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ADDA kiselina- 3-amino-9-metoksi-2-6,8-trimetil-10-fenil-deka-4,6-dienoi¢na kiselina
BMAA.- -metilamino-L-alanin

DNK- dezoksiribonukleinska kiselina

ELISA- enzimski imuno-vezujuci test (enzyme linked immunosorbent assay)

GAC- adsorpcija granuliranim aktivnim ugljem (Granular activated carbon adsorption)
HPLC- te¢na hromatografija visokih performansi (high-performance liquid chromatography)
LC-MS- te¢na hromatografija-masena spektrometrija (liquid chromatography-mass
spectrometry)

L Dso - letalna doza koja ubija 50 % test organizama

MC-AR- mikrocistin LF (alanin arginin)

MC-LA- mikrocistin LF (leucin alanin)

MC-LF- mikrocistin LF (leucin fenilalanin)

MC-LR- mikrocistin LR (leucin arginin)

MC-LW- mikrocistin LW (leucin triptofan)

MC-LY- mikrocistin LY (leucin tirozin)

MC-RR- mikrocistin RR (arginin arginin)

MC-YA- mikrocistin YR (tirozin alanin)

MC-YR- mikrocistin YR (tirozin arginin)

MF- mikrofiltracija

NF- nanofiltracija

NMDA receptor- N-metil-D-aspartat receptor

NSCCC- Novosadska kolekcija kultura cijanobakterija (Novi Sad Cyanobacterial Culture
Collection)

OATP- organski anjonski transportni polipeptidi

PAC- adsorpcija aktivnim ugljem u prasku (Powdered activated carbon adsorption)
PCC- Pasterova kolekcija kultura (Pasteur Culture Collection)

PP1- protein fosfataza 1

PP2A- protein fosfataza 2A

PP1 esej- esej inhibicije enzima protein fosfataze 1

PSP- paraliticko trovanje Skoljkama

RO- reverzna osmoza

SCDB- Baze podataka cijanobakterija u Srbiji (Serbian Cyanobacterial Data Base)
SZO- Svetska Zdravstvena Organizacija

TDI- tolerantni dnevni unos (tolerable daily intake)

UF- ultrafiltracija

UV zracenje- ultravioletno zracenje
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1.1. Osnovne karakteristike cijanobakterija

Cijanobakterije  (Cyanobacteria), odnosno modro-zelene alge (Cyanophyta),
predstavljaju vrlo raznoliku grupu prokariotskih fotosintetskih mikroorganizama c¢ija se
starost procenjuje na oko 2,3 do 2,9 milijardi godina (Olson, 2006; Blank i Sanchez-
Baracaldo, 2010; Schirrmeister i sar., 2011).

Proizvodnjom kiseonika oksigenom fotosintezom doprinele su u stvaranju atmosfere i
samim tim uticale na evoluciju ostalih organizama na Zemlji (Michael, 1995; Skulberg,
1996). Pored pigmenata hlorofila a i beta karotena, pigmentni sastav karakterie i prisustvo
specificnih pomo¢nih pigmenata iz grupe fikobiliproteina (fikocijanin, alofikocijanin i
fikoeritrin) (Lewin, 1979; Wolk, 1980) koje takode ucestvuju u fotosintezi. Pomenuti
pigmenti apsorbuju zrake vidljivog dela spektra, a sposobnost apsorpcije UV zraka imaju
pigmenti scitonemin i mikosporin koji prestavljaju vid adaptacije i zastite od UV zracenja
(Vincent i Roy, 1993).

U morfoloSkom pogledu, cijanobakterije se odlikuju relativno jednostavnom gradom
talusa koji moze da biti na jednocelijskom, kolonijalnom i filamentoznom (trihalnom) stupnju
morfoloske organizacije (Castenholz i Waterbury, 1989; Holt, 1994). Trihalne cijanobakterije
mogu imati homocitni ili heterocitni tip talusa. Homocitni talus sadrzi identi¢ne vegetativne
¢elije, dok heterocitni tip talusa sadrzi i specijalizovane Celije, spore (akineti) i heterociste
(Blazencic, 1998).

Vegetativne ¢elije se sastoje iz dva osnovna dela, éelijskog zida i protoplasta. Celijski
zid cijanobakterija je graden od mureina (peptidoglikan) izvan kojeg lezi sloj
lipopolisaharida. Celije cijanobakterija se &esto nalaze u dobro razvijenom sluzavom
omotacu. Protoplast je izdiferenciran na centralni deo citoplazme koji se naziva centroplazma
i periferni pod nazivom hromatoplazma. U centroplazmi cijanobakterijske ¢éelije nalazi se
nukleoplazma koja se sastoji od DNK fibrila i hijaloplazme, dok se u hromatoplazmi nalazi
fotosintetski aparat u formi pojedinac¢nih tilakoida sa pigmentima (Blazenci¢, 1997). Akineti
su Celije sa smanjenom metabolickom aktivno$¢u, sposobne da prezive nepovoljne uslove
sredine (Wildon 1 Mercer, 1963) 1 na taj nacin takve trajne spore predstavljaju inokulum za
novu populaciju (Mollenhauer, 1988). Heterociste su specijalizovane ¢elije koje predstavljaju

mesto gde se odvija veoma znacajan proces azotofiksacije u aerobnim uslovima uz prisustvo
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slobodnog azota 1 uz ucesce enzima nitrogenaze (Stewart 1 sar., 1985; Carr 1 Whitton, 1982;
Komarek i Anagnostidis, 1989).

Polno razmnoZzavanje nije zastupljeno, a razliCiti su tipovi vegetativnhog nacina
razmnozavanja kod cijanobakterija. U ciklusu razvi¢a nema uobicajenih pokretnih stadijuma
(Rippka, 1988; Blazenci¢, 1997; Holt i sar., 2001). Jednocelijski i kolonijalni predstavnici se
mogu razmnozavati prostom celijskom deobom, dok se filamentozne cijanobakterije
uglavnom razmnozavaju hormogonijama i hormocistama. Hormogonije predstavljaju kratke
pokretne delove filamenata koji mogu da izrastu u novu jedinku (Demerval i sar., 1991).
Hormociste se nalaze u grupama gde su obavijene zajednickim debelim omota¢em
(Blazenci¢, 1998). Pojedine cijanobakterije se mogu razmnoZzavati sporama, egzosporama i
endosporama.

Cijanobakterije su kosmopolitski organizmi koji naseljavaju slatke, slane, braki¢ne
vode i teresti¢ne ekosisteme. Kao pionirski i ekstremofilni organizmi naseljavaju sve tipove
zemljiSta, pesScare, bunare, pecine, planinske vrhove, mineralne vode, termalne izvore, fasade,
slatine, stene, lesne sedimente, liSajeve 1 druga stanista (Whitton 1 Potts, 2000). Mogu da
prezive na Antartiku na -83°C, kao i u termalnim vodama toplijim od 70°C (Blazencic¢, 1998).
Vrstama koje naseljavaju kopno i sneg na Antarktiku prezivljavanje obezbeduje sluzavi

omotac koji ih $titi od isusivanja usled jake Sunceve radijacije (Metcalf i Codd, 2004).

1.2. Cvetanje cijanobakterija

Eutrofikacija predstavlja proces povecanja produkcije organske materije u ekosistemu
(Nixon, 1995). Uzroci eutrofikacije su uvek mnogobrojni i kompleksni (Sema 1), a najéesce
je to povecéanje nivoa nutrijenata poput fosfata i azotnih jedinjenja. U ovakvim uslovima
cijanobakterije mogu da se prenamnoZe Sto rezultira drSasticnim povecanjem ukupne
biomase. Ovakav ubrzan stepen reprodukcije cijanobakterija poznat je pod nazivom “cvetanje
vode” (Fleming i sar., 2002) i definiSe se koncentracijom cijanobakterijskih ¢elija ve¢om od
10.000 po mililitru vode (Falconer, 1998; 1999). Cvetanje vode moze biti opasno kada je
povezano sa negativnim posledicama u vodenom ekosistemu, kao Sto su mortalitet zivog
sveta usled nedostatka kiseonika, smanjenje submerzne akvatiCne vegetacije, poremecaj
stabilnosti ekosistema, negativan uticaj na lance ishrane, produkcija veoma aktivnih toksi¢nih

supstanci i sli¢no (Chorus i Bartram, 1999; Carmichael i Falconer, 1993).
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Sema 1. Uzroci i posledice toksicnog cvetanja vode (Merel i sar., 2013)

Cvetanje cijanobakterija je registrovano u svim delovima sveta, od severa Norveske i

Finske do Australije. Masovna cvetanja i trovanja cijanotoksinima su do sada opisana u SAD,

Kanadi, Brazilu, Africi, Kini i u svim zemljama Evrope (Chorus i Cavalieri, 2000;
Carmichael, 2001; Chorus, 2001).

Cijanobakterije mogu da proizvode veliki broj razlicitih bioloski aktivnih materija,

kao posledica fizioloske i ekoloSke raznovrsnosti, izuzetne adaptibilnosti i bogatog genetskog

potencijala, koje se mogu svrstati u tri grupe (Singh i sar., 2006):

antifungalne i antiviralne supstance);

biomodulatori (antiinflamatorne supstance, imunostimulatori i dr.);

(cijanotoksini).

visoko vredni metaboliti cijanobakterija (antitumorni metaboliti, antibakterijske,

produkti cijanobakterija koji mogu biti uzroc¢nici bolesti ili mogu delovati letalno
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Cvetanje cijanobakterija moze da predstavlja problem u slatkovodnim, braki¢nim i
morskim ekosistemima Sirom sveta, zbog toga S$to je jedna od posledica cvetanja

cijanobakterija proizvodnja visoko aktivnih toksi¢nih metabolita, odnosno cijanotoksina.

