pokazala da bioloski testovi (test
mortaliteta Artemia salina) mogu biti primenjeni u odredivanju toksi¢nosti sojeva, u sluc¢aju
njihove masovne upotrebe za inokulaciju na terenu preporucljiva je primena i drugih metoda
detekcije cijanotoksina (na primer: LC-MS/MS, analize gena i primena drugih bioloskih
testova).

Klasifikacija sojeva u odnosu na produkciju biomase vrsena je prema Ordog (2001) i
prikazana u Tabeli 19. sa odgovaraju¢im oznakama. Sojevi koji su produkovali biomasu
preko 2000 mg/L (veoma produktivni sojevi) su oznaceni oznakom “+”, sojevi cija se
produkcija biomase kretala izmedu 1000 i 2000 mg/L (dobri producenti biomase) oznakom
“+”, dok su oznaku “— dobili slabo produktivni sojevi (produkcija manja od 1000 mg/L).
Sojevi sa najvecom produkcijom, u podlozi bez izvora azota, za svaku drzavu (Srbiju, Kinu i
Iran) su dodatno oznaceni zelenom bojom. Medu sojevima izolovanim iz BLP iz Srbije, soj
Nostoc sp. L5 se istakao po skoro istoj produkciji biomase u obe podloge dajuci visok prirast
biomase (iznad 2 mg/mL). Ovaj soj je imao najveéi prirast biomase u podlozi bez izvora
azota. Ni jedan od pet testiranih sojeva izolovanih iz BLP iz Kine nije se istakao kao visoko
produktivan soj. Dobri producenti biomase su bili sojevi Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. LR7,
Nostoc sp. ZJ1, ali samo u podlozi sa izvorom azota. Svi sojevi su u uslovima bez izvora
azota produkovali biomasu manju od 1 mg/mL. Soj Nostoc sp. GP14 je proizveo najvise
biomase u obe testirane podloge, zbog ¢ega moze biti izabrani soj za dalja ispitivanja. Sojevi
izolovani iz BLP iz Irana takode nisu pokazali bolju produkciju biomase u uslovima bez
izvora azota. Od tri soja (Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRN5K, Nostoc sp. IRN8) koja su se
pokazala kao veoma produktivni sojevi, samo je soj Nostoc sp. IRN5I pomenutu visoku
produkciju biomase postigao u uslovima sa i bez izvora azota. lako su neki sojevi u sedmoj
nedelji kultivacije imali veci prinos biomase, nakon 16 nedelja soj Nostoc sp. IRN5I je
postigao najveci prinos, §to ukazuje na njegovu sporiju adaptaciju u te€nim kulturama ali ipak
vecu stopu produkcije biomase.

Sojevi kod kojih je ostvarena koli¢ina izlu€enih polisaharida u kultivacionom

medijumu iznad 2 mg/L su oznaceni sa ‘“+” (Tabela 19), dok su sojevi sa najvecim
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vrednostima ostvarenim u podlozi bez izvora azota dodatno oznaceni zelenom bojom.
Obzirom da se izolovani sojevi ispituju za potrebe inokulacije na degradiranim lesnim
povrsinama i rast u terestricnim ekosistemima, vecu ulogu u izboru sojeva ima prinos
izluCenih polisaharida (specificna produkcija izlu¢enih polisaharida po jedinici biomase) u
odnosu na koli¢inu u kultivacionom medijumu. Koli¢ina izluenih polisaharida u
kultivacionom medijuma je sluzila kao pomoc¢ni kriterijum prilikom izbora sojeva. Sojevi
izolovani iz BLP iz Srbije, sa prinosom izlu¢enih polisaharida preko 50 mg/g biomase su
oznaceni sa “+” (Tabela 19), dok su ostalim sojevima dodeljene oznake “-*“. Obzirom na
izuzetno niske i priblizno sli¢cne vrednosti ostvarenih prinosa izlu¢enih polisaharida sojeva
izolovanih iz BLP iz Kine, a u cilju selekcije najboljih sojeva, oznakom “+” su oznaceni
sojevi koji su ostvarili prinose iznad 1,40 mg/g biomase (Tabela 19). Sojevi izolovani iz BLP
iz Irana su pokazali prilicno sli¢ne vrednosti prinosa izlu¢enih polisahrida sojevima iz Kine.
U cilju selekcije najboljih sojeva, oznakom “+” su obelezeni sojevi koji su dostigli prinos
izluéenih polisaharida iznad 5 mg/g biomase. Dva soja sa najve¢im prinosima iz svake drzave
(Srbije, Kine i Irana) u podlozi bez izvora azota su dodatno oznacena zelenom bojom. Soj
Nostoc sp. L6 je postigao najveci prinos izlucenih polisaharida u okviru ove studije, koji je
ostvario u uslovima bez izvora azota. Njegov znacaj je uvecan cinjenicom da se istakao i po
prinosu izlucenih polisaharida u podlozi sa izvorom azota, ali i da predstavlja jedan od dva
soja sa najve¢im prinosom ukupnih polisaharida. Ove cinjenice ukazuju na visok potencijal
pomenutog soja u produkciji egzopolisaharida nezavisno od prisustva azota u predelu gde se
planira inokulacija. Soj Chroococcidiopsis sp. L1 se takode istakao po prinosu obe vrste
polisaharida u uslovima bez izvora azota. U odnosu na ostale sojeve, kod oba soja su
izmerene znacajne vrednosti viskoziteta. Ranije studije (Billi 1 Grilli Caiola, 1996; Boison i
sar., 2004) ukazuju da rast Chroococcidiopsis u semi-aridnim uslovima moze biti otezan zbog
visokog intenziteta svetlosti i koncentracije kiseonika koji ometaju proces azotofiksacije.
Medutim, ova studija je pokazala da Chroococcidiopsis kolonizuje niZe slojeve bioloskih
pokorica, kriju¢i se ispod drugih cijanobakterijskih vrsta, ¢ime obezbeduje sebi optimalne
uslove za rast. Medu Kkineskim sojevima, dva soja sa najve¢im prinosom izluéenih
polisaharida u uslovima bez izvora azota (Nostoc sp. GP14 i Nostoc sp. ZJ1) su sojevi kod
kojih je u istim uslovima izmerena znacajnija vrednost viskoziteta. Sojevi Nostoc sp. IRN5I i
Nostoc sp. IRN6 su imali najveci prinos izlu¢enih polisaharida u uslovima bez izvora azota u
odnosu na ostale iranske sojeve. U datom trenutku postizanja najvec¢ih prinosa, ova dva soja
su pokazala i najvece vrednosti viskoziteta. Sojevi Nostoc sp. IRN5I i Nostoc sp. IRN6 su u

uslovima sa izvorom azota produkovali i najve¢e koli¢ine izluCenih polisaharida u
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kultivacionom medijumu. Poredeéi sojeve izolovane iz BLP iz Kine i Irana sa sojevima iz
BLP Srbije moze se zakljuciti da su sojevi iz Kine i1 Irana dostigli znatno nize prinose
izlu¢enih polisaharida.