1.3. Toksini cijanobakterija i njihove karakteristike

Veliki broj vrsta cijanobakterija, posebno planktonskih predstavnika iz vodenih
ekosistema u zavisnosti od metaboli¢ke aktivnosti, produkuje razli¢ite tipove cijanotoksina
(Falconer, 1993; Falconer, 1998). Zurawell i saradnici (2005) ukazuju na to da je produkcija
cijanotoksina regulisana na tri osnovna nivoa:

e geneticki nivo (vazan faktor toksi¢nosti svakog posebnog soja);

e celijski nivo (produkcija toksina kod toksi¢nih sojeva je uslovljena pre svega
faktorima sredine);

e populacijski nivo (koncentracija toksina je uslovljena udelom toksi¢nih i netoksi¢nih

sojeva u cijanobakterijskoj zajednici).

Postoji znacajna razlika izmedu netoksi¢nih, potencijalno toksi¢nih i toksi¢nih
cijanobakterija. S obzirom da je produkcija toksina kod cijanobakterija strogo specifi¢no
svojstvo soja koje je geneticki odredeno (Vezie i sar., 2002), svi sojevi koji poseduju gene za
kodiranje sinteze odredenih toksina smatraju se potencijalno toksi¢nim (Zurawell i sar., 2005;
Burkholder, 2009).

Kod najveceg broja vrsta cijanotoksini se ne sintetiSu tokom prvih faza rasta celije,
nego tek ulaskom u sekundarni metabolizam koji je uslovljen faktorima stresa. Samim tim,
opSte je prihvaceno da su cijanotoksini proizvod sekundarnog metabolizma cijanobakterija
(Carmichael, 1992; Kurmayer 1 Christiansen, 2009). Mogucée evolutivne prednosti
proizvodnje toksina mogu se svrstati u dve grupe: kompetitivna prednost i fizioloSka pomo¢.
Prva grupa objasnjava kako produkti cijanobakterija predstavljaju odbrambeni mehanizam,
kao odgovor na pritisak prilikom ishrane i/ili kompeticije za resurse. Druga grupa razmatra
doprinos sekundarnih metabolita u fiziologiji ¢elije putem koristi u ostvarenju homeostaze,
fotosintetske efikasnosti i ubrazane stope rasta (Holland i Kinnear, 2013).

Toksini cijanobakterija su biohemijski i funkcionalno raznovrsna grupa fizioloski
aktivnih jedinjenja (Falconer i sar., 1999) i mogu se podeliti u nekoliko kategorija. U
zavisnosti od njihovog dejstva na ciljni, odnosno targetni organ mogu da se uslovno podele u
Cetiri grupe (Carmichael, 1992; Codd i sar., 2005):
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e hepatotoksini (mikrocistini, nodularini);
e neurotoksini (anatoksini i saksitoksini);
e dermatotoksini (aplaziatoksin, debromoaplaziatoksin i lingbiatoksin);

e citotoksini (cilindrospermopsin i lipopolisaharidi).

Cijanotoksini predstavljaju raznovrsnu grupu prirodnih toksina koji se na osnovu
hemijske strukture mogu podeliti na tri grupe (Codd i sar., 2005):
e cikli¢ni peptidi (mikrocistini i nodularin);
o alkaloidi (anatoksini, saksitoksini, cilindrospermopsin, aplaziatoksin i lingbiatoksin);

e lipopolisaharidi (lipopolisaharidni endotoksini).

U tabeli 1 su objedinjene ove podele - predstavljeni su cijanotoksini, njihovo dejstvo

na targetni organ kod sisara, kao i najdominantniji rodovi koji ih proizvode (Tabela 1).

Tabela 1. Lista toksic¢nih cijanobakterija, njihovih toksina i delovanje na sisare
(modifikovano iz SZO, 1999; Graham i sar., 2008)

Grupa toksina Primarni targetni organ Cijanobakterijski rodovi

Cikli¢ni peptidi

Microcystis, Anabaena, Planktothrix

(Oscillatoria), Nostoc, Hapalosiphon,
mikrocisitni jetra Anabaenopsis, Aphanizomenon,

Synechococcus, Synechocystis,

Aphanocapsa, Pseudoanabaena

nodularini jetra Nodularia

Alkaloidi

Cylindrospermopsis, Anabaena,
cilindrospermopsini jetra Aphanizomemon, Umezakia,

Raphidiopsis

Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya,
saksitoksini periferni nervni sistem  Cylindrospermopsis, Planktothrix

(Oscillatoria)
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Anabaena, Planktothrix (Oscillatoria),

anatoksin-a periferni nervni sistem _ o
Aphanizomenon, Raphidiopsis
anatoksin-a(S) periferni nervni sistem  Anabaena
. . Lyn hizothrix, Planktothri
aplaziotoksin fosa yngbya, Schizothrix, Planktothrix

(Oscillatoria)

o i koza, gastrointestinalni ] ] )
lingbiatoksin-a ) Lyngbya, Planktothrix (Oscillatoria)
trakt

Amino kiselina (Alkaloidni prekursori)

Cylindrospermopsis, Anabaena,
BMAA* motorni neuroni Aphanizomemon, Planktothrix
(Oscillatoria), Microcystis, Nodularia,

Synechococcus, Synechocystis

Endotoksini

potentni iritanti,
lipopolisaharidi nadrazuju sve izloZzene  svj rodovi
delove tela

* B-metilamino-L-alanin

1.3.1. Hepatotoksini

Hepatotoksini su po hemijskom sastavu cikliéni peptidi. Simptomi trovanja
hepatotoksinima su opsta slabost, bledilo, tesko disanje, abdominalni bolovi, nadutost,
povracanje, pojava dijareje, ubrzan ili slab puls (Codd, 2000). Najznacajniji hepatotoksini su

mikrocistini i nodularini.

1.3.1.1. Mikrocistini

U svetu, ali i u Republici Srbiji, najcesce se javlja vrsta Microcystis aeruginosa, koja
je poznata i po produkciji hepatotoksina mikrocistina. Mikrocistini predstavljaju familiju
potentnih hepatotoksina, a najc¢es¢i, ujedno i najvise proucavani, su MC-LR, MC-LA, MC-
RR, MC-YA i MC-YR (Falconer, 1998; Fastner i sar., 2002). Medu njima, MC-LR je
najcesS¢a 1 najtoksicnija strukturalna varijanta (Fitzgerald, 2001; Gupta i sar., 2003). Ne

postoji jedinstvena lista sa svim poznatim varijantama mikrocistina, ali ukupan broj varijanti
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mikrocistina, prikupljen iz razli¢itih izvora, prelazi 200 (Svircev i sar., 2014a). U sastavu
mikrocistina nalaze se aminokiseline N-metildehidroalanin (Mdha) i 3-amino-9-metoksi-2-
6,8-trimetil-10-fenil-deka-4,6-dienoi¢na (ADDA) kiselina (Wiegand i Pflugmacher, 2005).
Aminokiselina ADDA moze biti izomerizovana 1 na taj nafin mikrocistini gube svoju
toksi¢nost (Fischer 1 sar., 2001). Neki autori smatraju da su neki kongeneri samo
nusproizvodi koji nastaju tokom biosinteze mikrocistina (Lawton i Edwards, 2001).

Mikrocistini su veoma stabilni u prirodnoj sredini i rastvaraju se u vodi (Rivasseau i
sar., 1998). Otporni su na hemijsku hidrolizu ili oksidaciju na neutralnoj pH. Na visokim
temperaturama (40 °C) i visokoj ili niskoj pH moze do¢i do spore hidrolize nakon nekoliko
desetina nedelja (Hitzfeld i sar., 2000). Poznato je da nakon nekoliko sati kuvanja u
prokljucaloj vodi ostaju stabilne strukture (Harada i sar., 1996).

Glavni transportni mehanizam mikrocistina u hepatocite ki¢menjaka odvija se
aktivnim transportom kroz celijsku membranu pomocu specifiénih nosaca, superfamilije
organskih anjonskih transportnih polipeptida Oatplb2, OATP1B1 i OATP1B3, prisutnih i u
krvno-mozdanoj barijeri (OATP1A) (Fischer i sar., 2005; Komatsu i sar., 2007; Lu i sar.,
2008; Fischer i1 sar.,, 2010). Mikrocistini u ¢elijama inhibiSu aktivnost eukariotskih
serin/treonin protein fosfataza 1 (PP1) i 2A (PP2A) (Welker i sar., 2006), enzima Kkoji su
posebno vazni u regulaciji genetickih, metaboli¢kih 1 fizioloSkih procesa kod svih zivih
organizama putem fosforilacije i defosforilacije proteina (Cohen, 1989; Yamano i sar., 1994,
Wera i Hemmings, 1995).

lako je jetra primarni ciljni organ na koji deluju mikrocistini, dokazano je dejstvo i na
mnoge druge organe kao §to su debelo crevo (Humpage i sar., 2000a; Zhoui sar., 2002), tanko
crevo (Botha i sar., 2004), mozak (Maidana i sar., 2006; Zegura i sar., 2008), pluéa (Soares i
sar., 2007; Zegura i sar., 2008), srce (Milutinovi¢ i sar., 2006), bubrezi (Nobre i sar., 1999;
Milutinovi¢ i sar., 2002; Milutinovi¢ i sar., 2003) i reproduktivni sistem (Ding i sar., 2006; Li
i sar, 2009) ljudi i zivotinja.

Mikrocistine produkuju sojevi iz razli¢itih rodova slatkovodnih cijanobakterija i mogu
da prouzrokuju mnoge ozbiljne zdravstvene probleme, ¢emu svedo¢e mnogi slucajevi
trovanja ljudi i zivotinja, kao i rezultati laboratorijskih istrazivanja (Falconer, 2005).
Ucestvuju u inicijaciji kancera u akutnim dozama i potencijalno vrSe promociju kancera usled
hroni¢nog izlaganja niskim dozama mikrocistina u vodi za pice (Ito i sar., 1997; Zhou i sar.,
2002; Maatouk i sar, 2004; Hernandez i sar., 2009; Svircev i sar., 2009, 2010, 2013a, 20144;
Gan i sar., 2010; Zegura i sar., 2011).
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1.3.1.2. Nodularin

Cijanobakterijska vrsta Nodularia spumigena je glavni producent nodularina,
ciklicnog pentapeptida izuzetno visoke toksi¢nosti (Sivonen i Jones., 1999), po kojoj je i
dobio svoje ime (Rinehart i sar., 1988).

Delovanje nodularina se ogleda u inhibiciji eukariotskih PP1 i PP2A (Honkanen i sar.,
1991). Nodularin do jetre dospeva aktivnim transportom preko multi-specificnih organskih
anjon transportera zucne kiseline (Runnegar i sar., 1995). Kao opasan hepatotoksin, nodularin
moze da dovede do inicijacije i promocije tumora jetre (Ohta i sar., 1994), a kontaminacija
vode ovim cijanotoksinom dovedena je u vezu sa uginuéem zivotinja (Francis, 1898;
Carmichael i sar., 1988; Nehring, 1993; Carmichael, 1994). IstraZivanja su pokazala da
nodularin ima sposobnost bioakumulacije u brojnim organizmima na razli¢itim trofickim
nivoima (Mazur-Marzec i sar., 2007; Karjalainen i sar., 2008). Nodularin dovodi do
oksidativnog stresa u c¢elijama, koji moze biti razlog hepatotoksi¢nosti nodularina i

kancerogeneze (Bouaicha i Maatouk, 2004).

1.3.2. Neurotoksini

Veliki broj rodova cijanobakterija karakteriSe produkcija neurotoksina od kojih su
najée$¢i 1 najpotentniji anatoksini (anatoksin-a, homoanatoksin-a i anatoksin-a (S)) i
saksitoksini (Carmichael i sar., 1979). Neurotoksini deluju na centralni nervni sistem
blokiraju¢i neuromuskularne veze, $to rezultuje respiratornim i kardiovaskularnim Sokom
(Carmichael i Falconer, 1993; Sivonen i Jones, 1999). Neurotoksini se jo§ nazivaju i brzo
delujuci toksini zbog toga Sto svoj letalni efekat na organizam mogu ispoljiti ve¢ za nekoliko

minuta odnosno sati.

1.3.2.1. Anatoksini

Grupu anatoksina ¢ine anatoksin-a, anatoksin-a(S) i homoanatoksin-a (Metcalf,
2004). Anatoksin-a i homoanatoksin-a su strukturno sli¢ni nikotinskim (holinergi¢nim)
agonistima koji se vezuju za nikotinske receptore za acetilholin u perifernom nervnom

sistemu i neuromuskulatornim vezama (McElhiney i Lawton, 2005).
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Kao mo¢ni pre i postsinapticki depolariziraju¢i agensi uzrokuju stalnu stimulaciju
misi¢ne ¢elije Sto dovodi do vrtoglavice, teturanja, otezanog disanja, paralize grudnih misica,
konvulzije i smrti (Catterall, 1980; Carmichael i Falconer, 1993).

Anatoksin-a(S) je fosfatni estar ciklicnog N-hidroksiguanina (Sivonen i Jones, 1999),
deluje sliéno kao i sinteticki organofosfatni insekticidi (Carmichael, 1996). Ireverzibilno
inhibiSe enzim acetilholinesterazu i smatra se da je deset puta potentniji u odnosu na
anatoksin-a. Anatoksin-a(S) izaziva hipersalivaciju, tremor, neartikulisanost misi¢a, dijareju,

modar jezik i usta, pa i letalno dejstvo (Carmichael i sar., 1977; Falconer, 1998).

1.3.2.2. Saksitoksini

Saksitoksini spadaju u najpotentnije prirodne toksine (Carmichael i sar., 1979; Araoz i
sar., 2010) (Tabela 2).

Tabela 2. Komparacija toksicnosti nekih bioloskih aktivnih materija razlicitog izvora
(Sedmak i Svircev, 2011)

Uzro¢nik Toksi¢nost (1/LDso) Izvor
botulinum toksin 1.000 bakterijski
tetanus toksin 500 bakterijski
ricin 0,330 biljni
saksitoksin 0,100 dinoflagelatsid
cijanobakterijski
anatoksin-a(S) 0,020 cijanobakterijski
mikrocistin 0,020 cijanobakterijski
soman 0,016 sinteticki
sarin 0,010 sinteticki

Napomena: LDso-letalna doza koja ubija 50% test organizama, obi¢no po pg/kg telesne tezine

Identifikovano je vise od 30 razli¢itih analoga saksitoksina, medu kojima je

.....

pronadene su u vodenim ekosistemima Sirom sveta ali ovi toksini su ¢es¢e produkovani od

strane dinoflagelata u marinskim vodenim ekosistemima. Konzumiranjem morskih plodova u
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kojima je akumuliran saksitoksin moze doc¢i do pojave paralitiCkog trovanja Skoljkama
(eng.“paralytic shellfish poisoning” PSP) (Shumway, 1995; Sivonen i Jones, 1999).

Saksitoksini dovode do blokade natrijumovih, kalijumovih i kalcijumovih kanala
nervnih ¢elija i miSi¢nog tkiva zbog Cega se zaustavlja propagacija nervnog impulsa (Kao i
Levinson, 1986; Wang i sar., 2003; Su i sar., 2004). Saksitoksini se absorbuju u
gastrointestinalnom traktu i mogu da difunduju preko krvno-mozdane barijere i da se
eksretuju putem urina (Llewellyn i sar., 1997).

Saksitoksini su toksi¢ni nakon inhalacije ili ingestije. Nakon inhalacije dolazi do
brzog respiratornog kolapsa i smrti. Najvise informacija o dejstvu saksitoksina dobijeno je
nakon ingestije Skoljki kada dolazi do pojave simptoma poput peckanja usana, jezika i grla.
Utrnulost moze da se Siri ekstremitetima, uz slabost i gubitak motorne koordinacije, a moze
da dode i do pojave otezanog disanja. Ukoliko osoba unese vece koli¢ine saksitoksina, moze
do¢i do paralize respiratornih misi¢a, odnosno gusenja i smrti (LIewellyn, 2006). Ne postoji
protivotrov za ljudsku upotrebu (Pearson i sar., 2010), stoga je izlozenima neophodna brza
medicinska pomo¢ (Meyer, 1953; Narahashi, 1972; Rodrigue i sar., 1990; Kao, 1993; SZO,
1999, 2003).

1.3.3. Dermatotoksini

Neke bentosne marinske cijanobakterije mogu da proizvode toksine koji dovode do
pojave ozbiljnog dermatitisa kod ljudi. Dermatotoksini su alkaloidi koji mogu da izazovu
razli¢ite alergijske reakcije i iritacije, kako na kozi, tako i na drugim organima (Sivonen i
Jones, 1999). Pronadeno je da aplaziatoksin, debromoapliziatoksin i lingbiatoksin-A dovode
do pojave dermatitisa (Mynderse i sar., 1977; Cardelina i sar., 1979). Takode, ova tri
jedinjenja poznati su i kao uzro¢nici trovanja hranom. Lingbiatoksin-A potentan tumor
promoter zbog svoje sposobnosti da aktivira protein kinazu C (Fujiki i sar., 1981; Fujiki i
Sugimura, 1987).

10
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1.3.4. Citotoksini

1.3.4.1. Cilindrospermopsin

Cilindrospermopsin je cikli¢ni alkaloid guanidina koji je prvi put izolovan iz
cijanobakterijske vrste Cylindrospermopsis raciborskii (Ohtani i sar., 1992). Produkcija
cilindrospermopsina je specifi¢na za soj a ne vrstu (NIEHS, 2000).

Toksi¢nost cilindrospermopsina se ogleda kroz inhibiciju glutationa, sintezom
protein-P450 i citohroma-P450 (Runnegar i sar., 2002). Ciljni organi cilindrospermopsina su
jetra i bubrezi, ali moze da dode i do oSte¢enja pluca, slezine, timusa i1 srca inhibicijom
sinteze proteina (Terao i sar., 1994; Falconer i sar., 1999; SZO, 1999; Froscio i sar., 2003;
Metcalf i Codd, 2004). Takode, dovodi i do genotoksicnosti, a moze i da prouzrokuje gubitak
hromozoma i prekidanje lanca DNK (Humpage i sar., 2000b; Shen i sar., 2002). Studije
toksi¢nosti na zivotinjama ukazuju da cilindrospermopsin moze biti i kancerogen (Falconer i
Humpage 2001; Falconer, 2005), kao i da prouzrokuje genotoksi¢nost kod Iljudske
limfoblastoidne celijske linije (Humpage i sar., 2000b).

Uobicajeni simptomi izlaganja cilindrospermopsinu su nesvestica, povracanje,
dijareja, bol u stomaku, bol i akutni prestanak rada jetre. Klini¢ki simptomi ne moraju se
odmah pojaviti, nego tek nakon nekoliko dana posle izlaganja, zbog cega je nekad teSko

ustanoviti uzrok pojave simptoma.

1.3.4.2. Lipopolisaharidi

Sedamdesetih godina proslog veka iz vrste Anacystis nidulans izolovan je prvi
lipopolisaharidni endotoksin (Weise i sar., 1970; Sivonen i Jones, 1999). Lipopolisaharidi su
molekuli na spoljasnjoj membrani Gram negativnih bakterija, kao i cijanobakterija. U sastav
strukture ulaze Seceri, najceSce heksoza, lipidi 1 masne kiseline. Lipid A lipopolisaharida je
primarni antigen odgovoran za aktivaciju urodenog imunog sistema tako Sto se vezuje za
receptore i prisutan je kod cijanobakterijskih lipopolisaharida (Ressom i sar., 1994). Pirogene
su supstance i visoko inflamatorni agensi koji mogu da dovedu do iritacija kod ljudi putem
direktnog kontakta sa kozom ili ingestijom vode (Rapala i sar, 2002a; Weckesser i Drews,
1979) i mogu da dovedu do iritacija koze i ocCiju, alergijskih reakcija tkiva, gastroenteritisa,
inflamatornih problema, groznice (Weckesser i Drews, 1979). Ovi toksini mogu delovati i

kao promoteri tumora (Codd, 2000).
11
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1.3.5. B-metilamino-L-alanin (BMAA)

Smatra se da neurotoksi¢nu neproteinsku aminu kiselinu B-metilamino-L-alanin
(BMAA) mogu da proizvode gotovo sve cijanobakterije (Cox i sar., 2005). BMAA je prvi put
detektovana u plodu cikasa tokom istrazivanja veoma visoke stope amiotroficne lateralne
skleroze/kompleksa Parkinsonove bolesti kod lokalnog Kamoro naroda u Guamu (Cox i sar.,
2003). BMAA je produkovana od strane simbiontske cijanobakterije roda Nostoc koja se
nalazi u korenju cikasa i akumulira se u zivotinjama koje se hrane ovom biljkom, poput
vo¢nih slepih miSeva koje Kamoro narod koristi u ishrani za vreme tradicionalnih praznika
(Spencer i sar., 1987; Cox i sar., 2003).