Sposobnost produkcije UV zastitnih pigmenata svakog soja oznaCena je sa
oznakom“+*, dok su sojevi koji nisu pokazali sposobnost produkcije dva testirana pigmenta
oznaceni oznakom “- ““. Najvece zabelezene produkcije su dodatno oznacene zelenom bojom.
Sojevi izolovani iz BLP iz Srbije koji su se izdvojili po najvecoj produkciji biomase i
najvecem prinosu izluc¢enih polisaharida (Nostoc sp. L5 i Nostoc sp. L6, redom) su pokazali
sposobnost produkcije oba testirana zastitna pigmenta. Sposobnost produkcije MOSA od
strane soja Nostoc sp. L6 je bila nezavisna od prisustva azota, kao i prinos izlucenih
polisaharida. Takode, kod pomenutog soja je izmeren najveci sadrzaj MOMA u obe testirane
podloge. Soj Nostoc sp. L5 produkovao je MOSA u podlozi bez izvora azota, $to ¢ini ovaj soj
pogodnim za rast u degradiranim sredinama gde je izrazen nedostatak ovog nutrijenta.
Takode, izdvojeni soj po prinosu polisaharida Chroococcidiopsis sp. L1 ima sposobnost
produkcije jednog od testiranih pigmenata (MOMA). Sposobnost sinteze oba ili jednog od
testiranih zaStitnih pigmenata pojacava potencijal ovih sojeva da rastu i razvijaju se u semi-
aridnim sredinama. Sojevi izolovani iz BLP iz Kine koji su se izdvojili po produkciji biomase
i prinosu izlucenih polisaharida (Nostoc sp. GP14, Nostoc sp. ZJ1) iako nisu pokazali
sposobnost produkcije MOSA, prisustvo MOMA je detektovano u podlozi sa izvorom azota.
Nostoc sp. ZJ1 je produkovao najvise MOMA od kineksih sojeva. Medu kineskim lesnim
sojevima sposobnost produkcije oba pigmenta su pokazali sojevi Nostoc sp. LP8-2, Nostoc
sp. LR7. Kod soja poreklom iz Irana koji je imao najveci prinos izlucenih polisaharida i
produkciju biomase (Nostoc sp. IRN 5I) nije detektovano prisustvo ni jednog od zastitnih
pigmenata. U kulturi soja Nostoc sp. IRN6, drugog po prinosu izlucenih polisaharida,
prisustvo MOMA je detektovano u podlozi sa izvorom azota. Sposobnost produkcije obe
vrste zastitnih pigmenata, u podlozi bez izvora azota, od iranskih sojeva pokazao je soj
Nostoc sp. IRN5D.

Prilikom odabira sojeva morfologija sojeva igra znacajan uticaj. Posebnu paznju
treba obratiti na sojeve koji imaju afinitet prema odredenoj veli¢ini cestica, kao §to su
Chroococcidiopsis sp. L1 i Tolypothrix sp. L4. Znacaj sojeva roda Nostoc ne treba zanemariti
imajuc¢i u vidu njegovu dominaciju prilikom izolacije i ¢injenicu da predstvlja jedan od
najrasprostranjenijih terestricnih cijanobakterija bioloskih pokorica (Williams i sar., 2016).
Kada su u pitanju sojevi izolovani iz BLP sa lesnog sedimenta iz Srbije, sojeve

Chroococcidiopsis sp. L1 i Tolypothrix sp. L4 ne treba zanemariti zbog njihove morfologije i

173



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

afiniteta prema odredenoj veliCini ¢estica. Konzorcijum sojeva (Chroococcidiopsis sp. L1,
Nostoc sp. L2, Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L5, Nostoc sp. L6) izolovanih iz BLP sa lesnog
sedimenta iz napuStene ciglane u Rumi je testiran da inicira formiranje veStackih BLP
koriste¢i lesni sediment sa istog lokaliteta kao izvor prasine. Rezultati su pokazali dominaciju
roda Chroococcidiopsis u delovima komore u koji dospevaju nasitnije Cestice, dok se
pomenuti soj izdvojio i po visokom prinosu izluenih polisaharida bez obzira na slabiju
produkciju biomase. Tolypothrix sp. L4 je pokazao sposobnost da dominira na sedimentu koji
karakteri$u krupnije Cestice peska i Siri prostor izmedu njih (Duli¢ i sar., 2017). Nakon sedam
nedelja kultivacije kod ovog soja je izmerena najveca koli¢ina izlucenih polisaharida u
kultivacionom medijumu (Grafikon 27).