BMAA je Siroko rasprostranjena u brojnim morskim proizvodima poput ribe, rakova,
jastoga, ostriga i Skoljki (Jonasson i sar., 2010), medutim, ne postoje prijavljeni akutni
slucajevi usled izlaganja BMAA. Neurotoksicnost BMAA zahteva dugorocno izlaganje
visokim nivoima BMAA u hrani i vodi §to dovodi do pojave hroni¢nih bolesti. PredloZeni
mehanizam kojim BMAA ispoljava toksi¢nost, demonstriran tokom istrazivanja na
zivotinjskim 1 ljudskim c¢elijskim linijama, je ekcitotoksi¢nost putem N-metil-D-aspartat
(NMDA) receptora i produkcija reaktivnih vrsta kiseonika §to dovodi do stresa mitohondrija i
oste¢enja DNK koje usled nedostaka mehanizama popravke tokom vremena mogu dovesti do
pojave amiotrofi¢ne lateralne skleroze i kompleksa Parkinsonove bolesti (Chiu i sar., 2012).

Distribucija BMAA za sada jo$§ nije jasna. Prvobitne studije govore kako vecina
cijanobakterija proizvodi BMAA (Cox i sar., 2005), medutim, novija istrazivanja pokazuju
suprotno (Kruger i sar., 2010). Takode, pronadeno je i da cijanobakterije sadrze vise od
jednog izomera BMAA (Ressler i sar., 1961). Raznovrsnost BMAA izomera koji postoje u
prirodi mogu da ispoljavaju razliitu neurotoksicnost. Razlike u rezultatima istrazivanja
mogu biti u vezi sa upotrebljenom metodologijom i razlici u koncentraciji BMAA kod

razli¢itih ispitivanih sojeva (Rumsby i sar., 2008).

1.4. Metode detekcije cijanotoksina

Razvijen je veliki broj metoda pomocu kojih je moguce detektovati razlicite grupe
cijanotoksina u razliitim tipovima uzoraka. One mogu biti visoko sofisticirane analiticke
tehnike, ali i jednostavne metode za skrining bioloskih uzoraka. Neophodno je skrenuti

paznju na ¢injenicu da postoji veliki broj proizvodaca cijanotoksina, a samim tim ne postoji
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univerzalna metoda detekcije. Kada se bira analitiCka metoda, treba da se vodi racuna i o
troSkovima, osetljivosti 1 specificnosti metode. Pored toga, Cesto se deSava da u jednom
uzorku postoji viSe predstavnika cijanobakterija i meSavina njihovih toksina, ali i drugih
jedinjenja koje mogu biti poreklom i od drugih organizama, $to moze uticati na rezultate
detekcije. Metode za detekciju cijanotoksina prilikom izrade ove doktorske disertacije

dodatno su obradene u ovom poglavlju.

1.4.1. Bioloski testovi

Za detekciju cijanotoksina u uzorku mogu se primeniti adekvatni bioloski testovi sa
miSevima, rac¢i¢ima artemijom i dafnijama, bakterijama, ¢elijama sisara i dr. (Harada i sar.,
1999). Upotreba bioloskih testova sa mikroorganizmima omogucava detektovanje
biotoksi¢nosti u kratkom vremenskom periodu. Upotreba virusa u identifikaciji cijanotoksina
nije se pokazala kao dobra metoda. Bioloski testovi koji koriste populacije bakterija mogu da
se koriste pri detektovanju ekstrakata cijanobakterija medutim rezultati su opre¢ni jer u
jednom slucaju bakterijske populacije nisu smanjivale koncentraciju cijanotoksina
(Christoffersen, 1996a), dok je drugim slucajevima kontakt sa ekstraktima cijanobakterija
dovodio do povecanja brojnosti populacije bakterija (Tsuji i sar., 1994). Moze i da se meri
bioluminiscencija bakterija, kada smanjenje bioluminiscencije ukazuje na prisustvo
cijanotoksina, medutim i pri kori§¢enju ovog biotesta rezultati su bili kontradiktorni (Jones i
sar., 1994).

Sitni beski¢menjaci, prvenstveno zooplankton (protozoa, rotifera, kladocere i
kopepode), zatim larve i neonate riba, rakova, anelida, komaraca i vo¢ne musice koje se
hrane fitoplanktonom, odnosno cijanobakterijama, mogu da posluze kao dobar indikator
prisustva cijanotoksina. Od ki¢menjaka, u testovima toksi¢nosti za cijanotoksine najcesce se
koriste miSevi, ali i neke vrste riba. Zbog etickih razloga, u novije vreme koriste se
kultivisane ¢elijske linije sisara i riba umesto zivotinjskih biotestova. Koriste se i neke vrste

biljaka 1 njihovi ekstrakti, medutim, potrebno ih je bolje istraziti.

1.4.1.1. Bioloski testovi sa raci¢cem Daphnia sp.

Primena raci¢a Daphnia kao test organizma u testu toksi¢nosti pogodna je jer zahteva
malu koli¢inu uzorka, metoda je jeftina, posmatrani efekat moze brzo da se detektuje, pol i

starost ne uticu na rezultate jer se koriste isklju¢ivo neonate starosti do 24h, visoka je
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osetljivost 1 test jedinke prezivljavaju. Dafnija kao test organizam pokazao se kao osetljiv na
razli¢ite cijanotoksine, a efekti se razlikuju u zavisnosti od vrste toksina koji je prisutan
(Ferrao-Filho i sar., 2010). Ispitivanja prisustva cijanotoksina moze da se vrs$i posmatranjem
imobilizacije (npr. Kyselkova i Marsalek, 2000) i mortaliteta (npr. Marsalek i Blaha, 2004)
test jedinki, kao i inhibicijom ishrane (npr. Acs i sar., 2013). Ukoliko se testiraju uzorci iz
slatkovodnih ekosistema dafnije predstavljaju bolji izbor za detekciju cijanotoksina u odnosu
na marinske rac¢i¢e kao $to je artemija (Kyselkova i Marsalek, 2000). Nedostaci su odrzavanje
kultura Daphnia koja zahteva intezivan rad, a poznati su problemi i sa standardizacijom
testova (Blaha i Marsalek, 2000).

1.4.1.2. Bioloski testovi sa racicem Artemia salina

Pronadeno je da raciéi, pogotovo larve ra¢ica Artemia salina, mogu da budu dobri
indikatori uticaja toksi¢nih cijanobakterija i zbog toga su cesto koris¢eni (Kiviranta i sar.,
1991; Vezie i sar., 1996; Beattie i sar., 2003). Toksi¢ni nivoi toksina, izmedu 1 i 10 pg
toksina po mL, mogu biti identifikovani koristeci ovaj test organizam (Christoffersen, 1996a).
Test toksi¢nosti sa rac¢icem A. salina je jeftin i jednostavan i ne zahteva dodatnu opremu ili
asepticne uslove (Lu 1 sar., 2012). Predlozeno je da se koristi kao validan metod u detekciji
cijanotoksina (Solis i sar., 1993). Medutim, Hisem i saradnici (2011) zaklju¢ili su da je
moguce da toksi¢ni efekat sekundarnih metabolita cijanobakterija ve¢inom uti¢ne na bazalne
metabolicke puteve koji su prisutni kod sisara, ali ne i kod A. salina. Takode, moguce je da A.
salina negativno reaguje na razna jedinjenja koja produkuju cijanobakterije zbog Cega su
potrebna dodatna istrazivanja drugih toksina cijanobakterija i inhibitora proteaza
cijanobakterija na smrtnost u testu toksi¢nosti A. salina pre nego s§to bude univerzalno

prihvacen.

1.4.2. Biohemijske metode

1.4.2.1. Enzimski imuno-vezujuci test

2004). ELISA je dizajnirana tako da se koristi direktno, bez koncentrovanja uzoraka vode, uz
niske granice detekcije pomocu kojih se utvrduje da li je grani¢na vrednost, predlozena od

strane SZO, prekoracena.
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ELISA mozZe da se radi pomoc¢u dve razli¢ite metode: direktnom - kompetitivnom i
indirektnom - nekompetitivnom (Carmichael i An, 1999). Kompetitivha ELISA zasnovana je
na kompeticiji slobodnih mikrocistina (MC-LR ili kongenera) u uzorku i enzimski
konjugovanog mikrocistina za ista antitela.

ELISA test moze da preceni ili podceni koncentraciju nekih varijanta mikrocistina
(An i Carmichael, 1994), a sa druge strane, veoma je koristan metod za inicijalan skrining
prisustva odredenih grupa toksina. Da bi se sa sigurnos¢u identifikovala pojedinacna
hemijska jedinjenja potrebno je upotrebiti jos neku dodatnu fizicko-hemijsku metodu
(Carmichael i An, 1999). S obzirom na to da se detekcija ELISA testom zasniva na
molekularnom prepoznavanju, a ne toksi¢nosti, razli¢ite varijante toksina daju razliite
odgovore koji ne daju informaciju o njihovoj toksi¢nosti. Ukoliko u uzorku postoji samo MC-
LR ili neka varijanta sa slicnom kros reaktivno$c¢u (cross-reactivity), mogu da se dobiju
veoma tacni rezultati. Ukoliko se koriste antitela MC-LR, rezultati treba da se tumace kao
MC-LR ekvivalenti. Mogu¢i uticaji matriksa razli¢itih tkiva pri detekciji toksina mogu biti
znatni. Stoga, uticaj matriksa treba istraziti pomocu kontrola i spajking studija pre nego $to se
donese zakljucak o nivoima toksina. Zatim, ELISA testovi koji proizvode razli¢ite kompanije
daju 1 razliCite rezultate (Metcalf i sar., 2002). Medutim, kada se uporedi sa potrebnim
vremenom testiranja, osetljivosti i troSkovima drugih bioloskih, fizicko-hemijskih i
biohemijskih metoda, ELISA je mo¢an metod za skrining, odnosno determinaciju prisustva i
koncentracije nekih cijanotoksina u razli¢itim prirodnim i laboratorijskim uzorcima
(Carmichael i An, 1999). Stoga, pomoc¢u ELISA testa moguce je veoma brzo dobiti rezultate
velikog broja uzoraka i tako eliminisati uzorke koji su negativni iz daljih analiza i omoguc¢iti

efikasnu upotrebu laboratorijskih resursa (Triantis i sar., 2010).

1.4.2.2. Esej inhibicije enzima protein fosfataze 1

Esej inhibicije enzima protein fosfataze 1 (PP1) za mikrocistine zasniva se na
inhibiciji aktivnosti katalitickih subjedinica serin/treonin PP1 i PP2A (MacKintosh i sar.,
1990; An i Carmichael, 1994). Protein fosfataze defosforiliSu proteine izdvajajuci fosfatnu
grupu od proteina (MacKintosh i sar., 1990). Mnogi enzimi i receptori regulisani su
reverzibilnom fosforilacijom od strane kinaza i fosfataza. Inhibicijom ovih fosfataza,
fosforilisano stanje nekoliko proteina se povecava. Mikrocistin inhibise aktivnost PP1 1 PP2A
u zavisnosti od doze (Solter 1 sar., 1998). Razlicite varijante mikrocistina imaju afinitete za

razli¢ite protein fosfataze (Mountfort i sar., 2005). Inhibicija protein fosfataza nije direktno
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povezana sa akutnom toksi¢noS¢u (Blom 1 Juttner, 2005). Esej se ne preporuCuje za
kompleksne analize tkiva jer postoji mogucnost interferencije matriksa sa aktivnoséu protein
fosfataza, kao i maskiranje inhibitornih efekata mikrocistina od strane endogenih aktivnosti
fostataza iz uzorka (Rapala i sar., 2002b). lako su eseji sa enzimima prili¢no specifi¢ni,
inhibicija protein fosfataza nije specificna samo za mikrocistine (Honkanen 1 sar., 1994). Na
primer anabenopeptini, produkovani od strane mikrocistin produkujuc¢ih rodova, su takode
inhibitori protein fosfataza (Harada i sar., 1995). Eseji sa enzimima koriste se za merenje
aktivnosti enzima odnosno nivoa inhibicije aktivnosti pod uticajem toksina. U esejima za
detekciju mikrocistina, PP1 ili PP2A enzim se Kkoristi kao targetni enzim, a kao supstrat
dodaje se paranitrofenilfosfat. KoriS¢enje supstrata ili stvaranje proizvoda (paranitrofenol)
meri se u zavisnosti od vremena ili kontinualno tokom eksperimenta. Postavkom eseja u
mikrotitar plo¢ama moguce je analizirati veci broj uzoraka odjednom (Ward i sar., 1997), a
detekciju je moguce raditi spekrofotometrijski, fluorimetrijski, luminometrijski i
radiometrijski, izmedu ostalog. Medutim, enzimi su skloni brzoj inaktivaciji, stoga je
neophodno obratiti paznju na koncentraciju soli, temperaturu i pH (Silvestre i sar., 2011).
Zivot enzima je ograni¢en, a moguée je postojanje faktora u uzorku koji ometaju detekciju
(Silvestre i sar., 2011).

ELISA i PP1 esej su grupno selektivne metode i samim tim ne mogu da razlikuju i
kvantifikuju razli¢ite varijante mikrocistina. Stavise, odgovor razli¢itih varijanti toksina moze
znacajno da varira 1 kros reaktivnost unutar matriksa moze da dovede do lazno pozitivnih

rezultata ili da maskira detekciju toksina (McElhiney i Lawton, 2005).

1.4.3. Fizi¢ko-hemijske metode

Za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu cijanobakterijskih toksina koriste se 1 fizicko-
hemijske metode. S obzirom na to kako su koncentracije cijanotoksina veoma male, a uzevsi
u obzir 1 slozenost bioloSkog materijala, Cesto je neophodno izdvajanje, odnosno ekstrakcija
toksina iz uzorka, kao 1 njegovo preciS¢avanje. Jedna od metoda koja se koristi je
visokopritisna tecna hromatografija koja izdvaja jedinjenja na osnovu njihove interakcije i
fizicko-hemijskih preferencija analita izmedu stacionarne i mobilne faze.

Primenom ovakvih metoda ne mogu se odrediti toksi¢ni efekti analiziranog uzorka, a
zahtevaju posebnu i ¢esto vrlo zahtevnu pripremu uzoraka, adekvatnu opremu 1 stru¢ni kadar,

Sto usporava i1 otezava proces detekcije cijanotoksina.
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1.4.3.1. Tecna hromatografija masena spektrometrija

Tecna hromatografija masena spektrometrija predstavlja moénu analiticku metodu.
Zasniva se na izdvajanju jedinjenja na osnovu njihovih fizicko-hemijskih karakteristika a
detekcija se sprovodi na jonskoj masi analita. Moze da se primenjuje kao hemijska analiza
malih molekula do analize razli¢itih tipova bioloskih makromolekula. Tecnom
hromatografijom masenom spektrometrijom moguce je kvantifikovati razlicite vrste toksina
iz razli¢itih klasa toksina u jednoj analizi.

Nedostatak predstavlja zahtev za odgovaraju¢im standardima, pogotovo u sluc¢ajevima
kada su analiti kompleksni kao $to je slucaj sa mikrocistinima ili nodularinima. Nedostatak
pogodnih standarda nemodifikovanih mikrocistina prepoznat je od strane brojnih autora
(Welker i sar., 2002; Kubwabo i sar., 2004; McElhiney i Lawton, 2005). Takode, nije

moguce dobiti standarde za sve toksine iz jednog ekstrakta cijanobakterija.

1.5. Cijanobakterije i cijanotoksini u vodenim ekosistemima

Prvi zabelezeni incident trovanja toksi¢nim cijanobakterijama desio se 1878. godine u
Australiji (Francis, 1878) i od tada ovakve pojave su zabelezene u mnogim slatkovodnim
sistemima Sirom sveta. Mikrocistini i mnogi drugi cijanotoksini najces¢e se oslobadaju u
spoljaSnju sredinu tokom letnje sezone. Iz celije se mogu oslobadati pasivno, liziranjem ili
apoptozom, ili se aktivno otpustaju u vodenu sredinu (Chorus, 2001; Griffiths i Saker, 2003).
Oslobodeni toksini mogu da dodu u kontakt sa velikim brojem akvati¢nih organizama,
ukljucuju¢i fitoplankton, zooplankton, faunu dna, ribe i vodene biljke. VVodeni organizmi
mogu na razne nacine da dodu u kontakt sa cijanobakterijama i njihovim toksinima koji mogu
da uticu na njihov rast, razvoj, reprodukciju i prezivljavanje.

Cijanobakterije u vodi mogu na vise nacina da uti¢u na zooplankton. Kotak i saradnici
(1996a) prvi su predstavili podatke o akumulaciji MC-LR u zajednici zooplanktona u
umerenim zonama. Nogueira i saradnici (2004) pokazali su da vrsta Aphanizomenon
issatschenkoi uti¢e na zdravlje i rast vrste Daphnia magna, zbog toksina koje proizvodi ili
zato $to je filamentozna vrsta i kao takva neodgovarajuca u ishrani dafnija. Soares i saradnicCi
(2009) su primetili uticaj Cylindrospermopsis raciborskii na rast vrste Daphnia magna.
Zatim, Smith i Haney (2006) tokom istraZivanja na jezeru Barbadoes (SAD) od jula do

avgusta 2000. godine detektovali su mikrocistine u rac¢i¢ima Bosmina sp.. Kopepode su u
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stanju da "razlikuju™ toksi¢ne od netoksi¢nih cijanobakterija, §to im omogucava da izbegnu
toksikozu (Fulton i Paerl, 1987). lako je poznato da su cijanobakterije neadekvatan izvor
hrane jer im nedostaju neke vazne polinezasicene masne kiseline, ocigledno je da se neke
kladocere mogu hraniti cijanobakterijama bez bilo kakvih negativnih efekata (Nandini, 2000).
Medutim, bosmine i dafnije koje se hrane filtracijom toksicnih cijanobakterija osetljivije su
na njihovo prisustvo i efekte, a moze doc¢i i do akumulacije mikrocistina u ovim organizmima
(Watanabe i sar., 1992; Thostrup i Christoffersen, 1999; Gustafsson i Hansson, 2004).
Nodularin je pronaden u uzorcima kopepoda Eurytemora affinis iz Baltickog mora tokom
2001. i 2002. godine za vreme cijanobakterijskog cvetanja $§to ukazuje na njegovu
akumulaciju u tkivu ove vrste. Koncentracije su varirale u zavisnosti od vrsta kopepoda i
godine analize. Takode, raden je eksperiment u kojem su kopepode E. affinis hranjene
toksi¢énim sojem Nodularia spumigena, a koncentracije toksina u tkivu pracene su nakon
prenosenja u filtriranu morsku vodu. Uprkos depuraciji u filtriranoj morskoj vodi, nodularin
je i dalje bio detektovan u tkivima E. affinis. Ibelings i saradnici (2005) su pronasli
mikrocistin u velikom broju uzoraka zooplanktona. Prilikom dugotrajnog izlaganja visokim
dozama mikrocistina, dolazi do oksidativnog stresa kod Daphnia (Chen i sar., 2005a).
Medutim, neka istrazivanja pokazala su da niske koncentracije rastvorenog mikrocistina
nemaju efekta na rod Daphnia (Dao i sar., 2010), pa ¢ak da imaju neke stimulatorne efekte.
Protozoe su veoma bitna karika u vodenim lancima ishrane. Uoceno je da flagelate i
cilijate mogu da se hrane jednocelijskim kokoidnim i filamentoznim cijanobakterijama
(Kiersnowska i sar., 1988; Nagata, 1988; Saito i sar., 2003), dok se neke vrste hrane
bakterijama ukoliko su prisutne (Caron i sar., 1991). Brojnost i stope rasta in situ populacija
heterotrofnih nanoflagelata bile su smanjene usled cvetanja toksi¢nog mikrocistisa u
eutrofnim jezerima u Danskoj (Christoffersen, 1996b). Ransom i saradnici (1978) su prvi
eksperimentalno demonstrirali toksi¢nost cijanobakterija na protozoa. Tokom njihovog
istrazivanja liofilizovane Celije vrsta Fischerella epiphytica i Gloeotrichia echinulata i
sonifikovana Nostoc linckia smanjile su aktivnost cilijate Paramecium caudatum, a u nekim
slucajevima dovele su i do smrti. Laboratorijska istrazivanja izolovanih meSanih populacija
flagelata pokazala su smanjenje stope rasta u zavisnosti od koncentracije mikrocistina
(Christoffersen, 1996b). Medutim, slican eksperiment od strane istih autora sa kulturama
Heteromita globosa i Spumela pokazao je malo smanjenje stope rasta, $to ukazuje na species
specificne razlike. Zatim, Ward 1 Codd (1999) testirali su toksi¢nost cetiri varijante