Obzirom na potisnu¢e roda Nostoc iz formiranih bioloskih pokorica i potrebe za
smanjenjem troSkova pri produkciji biomase (produkcija biomase manjeg broja sojeva) za
primenu na terenu, doSlo se do zakljucka da za dalja istrazivanja treba izabrati konzurcijum
sojeva sa najistaknutijim svojstvima potrebnim za razvoj pokorica. Stoga, za obnavljanje
degradiranih lesnih povrSina Srbije, pre svega lokaliteta napustene ciglane u Rumi, sojevi
koji bi mogli da predstavlju dobar izbor za dalja ispitivanja njihove inokulacije na terenu su
sojevi sa zelenim oznakama “+” u tabeli 19.: soj sa najvisim prinosom izluc¢enih polisaharida
(Nostoc sp. L6), soj sa visokim prinosom izlu¢enih polisaharida i afinitetom za vezivanje
sitnijih ¢estica (Chroococcidiopsis sp. L1), soj sa visokom produkcijom biomase (Nostoc sp.
L5), soj sa sposobnos$¢u kolonizacije Krupnijh Cestica i visokom koli¢inom izlu¢enih
polisaharida u kultivacionom medijumu (Tolypothrix sp. L4). Potencijal ovih sojeva je
dodatno naglasen njihovom sposobnos¢u da produkuju oba zastitna pigmenta (Nostoc sp. L5 i
Nostoc sp. L6) ili samo jedan (Chroococcidiopsis sp. L1 i Tolypothrix sp. L4). Kada je u
pitanju odabir sojeva za obnovu degradiranih lesnih povrsina Kine, konzorcijum sojeva sa
najvisim potencijalom u sintezi biomase i izlucenih polisaharida i Sposobnosc¢u sinteze
metabolita mikosporin opsega (Nostoc sp. ZJ1 i Nostoc sp. GP14) bi mogao biti pojacan
sojem koji je pokazao sposobnost produkcije metabolita opsega scitonemina (na primer:
Nostoc sp. LP8-2) u cilju bolje zastite potencijalnih BLP od stetnog UVA i UVB zracenja.
Pojacavanje konzorcijuma sojeva iz Irana (Nostoc sp. IRN5I i Nostoc sp. IRN6) bi takode
trebalo sagledati, imajuci u vidu da soj sa najvisim potencijalom u produkciji biomase i
prinosa izlucenih polisaharida (Nostoc sp. IRN5I) nije pokazao sposobnost produkcije ni
jednog od testiranih zastitnih pigmenata. Soj Nostoc sp. IRN5D sa sposobnosé¢u da produkuje
oba zastitna pigmenta bi mogao doprineti boljem prezivljavanju ovog konzorijuma nakon

inokulacije.
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Na osnovu prethodne diskusije, sojevi Chroococcidiopsis sp. L1, Tolypothrix sp. L4
Nostoc sp. L5 i Nostoc sp. L6 mogu predstavljati izabrani konzorcijum sojeva za dalja
laboratorijska ispitivanja i terenske eksperimente procene optimalne biomase inokuluma i
procene razvoja BLP u cilju obnove degradiranih lesnih povrsina Srbije, kao autohtoni sojevi
ovih istraZivanja. Izabrani konzorcijumi autohtonih kineskih (Nostoc sp. GP14, Nostoc sp.
LP8-2 i Nostoc sp. ZJ1) i iranskih sojeva (Nostoc sp. IRN5I, Nostoc sp. IRN5D i Nostoc sp.
IRNG) bi mogli biti sojevi od izbora za dalja ispitivanja njihovog potencijala da uspostave
interakciju sa Cesticama prasine 1 formiraju BLP. Medutim, imaju¢i u vidu rezultate ove
studije, kao i da je ispitano samo po pet sojeva iz Kine i Irana potrebna su dodatna ispitivanja
BLP sa istrazivanih lokaliteta Kine i Irana, izolacija i ispitivanje novih sojeva pre kona¢nog
odabira sojeva za inokulaciju na terenima Kine i Irana.

Pored izbora sojeva baziranom na zahtevu da se inokuliSu autohtoni sojevi, moglo bi
se razmiSljati i o kombinovanom konzorcijumu sojeva sa najboljim karakteristikama
dobijenim u uslovima bez izvora azota tokom ovih istrazivanja, a to bi bili slede¢i sojevi: soj
sa najve¢im prinosom izluCenih polisaharida Nostoc sp. L6, soj sa najve¢om produkcijom
biomase Nostoc sp. L5 i soj sa sposobnos¢u produkcije oba zastitna pigmenta Nostoc sp.
IRNSD.

5.5. Uvodenje nove BLOCDUST teorije bazirane na ulozi i znacaju

cijanobakterija u formiraju lesnog sedimenta

Postavljanje nauc¢ne hipoteze predstavlja pocetak procesa u nastanku naucne teorije.
Termin “teorija” se u nauci koristi za opisivanje najnaprednijih sistema znanja (Harte, 2011).
Prema Tong (2003), dobro testirano, dokumentovano, objasnjenje prirodne pojave koje je
potkrepljeno dokazima naziva se teorija. Nau¢ne metode teZze da objasne prirodne pojave
univerzuma upotrebom logi¢nih, doslednih, sistematskih metoda istrazivanja, prikupljanjem
podataka, analizom podataka (hipoteza) i eksperimentalnim testiranjem. U ovoj studiji su
koris¢ene nau¢ne metode za dokazivanje postavljene BLOCDUST hipoteze u laboratorijskim
uslovima. U tom smislu ova studija predstavlja napredak u istrazivanju procesa formiranja
lesnog sedimenta, prikazivanjem eksperimentalnih dokaza BLOCDUST hipoteze o biogenom
poreklu lesa. Za uspostavljanje naucne teorije postoji niz koraka koje je potrebno preduzeti

(Tong, 2003). Nakon odabira prirodne pojave koju je potrebno otkriti i objasniti, potrebno je
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prikupiti informacije o toj pojavi. Nakon sakupljanja dovoljno podataka i pronalaska
obrazaca u tim podacima daje se privremeno objasnjenje pomenutih obrazaca, koje se naziva
hipoteza (Tong, 2003). Sakupljanjem dosadasnjih informacija o poreklu lesa (sumirano u
odeljku 1.3.2. Formiranje lesnog sedimenta) uocila su se neslaganja dosadasnjih definicija i
objasnjenja porekla lesa i strukture formiranog lesnog sedimenta (Svircev i sar., 2013). Do
sada prihvacena uloga vegetacije u hvatanju i sedimentaciji Cestica praSine (Tsoar i Pye,
1987; Danin i Ganor, 1991), dovela se u pitanje obzirom da se najveci deo lesnog sedimenta
formirao u semi-aridnim regionima tokom hladnih i suvih glacijalnih perioda kada je
vegetacijski pokriva¢ bio slabo razvijen (Svircev i sar., 2013). Najnovija istrazivanja o
formianju lesa ukazuju da bi mikrobioloSka zajednica ekstremofila na povrsini lesa (bioloske
pokorice) mogla imati klju¢nu ulogu u stabilizaciji deponovane prasine i njenom prevodenju
u les (Svircev 1 sar, 2013; 2019). Stoga, Svirev 1 sar. (2013) su dali objasnjenja novih
obrazaca u formiranju lesa i na taj nacin postavili BLOCDUST hipotezu. Slede¢i korak je
testiranje hipoteze u cilju sakupljanja dodatnih podataka kako bi se proverilo da li hipoteza i
dalje pokazuje pretpostavljene obrasce. Prilikom sakupljanja podataka ne smeju se zanemariti
oni koji su u suprotnosti sa hipotezom, ve¢ se usmeriti na razvijanje hipoteze (Tong, 2003). U
tom smislu, istrazivanja u ovoj studiji su bazirana na testiranju BLOCDUST hipoteze i
postavci BLOCDUST teorije na osnovu rezultata testiranja i provere.

U eksperimentalnoj komori ove studije doslo je do pojave kompaktnog sloja lesnih
Cestica ispod BLP (Slika 47), kao rezultat sinergisticke interakcije izmedu zive i nezive
komponente. Za razliku od eksperimentalne komore, u kontrolnoj komori u kojoj nije bilo
BLP izdvojio se sloj rasutih Cestica bez zastitnog sloja BLP (Slika 53C; 53D). Prema Sviréev
1 sar. (2019) stabilizovani les je posledica (proizvod) uspostavljanja sinergoze izmedu Zive 1
nezive komponente prirode (BLP i prasine). Williams 1 sar. (2012) su opisali bioloske
pokorice kao bio-sedimentni kompleks gde je interakcija izmedu bioloske i sedimentne
komponente slabo istrazena. Sinergoza opisuje ulogu BLP u vezivanju, akumulaciji i
stabilizaciji Cestica prasine (Svirev i sar., 2019), §to je eksperimentalno potvrdeno u 0voj
studiji. Cestice prasine iz vazduha u okviru ove studije su sluZile kao izvor mineralnih
hranljivih materija, dok je ve¢ prvi izdvojeni sloj lesa ispod BLP dalje sluZio kao podloga za
rast BLP. Ovakva uloga nezive komponente ekosistema je opisana u sinergozi i njenom
znacaju u procesu formiranju lesnog sedimenta (Svir€ev i sar., 2019). Uocena stabilizacija
Cestica praSine cijanobakterijskim kolonijama i egzopolisaharidima, kao i zastitni sloj BLP
preko istaloZzenog sloja lesa je u skladu sa BLOCDUST hipotezom gde se stabilizacija i

zaStita Cestica isticu kao glavne aktivnosti u procesu nastanka lesa (SvirCev i sar., 2013). Ova
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studija potvrduje teoretski opisanu ulogu bioloske komponente (cijanobakterija) u stvaranju
lesnog sedimenta (Svirev i sar., 2013; 2019). Formiranjem lesa u eksperimentalnim
uslovima pod aktivnim uticajem cijanobakterijskih BLP namece se potreba dopune definicije
lesa: les nije sediment samo eolskog porekla, nego i biogenog. Panteli¢ i sar. (2020) su u
svojoj studiji pokazali prisustvo metabolita scitonemin opsega u BLP i lesnom sedimentu
starom nekoliko desetina hiljada godina, ¢ime se ukazuje na prisustvo cijanobakterija kada se
odredeni sloj lesa formirao. Opisana uloga cijanobakterijskih BLP u formiranju primarne
stukture lesnog sedimenta je u skladu sa opisanom ulogom organizama bioloskih pokorica u
pocetnim stadijumima formiranja zemljista (Schulz i sar., 2013). Mikroorganizmi
organizovani u biofilmove ucestvuju u rastvaranju minerala, obogacuju ogoljeno tlo
hranljivim materijama i vrSe njegovu stabilizaciju, a samim tim predstavljaju osnovu za
razvoj vaskularnih biljaka (Schulz i sar., 2013).

Stvaranjem vesStackog kompaktnog lesnog sedimenta samo u komori sa prisustvom
BLP (Slike 47; 49), za razliku od rasutih Cestica u kontrolnoj komori (Slika 53C; 53D), ova
studija predstavlja bitan korak u dokazivanju biogenog porekla lesa. Znacaj cijanobakterija
kao Zive komponente u procesu formiranja lesa je u skladu sa njthovom dominacijom u BLP
sa lesnih profila iz Srbije (Svircev i sar., 2013), kao i znacajem BLP u vegetacijskom
pokrivacu u lesnim predelima (Smalley i sar., 2011; Sviréev i sar., 2013). Ovim dualnim
poreklom lesa (biolosko i eolsko) potvrduje se postOjanje i zna¢aj sinergoze u formiranju
lesnog sedimenta (Sviréev i sar., 2019). Izdvajanje vise podslojeva povrSinskog i
podpovrsinskog sloja BLP (Slika 52C; 52D) je posledica periodi¢ne simulacije oluja prasine.
Zatrpavanje cijanobakterijskih kolonija olujama praSine iniciralo je migraciju cijanobakterija
ka izvoru svetlosti. Vracanje u povrSinske slojeve cijanobakterije vezuju nove Cestice i
formiraju novi sloj BLP, dok destice praSine vezane tokom prethodne oluje ostaju
akumulirane ispod novog sloja BLP. Vremenom su se u podpovrSinskom sloju izdvojili
podslojevi starih BLP zajedno sa zaostalim egzopolisaharidima i istalozenim ¢esticama.
Nekoliko studija je pokazalo da se vra¢anjem cijanobakterija u povrSinske slojeve nakon
zatrpavanja Cesticama pokrece novi proces vezivanja, akumulacije i1 stabilizacije Cestica
(Garcia-Pichel i Pringault, 2001; Thomas i Dougill, 2007; Williams i sar., 2012). Ovim
cikliénim vezivanjem Cestica cijanobakterijama, njihova akumulacija i stabilizacija su doveli
do nakupljanja slojeva kompaktnog lesnog sedimenta. Malam Issa i sar. (1999) su istakli
ulogu bioloskih pokorica u taloZenju Cestica prasine i nakupljanju slojeva tla.

Ukoliko razvijena hipoteza predstavlja najbolje objasnjenje odredene pojave i opstane
u nauc¢noj zajednici, ona dobija status teorije. Svaka teorija je podlozna modifikaciji ili
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odbijanju ukoliko postoje dokazi koji je opovrgavaju ili podrzavaju drugu teoriju (Tong,
2003). Prihvatanje naucnih radova koji opisuju ovu hipotezu (Svircev i sar., 2013; 2019) za
objavljivanje i njihovo citiranje (Tabela 20) ukazuju na prepoznavanje znacaja BLOCDUST

hipoteze od strane naucne zajednice i njeno dalje razvijanje.