mikrocistina i zapazili inhibiciju stope rasta populacije i smanjenje gustine protozoe
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Tetrahymena pyriformis, kao i inhibiciju respiracije koja je zavisila od vremena izlaganja i
doze.

Znacajan mortalitet hironomida, oligoheta 1 larvi ceratopogonida, raka (Orconectes
limosus) i bivalvija (Anodonta piscinalis i Unio tumidus) uocen je u rezervoaru u Poljskoj
tokom intenzivnog cvetanja cijanobakterija leta tokom 1992. godine i proizvodnje toksina od
strane Aphanizomenon flos-aquae (Krzyzanek i sar., 1993). Laboratorijska istrazivanja
potvrdila su toksi¢nost hepatotoksina na larve Chaoborus (Lauran-Maatta i sar., 1995) i
komarca Aedes aegypti (Kiviranta i sar., 1993), ali i na adulte komarca Culex pipiens (Turell i
Middlebrook, 1988). MC-LR bio je toksican na larve (Plutella xylostella, Spodoptera
littoralis, Pieris brassicae) i adulte (Musca domestica) terestricnih insekata (Delaney i
Wilkins, 1995). U vodenim sredinama, grupa organizama koja je najpodloznija delovanju
toksic¢nih cijanobakterija su sesilne bivalvije koje se hrane filtriranjem. Saksitoksini iz vrste
Anabaena circinalis koja se javlja u slatkovodnim ekosistemima Australije mogu da se
akumuliraju u slatkovodnim dagnjama izlozenim cvetanju (Negri i Jones, 1995). Eriksson i
saradnici (1989) pokazali su kako slatkovodna dagnja Anodonta cygnea moze da akumulira
peptidne toksine kada se uzgaja sa cijanobakterijom Oscillatoria agardhii. Kasnije su studije
pokazale pojavu i akumulaciju hepatotoksina u tkivima slatkovodnih $koljki i dagnji u
cvetaju¢im akumulacijama. Na primer, detektovana je akumulacija mikrocistina u skoljki
Anodonta woodiana i Unio douglasiae iz jezera Suwa u Japanu (Watanabe i sar., 1997).
Zatim, u nekoliko eutrofnih jezera u Kanadi pronadena je akumulacija mikrocistina u tkivu
dagnje Anodonta grandis simpsoniana (Prepas i sar., 1997). U jezeru Suwa su Yokoyama i
Park (2002) utvrdili obrasce akumulacije mikrocistina kod tri vrste bivalvija. Takode,
cilindrospermopsin je pronaden u hemolimfi, utrobi, gonadama i stopalu bivalvija (Saker i
sar., 2004). U marinskim ekosistemima saksitoksini detektovani u ostrigama (Pinctada
maxima) (Negri i sar., 2004). Dalje, mikrocistini su detektovani u hepatopankreasu, utrobi,
gonadama, Skrgama i stopalu slatkovodnog puza Bellamya aeruginosa (Chen i sar., 2005b).
Akumulacija MC-LR primecena je u herbivornim organizmima (zooplankton i gastropode) u
hipereutrofnom jezeru u Kanadi (Kotak i sar., 1996a). Mikrocistini su detektovani u
slatkovodnim rac¢i¢cima (Palemon modestus, Macrobrachium nipponensis) i kod crvenog
mocvarnog raci¢a (Procamburus clarkii) (Chen i1 Xie, 2005a,b). Postoje indikacije o
akumulaciji hepatotoksina koje produkuju bentnosne cijanobakterije Oscillatoria sancta od
strane raka Pacifastacus leniusculus u barama kada se 50% rakova se hranilo toksi¢nim
cijanobakterijama, medutim, svi su preziveli i nisu pokazivali vidljive fizioloske promene u

odnosu na rakove koji su se hranili netoksi¢nim cijanobakterijama (Liras i sar., 1998).
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S obzirom da su na vrhu akvati¢nog lanca ishrane, ribe su najverovatnije najvise
izloZzene cijanotoksinima (Malbrouck i1 Kestemont, 2006). Ribe mogu biti izlozene
cijanotoksinima na dva osnovna nacina:

e aktivnim unoSenjem oralnim putem, preko hrane, konzumacijom samih celija
cijanobakterija (posebno u slucaju fitoplanktivornih vrsta) ili drugih organizama koji

su akumulirali cijanotoksine (Li i sar., 2004; Xie i sar., 2004);

e pasivnim unoSenjem, direktnim kontaktom epitela i Skrga sa okolnom vodom u kojoj

se nalaze toksini.

U prirodi se najces¢a deSava kombinacija oba nacina ekspozicije (Malbrouck i
Kestemont, 2006), nakon ¢ega se toksini distribuiraju u telu i akumuliraju u razli¢itim
organima (Cazenave i sar., 2005). U nekim slu¢ajevima, mikrocistini u ¢elijama mogu da
produ kroz creva neosteceni (Lewin i sar., 2003) ili ih se riba moze osloboditi fizioloskim
procesima poput ekskrecije zuci (Sahin i sar., 1996).

Akumulacija mikrocistina dokazana je u mnogim organima riba, poput jetre, misica,
Skrga, bubrega, creva, zu¢ne kese, slezine, gonada, krvi i u mozgu (Magalhaes i sar., 2003;
Malbrouck i sar., 2004; Cazenave i sar., 2005; Lei i sar., 2008), pri ¢emu razliCite vrste riba
akumuliraju razli¢ite koli¢ine toksina u svojim organima (Xie i sar., 2005) (Tabela 3).
Akumulacija mikrocistina u misi¢cima moze da varira zbog procesa tokom kojeg se
koncentracije mikrocistina u ribi smanjuju (Mohamed i Hussein, 2006), bez obzira na

koncentracije izmerene u vodi (Mohamed i sar., 2003; Deblois i sar., 2008).

Tabela 3. Literaturni podaci za koncentracije mikrocistina

(Ug/g suve tezine ili sveze teZine) u razlicitim organima ribe (Adamovsky, 2010)

Koncentracija
Vrsta ribe Organ ribe  mikrocistina Referenca
(Ug/g suve teZine)
jetra do 31,100 )
Tilapia rendalli utroba do 67,800 Magalhaes | sar. 2001
misi¢ do 0,026
Tilapia rendalli misi¢ 0,100 Soares i sar., 2004
Hypophthalmichthys misic¢ 1,770 Xie i sar., 2004

nobilis
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Hypophthalmichthys misic¢ do 0,0106
nobilis, ) Adamovsky i sar., 2007
] ) jetra do 0,132
Cyprinus carpio
crevo 97,480
jetra 6,840
bubreg 4,880
Hypophthalmichthys krv 1,540
ypop - d i Chen i sar., 2006a
nobilis slezina 0,698
zucna kesa 0,364
Skrge 0,233
misié 1,244
_ ) misi¢ 0,038 .
Cyprinus carpio i Liisar., 2004
jetra 0,261
Zeludac 0,821
o jetra 0,581 )
Oreochromis niloticus Mohamed i sar., 2003
bubreg 0,400
misié 0,200
o ) jetra 0,600 ]
Tilapia rendalli Soares i sar., 2004
misi¢ 0,050
krv 0,052-3,750
) jetra 0,103-1,660 .
Carassius auratus Lei i sar., 2008
bubreg 0,279-1,590
7zucna kesa 0,010-0,045
Ccrevo 22,000
Maksimalne
krv 14,500
koncentracije zabelezene i
jetra 7,770 o
medu svim ribama Xie 1 sar., 2005
7ué 6,320
uhvacéenim u jezeru
] bubreg 5,810
Chaohu (Kina)
misié 1,810

Distribucija mikrocistina po tkivima i organima je regulisana prisustvom, odnosno

odsustvom, tipom i ekspresijom anjon transportera koji su odgovorni za prenos ovih toksina

(Williams 1 sar., 1997a; Fisher i1 Dietrich, 2000). Upravo se time mozZe objasniti afinitet
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mikrocistina prema jetri, jer na hepatocitima (kao i u krvno-mozdanoj barijeri) postoji
ekspresovana superfamilija membranskih transportera-anjonski transportni polipeptidi, preko
kojih se vr$i prenos mikrocistina (Fischer i sar., 2005).