Tabela 20. Broj citata BLOCDUST hipoteze u razli¢itim nau¢nim bazama podataka.

Broj citata
Baza podataka
BLOCDUST 2013. BLOCDUST 2019.
Scopus 31 4
Google schoolar 45 7
Web of science 30 3

Azurirana 30.03.2021.

BLOCDUST 2013.: Svir¢ev, Z., Markovi¢, S.B., Stevens, T., Codd,
G.A., Smalley, L.J., Simeunovi¢, J., Obreht, 1., Duli¢, T., Panteli¢, D.,
Hambach, U., 2013b. Importance of biological loess crusts for loess
formation in semi-arid environments. Quat. Int. 296: 206-215.
BLOCDUST 2019: Sviréev, Z., Duli¢, T., Obreht, 1., Codd, G.A.,
Lehmkuhl, F., Markovi¢, S.B., Hambach, U., Meriluoto, J., 2019.
Cyanobacteria and loess-an underestimated interaction. Plant Soil
439:293-308.

178



Znacaj i uloga terestricnih cijanobakterija u semi-aridnim sredinama

6. ZAKLJUCCI

Dezertifikacija 1 degradacija povrSina lesnih sedimenata predstavljaju znacajne
ekoloske probleme u mnogim delovima sveta. Zdravlje ljudi i Zivotinja je ugroZeno u
regionima pogodenim ovim problemima, dok gubitak obradivog zemljista wusled
uznapredovanog procesa dezertifikacije uzrokuje dodatne socio-ekonomske probleme.
Metode koje se Cesto koriste u obnovi degradiranog tla umerenih regiona, poSumljavanje, ima
svoje nedostatke za primenu u aridnim i semi-aridnim sredinama, kao $to su lesni predeli.
Ova studija predstavlja napredak u obnovi degradiranih lesnih povrSina i ublazavanju
posledica dezertifikacije, sprecavanju i prevenciji zdrastvenih, ekonomskih, ekoloskih i
socijalnih posledica ovih procesa.

Rezultati disertacije ukazuju na potencijal izolovanih cijanobakterijskih sojeva iz BLP
za upotrebu u obnovi degradiranih povrSina zbog visokog potencijala u produkeiji
egzopolisaharida i biomase u uslovima bez izvora azota, kao i sposobnosti da produkuju
zaStitne pigmenate.

> Vise od 90% izolovanih sojeva u okviru ove disertacije pripada rodu Nostoc. Svi
izolovani sojevi iz BLP iz Kine i Irana su pripadali rodu Nostoc. 1zolovani sojevi iz BLP iz
Srbije su pored sojeva iz roda Nostoc imali po jednog predstavnika iz rodova Tolypothrix i
Chroococcidiopsis. 1zolovani sojevi su doprineli obogacenju brojnosti sojeva u Novosadskoj
kolekciji kultura cijanobakterija-NSCCC.

» Svi izolovani sojevi su izazvali mortalitet larvi Artemia salina manji od 20%. Najveéi
mortalitet je iznosio 16% i bio je izazvan od strane soja Tolypothrix sp. L4.

» Prisustvo izvora azota je stimulisalo produkciju biomase kod vecine testiranih sojeva
u oba posmatrana kultivaciona perioda. Najveca produkcija biomase od 3241 mg/L je
zabelezena kod soja Nostoc sp. IRN8 u podlozi sa izvorom azota. Najproduktivniji soj u
uslovima bez izvora azota izolovan iz BLP iz Srbije je Nostoc sp. L5 (2648 mg/L), koji je
slicnu produkciju biomase pokazao i u podlozi sa izvorom azota. U istim uslovima,
najproduktivniji soj iz BLP iz Kine je Nostoc sp. GP14 (906 mg/L), dok je iz lrana bio
Nostoc sp. IRN5SI (2529 mg/L) koji je sli¢nu koli¢inu produkovane biomase ostvario i u
uslovima sa izvorom azota.

» Prisustvo izvora azota je uticalo na vec¢u koli¢inu izlu¢enih i ukupnih polisaharida u
kultivacionom medijumu kod vecine testiranih sojeva. Najvece izmerene koli¢ine izlu€enih i

ukupnih polisaharida ove studije su zabeleZene u podlozi sa izvorom azota. Soj Nostoc sp. L2
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je dostigao najvecu koli¢inu izlu€enih polisaharida (5,58 mg/L), dok je najvise ukupnih
polisaharida ostvario soj Nostoc sp. IRN5I (19,08 mg/L). U uslovima bez izvora azota, soj sa
najve¢om koli¢inom izlu¢enih i ukupnih polisaharida iz Srbije je Nostoc sp. M1
(4,54 mg/L izlu€enih i 8,33 mg/L ukupnih polisaharida). U istim uslovima, najveéu koli¢inu
polisaharda iz Kine su pokazali sojevi Nostoc sp. GP14 (1,00 mg/L izlu¢enih polisaharidi) i
Nostoc sp. LR7 (8,79 mg/L ukupnih polisaharida), dok su se iz Irana kao najbolji po koli¢ini
polisaharida istakli sojevi Nostoc sp. IRNS (1,58 mg/L izlucenih polisaharida) i Nostoc sp.
IRNSI (11,18 mg/L ukupnih polisaharida). Primecen je pozitivan uticaj duzine kultivacije na
koli¢inu polisaharida. Kod vecine testiranih sojeva (83%) je primeceno povecanje koli¢ine
izluCenih 1 ukupnih polisaharida pove¢anjem duZzine kultivacije nezavisno od prisustva izvora
azota.

» Prinos izluc¢enih i ukupnih polisaharida je bio soj-specifi¢an Sa statisti¢ki znacajnim
uticajem prisustva izvora azota. Prinos izlu¢enih 1 ukupnih polisaharida je kod vecine
testiranih sojeva bio stimulisan odsustvom izvora azota. Dva najproduktivnija soja izlu¢enih
polisaharida ove studije su sojevi iz Srbije, Nostoc sp. L6 (122 mg/g biomase) i
Chroococcidiopsis sp. L1 (78 mg/g biomase) sa ostvarenim prinosima u uslovima bez izvora
azota. Sojevi sa najveéim prinosom izlucenih polisaharida u odsustvu izvora azota poreklom
iz Kine su Nostoc sp. GP14 (1,40 mg/g biomase) i Nostoc sp. ZJ1 (1,53 mg/g biomase), dok
su iz Irana Nostoc sp. IRN5I (8,06) i Nostoc sp. IRN6 (6,63 mg/g biomase).