Iako su mikrocistini prisutni u razli¢itim trofickim nivoima akvati¢kog lanca ishrane,
nema dokaza o biomagnifikaciji. Stavi$e, verovatno dolazi do biodilucije, posto toksini bivaju
razgradeni ili ekskretovani na svakom trofickom nivou (Ibelings i Havens, 2008). Medutim,
namecée se mogucénost prenosa bioakumuliranih cijanotoksina u tkivima ribe putem lanaca
ishrane do ¢oveka.

Primeceno je da, kako submerzne tako i emerzne akvaticne biljke usvajaju MC-LR
uprkos niskim koncentracijama u vodi i akumuliraju ga u tkivima stabla (Pflugmacher i sar.,
1998; Pflugmacher i sar., 2001). Inhibicija rasta vodene biljke Spirodela oligorrhiza, ali i
smanjenje hlorofila a i b u tkivima primeéeno je nakon dejstva MC-LR (Romanowska-Duda i
Tarczyska, 2002). Pflugmacher (2002) je, takode, zabeleZio slican efekat nakon izlaganja
makrofite Ceratophyllum demersum koncentracijama MC-LR kada je odnos hlorofila a i b
smanjen je nakon 24 Casa, a reakcija na stres smanjila je efikasnost fotosinteze. Ovaj efekat
potvrden je smanjenom produkcijom kiseonika fotosintezom u razli¢itim makrofitama nakon
izlaganja MC-LR (Pflugmacher, 2002). Slobodnoplutajuca biljka Lemna minor izlagana je
anatoksinu-a usled ¢ega je doslo do poviSenja peroksidazne aktivnosti i aktivnosti glutation
S-transferaze, dok je fotosintetska produkcija bila smanjena. Stoga, anatoksin-a moze da
dovede do negativnih efekata kod akvati¢nih biljaka (Mitrovic i sar., 2004). Sa druge strane,
neki istraziva¢i pronasli su da makrofite 1 alge mogu da stimuliSu rast cijanobakterija 1
produkciju toksina. Makrofite su stimulisale rast toksi¢ne vrste Oscillatoria agardhii u
akvarijumskoj kulturi (Jasser, 1995).

Na osnovu navedenog primecuje se da izlaganje mikrocistinima cijanobakterija moze

da predstavlja zdravstveni rizik za vodene organizme (Malbrouck i Kestemont, 2006).

1.6. Cijanobakterije i cijanotoksini u terestri¢nim ekosistemima

Prisustvo cijanobakterija u terestricnim ekosistemima dobro je poznato. VlaZzno
zemljiste je prirodno staniste cijanobakterija gde one imaju viSestruku ulogu. Takode, ulaze u
sastav bioloSkih pokorica, pored zelenih algi, liSajeva, mahovina, mikrogljiva i bakterija
(Ullmann i Budel, 2001; Belnap i sar., 2001; Belnap, 2003a; Tirkey i Adhikary, 2005;

Bowker i sar., 2008). Filamentozne i jednocelijske cijanobakterije koje formiraju bioloske
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pokorice produkuju omotace ili kapsule ekstracelularnih polisaharida. Ovi ugljeni hidrati
pomazu u agregaciji zemljiSta cementiranjem cCestica (Van den Ancker 1 sar., 1985; Danin i
sar., 1989; Chartes, 1992; Belnap i Gardner, 1993; Eldridge i Greene, 1994; Wynn-Williams i
sar., 2000; Belnap, 2003b; Belnap i sar., 2003). Jedna od novijih hipoteza govori o tome kako
polisaharidi cijanobakterija, kao jedna od glavnih komponenata bioloskih pokorica,
potencijalno imaju veoma bitnu ulogu u formiranju lesnog sedimenta (Svircev i sar., 2013c).

Cijanobakterije su sastavni deo pustinjskih pokorica koje zauzimaju velike povrSine
Sirom sveta (Belnap i sar., 2003; Hu i sar., 2012). U aridnim sredinama, poput pustinje
Gurbantunggut u Kini, cijanobakterije su dominantne vrste u ranim suksesivnim fazama
pokorica (Zhang i sar., 2009a), dok u pustinjskim oblastima Persijskog zaliva cijanobakterije
dominiraju u prastarim pokoricama i predstavljaju vrhunac vegetacije (Shawkat i Tucker,
1978). Povecani procenat cijanobakterijskih vrsta, poput Microcoleus vaginatus, dovodi do
povecanja debljine pokorica, povrsine pokrivene pokoricama, ¢vrstine pokorica i sadrzaja
hlorofila a u pokoricama (Zheng i sar., 2011). Takode, infiltracija vode u pustinjskom
zemljiStu mnogo je visa kada ima viSe biomase cijanobakterija u sastavu pokorice (Chamizo i
sar., 2012).

Cijanobakterije u pustinjskim ekosistemima, uglavnom vrste roda Scytonema i
Nostoc, tolerantne su na ultravioletno (UV) zradenje, a razvile su i adaptivne mehanizme na
temperaturne fluktuacije i vlazne/suve cikluse. Imaju moguénost da reverzibilno aktiviraju
njihov metabolizam, ograni¢avajuci fotosintezu 1 rast za vreme vlaznih perioda kada celije
bivaju rehidrirane. Tokom toplih i suvih perioda, ¢elije ulaze u stanje mirovanja. Fotosistemi
I i 1l se oStec¢uju usled jake svetlosti i suvoce, medutim, istrazivanja su pokazala mogucnost
oporavka usled rehidratacije (Harel i sar., 2004), $to je veoma bitno za njihovo opstajanje u
ovakvim sredinama.

Iako cijanobakterije ¢ine bitnu komponentu u pustinjskim ekosistemima, malo
istrazivanja je radeno na pojavi i sudbini cijanotoksina u ovim sredinama. U pustinjskim
pokoricama Katara, detektovani su mikrocistini, anatoksin-a(S) i BMAA, §to govori 0
mogucénosti izlaganja ljudi 1 Zivotinja (Cox 1 sar., 2009; Metcalf 1 sar., 2012; Richer 1 sar.,
2014). Takode, cetiri psa su ispoljila znake neurotoksi¢nosti nakon konzumiranja kiSnice
akumulirane u prirodnoj depresiji u pustinji u Kataru. Dva psa su pri tome uginula, a kao
moguc¢i uzrok se navodi trovanje sa anatoksinom-a (S) (Chatziefthimiou i sar., 2014), s
obzirom da je ovaj cijanotoksin prethodno otkriven u pustinjskim pokoricama Katara (Cox i
sar., 2009; Metcalf i sar., 2012). Ovu hipotezu potvrduju i raniji nalazi Jones i saradnika

(1995) koji sugeriSu da je mikrocistin zastiCen od degradacije kada je inkapsuliran unutar
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osuSenih Microcystis pokorica i da ponovno kvasSenje ovih pokorica dovodi do brzog
oslobadanja mikrocistina u okolnu sredinu.

Cijanotoksini mogu dugo da opstanu u zemljiSnim ekosistemima. Poluzivot
mikrocistina u poljoprivrednom zemljis§tu moze da traje od 6 do 17,8 dana (Chen i sar.,
2006b). Nedavno su Metcalf i saradnici (2012) detektovali mikrocistin u osuSenim
herbarskim primercima cijanobakterija koje poti¢u iz vodenih i terestri¢nih sredina 11 drzava
Sirom sveta starih do 170 godina. Postojanost cijanotoksina u osusenim c¢elijama
cijanobakterija tokom dugog vremenskog perioda ukazuje na to da mogu biti otpusteni u
zemljiste nakon zalivanja, pogotovo kada se cvetovi cijanobakterija koriste kao organsko
dubrivo u nekim drzavama (Chen i sar., 2006b,c). Medutim, izlaganje degradiraju¢im
bakterijama i adsorpcija u sedimentima moze da ubrza proces njihove eliminacije iz
zemljista.

Uklanjanje cijanotoksina iz zemljiSnih ekosistema vec¢inom je rezultat degradacije od
strane mikroorganizama (Miller i Fallowfield, 2001; Chen i sar., 2006b). Bourne i saradnici
(2001) su primetili da Sphingomonas sp. poseduje klaster gena koji ucestvuje u degradaciji
MC-LR. Poznato je da nekoliko zemljisnih bakterija poput Arthrobacter sp., Brevibacterium
sp. i Rhodococcus sp. mogu da razlazu mikrocistine (Manage i sar., 2009).

Istrazivana je 1 adsorpcija cijanotoksina, prvenstveno hepatotoksina, u zemljiSnim
ekosistemima. Miler i saradnici (2001) su utvrdili da zemljista sa visokim sadrzajem gline
1/ili organskog ugljenika imaju visi koeficijent adsorpcije hepatotoksina. Sli¢no, Miller 1
Fallowfield (2001) pronasli su da su zemljiSta sa najvisim sadrzajem ugljenika (2,9%) i gline
(16,1%) najefikasnija u uklanjanju cijanotoksina. Medutim, pes€ana zemljiSta, gde je sadrzaj
peska ¢ak 98,5% nisu u moguénosti da uklanjaju cijanotoksine. Ovi nalazi podrzani su od
strane Morris i saradnika (2000) koji govore da je sadrzaj gline i njen kvalitet bitan prilikom
adsorpcije u odnosu na druge karakteristike zemljiSta. Sa druge strane Eynard i saradnici
(2000) su ukazali na to da zemljiSta nisu u stanju da zastite podzemne vode od cijanotoksina
koji poticu iz povrSinskih voda. Zbog navedenog, C€ini se da je sorpcija cijanotoksina u
zemljiStima niska $to moze da rezultuje u njihovoj visokoj dostupnosti organizmima u
zemljistu 1 biljkama.