> Kod 55% testiranih sojeva je prisustvo izvora azota u medijumu stimulisalo veéi udeo
izlucenih polisaharida u ukupnim polisaharidima, nezavisno od duzine Kultivacije. Udeo
izluéenih polisaharida u ukupnim polisaharidima iznad 50% je pokazalo 27%, odnosno 36%
testiranih sojeva nakon sedam i 16 nedelja kultivacije.

> Na viskozitet medijuma testiranih sojeva uticaj su imali prisustvo izvora azota i
duzina kultivacije. Veci viskozitet kultura starih sedam nedelja je bio stimulisan odsustvom
izvora azota kod vecine testiranih sojeva (90,91%), dok je veci viskozitet kultura starih 16
nedelja bio stimulisan prisustvom izvora azota kod veéine testiranih sojeva (81,82%).

» Prisustvo MOMA je zabelezeno kod mnogo vise testiranih sojeva (73% testiranih
sojeva) od MOSA (50% testiranih sojeva). Sposobnost produkcije oba pigmenta pokazalo je
41% testiranih sojeva. UocCen je stimulirajuci efekat odsustva izvora azota na produkciju
MOSA, dok je prisustvo izvora azota stimulisalo produkciju MOMA.

Utvrdeno je da interakcija cijanobakterijskog biofilma i Cestica prasine poreklom iz
vazduha dovodi do formiranja bioloskih pokorica. Odgovor formiranih BLP na dostupnost

vode se ogledao u promeni mikromorfologije BLP i metaboli¢koj reaktivaciji nakon vlazenja
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u vidu povecanja sadrzaja pigmenata. Mehanizam hvatanja, akumulacije 1 stabilizacije Cestica
cijanobakterijama se razlikovao u zavisnosti od morfologije cijanobakterijskih kolonija.
Zarobljavanje Cestica cijanobakterijskim filamentima i1 egzopolisaharidima je rezultiralo
deponovanjem cestica 1 zaostalog egzopolisaharidnog materijala ispod cijanobakterijskih
BLP, kao i vertikalnom stratifikacijom BLP. Aktivnos¢u cijanobakterijskih BLP doslo je do
izdvajanja podpovrsinskog sloja agregiranih Cestica lesnog sedimenta zasti¢enih povrSinskim
slojem BLP, za razliku od Cestica navejanih bez uticaja bioloSke komponente. Kao posledica
interakcije Cestica sa egzopolisaharidima doslo je do ukrupnjavanja Cestica, stvaranja vecéih
organo-mineralnih agregata od navejavanih Cestica i1 Cestica navejanih simulacijom oluja
prasine. PovrSinski zastitni sloj BLP pokazao je ulogu u sprecavanju odnoSenja Cestica lesnog
sedimenta erozivnim silama simuliranog vetra. Kao posledica sukcesivnih procesa doslo je do
promene sastava zajednice u formiranim BLP, pojavljivanja novih sojeva i potiskivanja nekih
sojeva koji su inicirali razvoj biofilma.

Identifikovan je konzorcijum sojeva poreklom iz Srbije (Chroococcidiopsis sp. L1,
Tolypothrix sp. L4, Nostoc sp. L5 i Nostoc sp. L6) za dalja istrazivanja njihove potencijalne
upotrebe za obnovu degradiranih lesnih povrSina Srbije. Dalja istraZivanja razvoja bioloSkih
pokorica i aktivnosti obnove na terenu su neophodna, ali ova studija predstavlja
eksperimentalni dokaz koncepta i napredak u razvoju strategije za borbu protiv dezertifikacije
i oSte¢enja povrsina u lesnim predelima baziraju¢i se na fundamentalnom i aplikativhom
znacaju cijanobakterija u semi-aridnim sredinama i davanjem niza aktivnosti tacno
definisanog redosleda za uspesnu stabilizaciju i obnovu degradiranih lesnih povrsina.

Stvaranje vestackog kompaktnog lesnog sedimenta samo u komori sa prisustvom
BLP, za razliku od rasutih ¢estica u kontrolnoj komori, predstavlja bitan korak u dokazivanju
biogenog porekla lesa. Ovim se definicija lesa kao eolskog sedimenta prevodi u definiciju sa
elementima i eolskog i biogenog porekla. Dualnim poreklom lesa (biolosko i eolsko)
potvrduje se postOjanje i znacaj sinergoze u formiranju lesnog sedimenta. Pored toga, dualni
koncept je kompletno objasnjen i fundamentalno i eksperimentalno dokazan tako da se kao
glavni zakljucak 1 doprinos ove doktorske disertacije moze predstaviti prevodenje

BLOCDUST hipoteze u BLOCDUST teoriju.
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Plan tretmana podataka

3Hauaj ¥ yjiora TEPECTPUUHUX LHUjaHOOAKTEPHja Y CEMHU-apUIHAM CpeauHaMa

a) VYuusepsurer y Hosom Cany, IIpuponHo-marematuuku ¢akynrer, [lemaprman 3a
OMOJIOTH]y U €KOJIOTH]Y

0)
—
“Tpanchopmanmje reomnpocropa CpOHje - MPONUIOCT, CaBPEMEHHU MPOOJIEMHU M IMPEIO3U
pemema” (EBuaenimonn 6poj mpojekra: OM176020), MUHHCTapCTBO MPOCBETE, HAyKe H

TEXHOJIOIIKOT ﬁa:«:Boia Peni6nm<e Ci6p1i’e.

1.1 Bpcra cryauje

Ykpamxo onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu RPpuKyn/wbajy

Cryauja npencTaBba UCTPAXKUBabEe Y OKBUPY JOKTOPCKE JUCEpTalje Koja je 3a b uMmaia
UCIUTHBake (QyHAAMEHTAJIHE M TpAKTHYHE YJIOre LUjaHOOaKTepHja y CeMU-apUIHUM
cpeauHaMa. AHaJdM3UpaH je MOTEHLHjall JIECHUX LHjaHOOAKTEpHjCKUX CcojeBa 3a OOHOBY
JIeTpaupaHuX JECHUX MOBPIIMHA, BbUXOBA CIIOCOOHOCT J1a OCTBAape WHTEPAKIU]y Ca YECTHIA
npamrHe U popMmupajy O6uonomke nokopuie. [IpouemeHn je MexaHM3aM MMOOWIM3aLUje U
cTabmiu3anyje 4YecTuIla, Kao W yjora IjaHoOakrepuja y (opMupamy JIECHOT CEIMMEHTA.
[Naxxmwa je mocBeheHa U aKTUBHOCTHMA KOj€ je MOTPEOHO CIPOBECTH y IIMJbY yCIIELIHE OOHOBE
JIeTpaupaHuX JIECHUX TOBPIIUHA.

1.2 Bpcre nogaTtaka
a) KBAHTUTATHBHH
0) KBAJTUTATUBHU

1.3. Haunn npukymbama moaaTaka

a) aHKeTe, YITUTHUIIN, TECTOBH

0) KIIMHUYKE TMPOIICHE, MEIUIIMHCKY 3aITUCH, SIICKTPOHCKHU 3]IPABCTBCHH 3aITHCH
B) TCHOTHIIOBH: HABECTH BPCTY
') aIMUHUCTPATUBHU TIOJIAITN: HABECTH BPCTY
1) y30pIIM TKUBA: HABECTU BPCTY
h) cammum, gororpaduje: dbororpaduje ca cTepeOMUKPOCKONA, CBETIOCHOT MHKPOCKOMNA,
CKCHHMHI €JIEKTPOHCKOTI MUKPOCKOMa, hoTorpaduje ucTpakMBaHUX JIOKaIUTeTa U Gororpaduje
y30paKa TOKOM eKCIiepHMeHaTa

€) TeKCT: TEKCTYaJIHHU MOJIAlY 32 MPEerJIe/l JIUTEPATyPe; ONMKMC UCTPAKUBAHUX TOJIPYY]a;

K) Mama:

3) ocTaJIo: 1a00PaTOPU]CKH CKCIIEPUMEHTH U MEPEHha

1.3 dDopMaT rnogaraka, YHOTpe6J'beHC CKaJIC, KOJIMYKHaA I1oJaTaKka

1.3.1 Ynotpe6sbenu codptBep U popmaT JaTOTEKE:




a) Excel ¢aja, naroreka .xIsx
b) SPSS ¢ajn, naroreka

c) PDF ¢aja, natoreka .pdf

d) Tekcr ¢ajn, natorexa .doc
e) JPG ¢aja, natoreka .jpg
f) Ocrano, naroreka .tiff; sta

1.3.2. bpoj 3anmca (ko KBAaHTUTATUBHUX IMOJATAKA)
a) Opoj Bapujabmu: 2 Bapujabiie (ucnutano 22 coja y JBe Mojiore, cBe paheHo y Tpu

IOHABJbAIbA ),

0) Opoj Mepemwa (MCTIMTaHUKa, TPOIIEHa, CHUMAaKa U CJ1.) BEJIHMKH OpOj

1.3.3. IloHOBJbEHA MEPEBHA

a) na

0) He

VYKOJIHKO je 0JIrOBOp Ja, OATOBOPUTH Ha clie/icha muTama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak M3Me/ljy TTOHOBJHEHUX Mepa je

0) BapujadIie Koje ce BHIIE MyTa Mepe OJIHOCE Ce Ha

B) HOBE Bep3uje (ajioBa Koju caapKe MOHOBJLEHA MEPEHha Cy IMEHOBAHE Kao
Hanowmene:

Ha nu popmamu u cogpmeep omoeyhasajy oemerve u 0y2opouny eanuonocm nooamaxa?
a) /Ja

0) He

Axko je 002060p He, 0bpaznodxcumu

2.1 Metonomoruja 3a NpUKyIUbambe/TeHEPUCabe M0AaTaka

2.1.1. 'V okBHpY KOT UCTPaXMBAYKOT HALpTa Cy MOJalU IPUKYIIJbEHN?

a) eKCcIepUMEeHT, HaBECTH THUIL: aHAJIN3e OMOXEMU]CKHX MapamMeTrapa u Mmopdosoruje

0) KopeJIAlMOHO HCTPA’KMBaH-€, HABECTH TUIL: ABOQAKTOpH]jaTHA aHATN3a BapHjaHCe

1) aHaJM3a TeKCTAa, HAaBECTH THIL: IPUKYIIbAIbe JUTEPATYPHUX IojAaTaka M3 JOCTYIHHX
H3BOpa

J) OCTAJ0, HABECTH ILITA: TEPEHCKO Y30PKOBAaWkE BPIICHO paad MNPUKYIJbatha y30paka
OMOJIOUIKUX JIECHUX MTOKOPUIIA U JIECHOT CeIMMEHTA




2.1.2 Hasecmu epcme MepHux uHCmpymeHama uiu Cmanoapoe nooamaka cneyu@uuHux 3a
oopeleny HayuHy OucCyunIuHy (ako nocmoje).

CuekTpodoToMeTap, CTEPEOMUKPOCKOII, CBETIIOCHH MUKPOCKOIT, CKEHUHT €JIeKTPOHCKH
MUKPOCKOTI, JIacepcku ypehaj 3a onpeljuBambe BEIUUNHE YSCTUIIA, BUCKO3UMETAP

2.2 KBanuTteT nojataka u CTaHaapau

2.2.1. Tperman HenocTajyhux mogaraka
a) Jla mu maTpura caapxu Hepoctajyhe mogatke? [la He

AKO je oaroBOp J1a, OATOBOPHUTH Ha cliefeha murama:

a) Komukwu je 6poj Hemocrajyhux mogaraka?
0) Jla i ce KOPUCHUKY MaTpuIle MTpenopyvyje 3ameHa Hepoctajyhux nmogataka? Jla He
B) AKO je 0ITOBOp J1a, HABECTU CYTeCTHje 3a TPETMaH 3aMeHe Hel0CcTajyhux mogaTaka

2.2.2. Ha xoju Ha4MH je KOHTPOJIMCAH KBAJUTET noaaraka? OnucaTu
KBanuTer nogaraka je KOHTPOJIMCAH CTATHCTHYKOM aHAIN30M J00MjEHHX MoIaTaKa

2.2.3. Ha xoju HauuH je u3BpIlieHa KOHTPOJIa YHOCA ToJjaTaKa y MaTpuILy?
KonTposa yHOCa IojjaTaka y MaTpuIly je u3BpiieHa nopehememM 100ujeHNX mojaraka ca
JUTEPATyPHUM MO/IalluMa.

3.1. Tpetman u uyBamwe mojaTaxa

3.1.1. Ilooayu he 6umu denonosanu y Penosumopujymy 0okmopckux oucepmayuja y
Ynusepsumemy y Hosom Caoy (CRIS) u 3ajednuuxom nopmany ceux 0okmopckux
oucepmayuja u u3seuwmaja KOMUCUja o mwuxoeoj oyeru na yHusepsumemuma y Cpouju
( NARDUS).

3.1.2. URL aodpeca https://www.cris.uns.ac.rs/index.jsf u https.//nardus.mpn.gov.rs/
3.1.3. DOI

3.1.4. Jla au he nooayu bumu y omeopenom npucmyny?

a) /la
0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, Hasecmu paznoe

3.1.5. llooayu nehe bumu denonosanu y penosumopujym, aiu he oumu wyganu.

Jlokmopcka oucepmayuja he bumu oenonosana y Penosumopujymy 00KmopcKux oucepmayuja
y Ynuesepzumemy y Hosom Caoy (CRIS) u 3ajeonuuxom nopmany ceux 00KmopcKux
oucepmayuja u uzeewmaja KOMucuja o muxoeoj oyenu Ha ynusepsumemuma y Cpouju

(NARDUS).




3.2 Meramnoaanu 1 JOKyMEHTAaIlja mojaTaka
3.2.1. Koju cranmapn 3a meranoaaTtke he OuTu nmpumemeH?

3.2.1. HaBecTu MeTanosaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy NOJAIH ACTIOHOBAHU Y PEIIO3UTOPHU]YM.

Axo je nompebno, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxda, aHaiumudxe
u npoyedypante ungopmayuje, HUX080 KOOuparbe, 0ema bHe onuce 8apujabau, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u CTaHap/y 3a 4yBambe MMogaTaKa

3.3.1. Jlo xor nepuoza he mogamu O6uTH yyBaHH y peno3utopujymy? Heorpanuueno

3.3.2. la nu he nmoxanu 6utn nenoHoBanu nox mudpom? la He

3.3.3. Jla nmu he mmdpa 6utn noctymnHa oapehenom kpyry uctpakubada? Jla He

3.3.4. Jla nu ce moaIy Mopajy YKJIOHUTH M3 OTBOPEHOT MPHUCTYIIA MOCJIEe U3BECHOT BpeMeHa?
Ja He

O0pa3noxuTu

Ogaj onesbak MOPA 6uTH momymweH ako Ballly MOJalK YKJbYUY]y JIMYHE MOJATKE KOjU ce
OJTHOCE Ha YYECHHMKE y UCTPpaKUBamYy. 3a pyra UCTpaKuBama Tpebda Takohe pa3MOTpUTH
3aIITHTY U CUTYPHOCT IT0/IaTaKa.

4.1 dopmasiHU CTaHAAP/M 32 CUTYPHOCT MH(pOpMaIHja/moiaTaKa

HcrpaxuBauum K0Oju CIIPOBO/IC CIIUTHBAKA C JbYJIMMa MOPAjy Jla c€ MPHUApKaBajy 3aKoHA O
3allITUTH IMIoJaTaKa O JJMYHOCTH

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u oarosapajyher
HHCTUTYIIMOHAJTHOT KOACKCA O aKaICMCKOM UHTCTPUTCTY.

4.1.2. Jla 1u je ucTpaxkuBame 0J100peHo o1 cTpaHe eTruke komucuje? /la He
Axo je onrosop /la, HaBeCTH 1aTyM M Ha3UB €THYKE KOMHUCH]jE KOja je 000puIa UCTPaKUBAHE

4.1.2. Jla mu moany yKJbydyjy JIMYHE MOJATKe yUecHUKA y uctpakuBamy? Jla He

AKo je 0AroBOp Aa, HaBeIUTE Ha KOJU HAUUH CTE OCUTYPAJIH MOBEPJBUBOCT U CUTYPHOCT
nHpOpMaIrja Be3aHUX 32 UCIIUTAHUKE:

a) Ilomanu HUCY y OTBOPEHOM IIPUCTYITY

0) [Momany cy aHOHUMU3HUPAHU

1) Ocrano, HaBecTH 1ITa



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

5.1. Ilooayu he oumu

a) jagHo docmynHu

0) 0ocmynHnu camo yckom Kpyzy ucmpascusaua y oopeljenoj nayunoj oonacmu (00Hocu ce
Ha opuzunaine nooamke)

y) 3ameopenu

Axo cy nodayu 0ocmynHu camo YCKomM Kpyay UCmpa)cuéayd, Hagecmu noo Kojum yciosuma
MO2y 0a ux Kopucme:
VY3 npeTxoHy KOMYHHUKAIW]y U THCMEHO 0JI00PEHhEe BIaCHUKA I10/1aTaKa

Axo cy nodayu 0ocmynHu camo YCKOM Kpy2y UCMPaicusayd, Hagecmu Ha KOju Ha4uH Moz2y
NPUCYRUMU ROOAYUMA.!
[To 3axTeBy he 3amHTEPECOBAHUM UCTPAKMBAYMMA MATEPH]AJl OMTH MOCIIAT SJIEKTPOHCKIM

IIYTCM.

5.4. Hasecmu nuyeHnyy noo kojom he npuxynmenu nooayu oumu apxueupaHu.
AYTOPCTBO — HEKOMEPIIHjalTHO-0€3 mpepajie

6.1. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy 81acHuKa (aymopa) nooamaxa
Tamapa [lananauku Manemiesuh, meji afapeca: tamara.palanacki@gmail.com

6.2. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy ocobe Koja 00pacasa Mampuyy ¢ nooayuma
Tamapa [Tananauku ManemieBuh, mejn aapeca: tamara.palanacki@gmail.com

6.3. Hagecmu ume u npesume u mej aopecy ocobe koja omozyhyje npucmyn nooayuma opyaum
UCMPAHCUBAYUMA
Tamapa ITananauku Maneruesuh, meji anpeca: tamara.palanacki@gmail.com
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