Upotreba vode u kojoj je doslo do cvetanja cijanobakterija i oslobadanja toksina za
navodnjavanje terestricnih biljaka, uklju¢ujuéi biljne kulture koje se koriste u ishrani ljudi,
predstavlja Stetan efekat na rast 1 razvoj biljaka, zemljiSni ekosistem ali i potencijalan

zdravstveni rizik za ljude.
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Neke studije govore o tome kako terestri¢ne biljke mogu da akumuliraju mikrocistin
iz vode za navodnjavanje u kojoj su cvetale cijanobakterije Sto moze dovesti do inhibicije
rasta i fitotoksicnosti (Chen i sar., 2004b; Chrush i sar., 2008), te smanjenja klijavosti i rasta
klijanaca (Kos i sar., 1995). Stetni efekti na rast biljaka primeéeni su nakon 30 dana zalivanja
sa vodom koja sadrzi MC-LR ekvivalenate (Sagrane i sar., 2009). lzlaganje sadnica
cijanotoksinima moze da prouzrokuje inhibiciju rasta kod razli¢itih terestri¢nih biljaka (Kos i
sar., 1995; Kurki-Helasmo i Meriluoto, 1998; McElhiney i sar., 2001; M-Hamvas i sar.,
2003). Cijanobakterijski ekstrakt sa MC-LR imao je razli¢it efekat na rast, razvoj,
fotosintetsku aktivnost, produktivnost i ishranu mineralnim materijama pSenice (Triticum
durum), kukuruza (Zea mays), graska (Pisum sativum) i so¢iva (Lens esculenta) (Sagrane i
sar., 2009). Jedno istrazivanje potvrdilo je da stablo jabuke (Malus pumila) akumulira
znacajne koli¢ine mikrocistina (Chen i sar., 2010). Peuthert i saradnici (2007) dokumentovali
su usvajanje MC-LR i MC-LF od strane korenci¢a izdanaka jedanaest poljoprivrednih
biljaka, kao 1 mogu¢nost da ih translociraju do stabla.

Cijanotoksini mogu da se usvajaju u lancima ishrane, akumuliraju u i na povrsini
jestivih terestri¢nih biljaka i mogu da dovedu do pojave fitotoksi¢nih efekata. Stoga, znacajno
je pracenje prisustva i posledica koje cijanobakterije i njihovi toksini mogu da imaju u

terestri¢nim sredinama.

1.7. Opasnost izlaganja ljudi cijanobakterijama i cijanotoksinima i

primeri intoksikacije

Postoji veliki broj slucajeva intoksikacije ljudi usled izlaganja cijanobakterijama i/ili
cijanotoksinima. Moguce je da najstariji podatak o pojavi cvetanja voda potiCe joS iz perioda
dinastije Han u Kini pre 1.000 godina, kada je general Zhu Ge-Ling zabelezio da je odredeni
broj ljudi njegove vojske bio otrovan koriste¢i za pi¢e re¢nu vodu izrazito tamno zelene boje.
U tom slucaju se verovatno radilo o pojavi prenamnozavanja cijanobakterija 1 algi, odnosno o
cvetanju vode i prisustvu cijanotoksina u njoj (Bartram i sar., 1999). U drugoj polovini XI1X
veka, Francis (1878) je prvi put zabeleZio i dokumentovao u naucnoj literaturi u ¢asopisu
Nature pojavu akutnog trovanja domacih zivotinja cijanotoksinima u jezeru Aleksandrija u

Australiji.
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Toksicne cijanobakterije i njihovi toksini mogu da imaju dejstvo na ¢oveka i1 njegovo
zdravlje. Glavni putevi izlozenosti ¢oveka cijanotoksinima su (Drobac i sar., 2011a; Drobac i
sar., 2013):

e hronic¢no ili slu¢ajno unosenje kontaminirane vode za pice;

e dermalni kontakt sa toksinima tokom rekreativnih aktivnosti kao Sto su plivanje,
voznja kanuom ili kupanje, kao i inhalacija, odnosno kontakt sa nosnom sluzokozom,;

e specifiCan intravenozni nacin izlaganja tokom hemodijalize;

e ishrana vodenim organizmima (na primer ribe, $koljke, itd.) iz zagadenih voda koji su
akumulirali cijanotoksine u svojim tkivima;

e ishrana kontaminiranim povréem i voem koje je navodnjavano vodom koja sadrzi
cijanotoksine;

e konzumiranje dijetetskih suplemenata na bazi cijanobakterija, ukoliko se nivo

cijanotoksina ne kontrolise.

Cest put unosa cijanotoksina ostvaruje se direktnim unoSenjem kontaminirane vode za

pice. Ukoliko se voda uzima iz povrSinskih izvora tokom cvetanja cijanobakterija, moguce je
da takva voda sadrzi cijanotoksine koji se oslobadaju tokom razlaganja ¢elija (Chorus i
Bertram, 1999). Brojni su slu¢ajevi detekcije cijanotoksina u sirovim i vodama u sistemima
za vodosnabdevanje u zemljama kao §to su Argentina, Australija, Banglade$, Ceska, Finska,
Francuska, Kanada, Kina, Nemacka, Letonija, Poljska, SAD, Spanija, Srbija, Svajcarska,
Tajland i Turska (Westrick, 2003; Hoeger i sar., 2004; 2005; Dietrich i Hoeger, 2005; Svir¢ev
i sar., 2009). Visok nivo rizika po ljudsko zdravlje povezan je sa akutnim unosom velikih
koli¢ina cijanotoksina, a sa druge strane sa hroni¢nim izlaganjem malim dozama tokom
dugog vremenskog perioda putem vode za pi¢e koja je kontaminirana cijanotoksinima
(Svircev 1 sar., 2010). Hepatotoksini u vodi za pi¢e mogu da predstavljaju faktor rizika za
razvoj primarnog kancera jetre, ali samo mali broj epidemioloskih studija se bavi ovom
problematikom. Odnos izmedu povecanog rizika za pojavu primarnog kancera jetre sa
kvalitetom povrSinskih voda primetio je Fleming sa saradnicima (2002) u Floridi. Ovakva
vrsta istrazivanja vrSena je 1 u Kini, gde je primeceno da hepatotoksini iz rezervoara za vodu
za pi¢e mogu uticati na razvoj primarnog kancera jetre (Yu, 1995) i kolorektalnog kancera
(Zhou 1 sar., 2002). Takode, epidemioloska istrazivanja u Srbiji su ukazala da se

cijanobakterijski metaboliti mogu smatrati vaznim spoljaSnjim hemijskim faktorom u razvoju
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primarnog kancera jetre (SvirCev 1 sar., 2009; 2013a; Drobac i sar., 2011b), ali potencijalno i
nekih drugih maligniteta (Svircev i sar., 2014a).
Moguce je takode izlaganje putem dermalnog kontakta sa vodom koja cveta. Veliki je

broj simptoma koji mogu da se jave ukljucujuéi deskvamaciju, osip na kozi, alergijske
reakcije, konjuktivitis, iritacije ocCiju, zapaljenje uha, ranice u ustima, jake glavobolje,
vrtoglavicu, groznicu, mijalgiju, suv kaSalj, astmu, upalu pluc¢a, povracanje i1 druge
gastrointestinalne simptome. Ovakvi simptomi zabeleZeni su na obalama Japana, Havaja,
Australije i Floride (Grauer i Arnold, 1961; Cardellina i sar., 1979; Yasumoto i Murata, 1993;
Stewart i sar., 2006). Sli¢ni simptomi javljaju se hakon plivanja ili upraznjavanjem razlicitih
sportova na vodi u kojoj cvetaju cijanobakterije (Codd i sar., 1999). Cijanobakterije mogu da
formiraju povrsinske nakupine u priobalnim vodama koje talasi mogu da razdvoje. Osobe
koje plivaju u ovakvim vodama mogu da prikupe vlakna cijanobakterija unutar svojih
kupaéih kostima. Celije koje su u kontaktu sa povrsinom koze mogu da dovedu do iritacija
(Burke i Tester, 2002). "Plivacki svrab" je ozbiljan kontaktni dermatitis koji se deSava nakon
plivanja u marinskim vodama gde cvetaju vrste poput Lyngbya majuscula. U vremenskom
periodu od nekoliko minuta do nekoliko sati javlja se svrab i peckanje, vidljiv dermatitis i
crvenilo javljaju se nakon 3 do 8 sati, a nakon toga sledi pojava plikova i duboka
deskvamacija (SZO, 2003). Takode, izlaganje vodom koja sadrzi cijanobakterije i
cijanotoksine tokom tusiranja moze da dovede do pojave promena na kozi (Falconer, 1998).

Potencijalan nacin izlaganja cijanotoksinima prilikom rekreacije je inhalacija.
Respiratorne tegobe prijavljene su nakon izlaganja cvetanju odredenih marinskih i
slatkovodnih vrsta cijanobakterija (Hawser i sar., 1991; Falconer, 1998). Intranazalna
administracija MC-LR kod miSa dovela je do oSteCenja jetre i esktenzivne nekroze
olfaktornog i respiratornog epitela, a osetljivost je bila 10 puta ve¢a u odnosu na izlaganje
oralnim putem (Fitzgeorge i sar., 1994). Stoga, potencijalno izlaganje cijanotoksinima
inhalacijom ne bi trebalo da se zanemaruje tokom kupanja, vodenih sportova (pogotovo
skijanja na vodi) ili poljoprivrednog i industrijskog navodnjavanja (Codd i sar., 1999). S
obzirom na to da cijanobakterije predstvaljaju znacajne primarne producente u pustinjama,
prisustvo mikrocistina, a potencijalno i anatoksina-a(S), u pustinjskim pokoricama moze da
ima znacajne implikacije po zdravlje ljudi usled inhalacije (Metcalf i sar., 2012).

Intravenozno izlaganje cijanotoksinima tokom dijalize desilo se 1996. godine u centru

za hemodijalizu u Karuaru, Brazil. Nakon rutinske hemodijalize, ve¢ina pacijenata (116 od
131) iskusili su vizuelne poremecaje, nesvesticu, povracanje i slabost u misi¢cima. Nakon

odredenog vremenskog perioda, kod 100 pacijenata doslo je do akutnog otkazivanja jetre koji

27



Uvod

je nazvan Karuaru sindrom §to je prouzrokovalo smrt 52 pacijenta (Jochimsen i sar., 1998).

Mikrocistini su detektovani u serumu i tkivu jetre pacijenata, dok je cilindrospermopsin

pronaden u sistemu za tretman vode. Cijanobakterije su bile prisutne u lokalnoj akumulaciji

za snabdevanje vodom za pice. Zakljuceno je da je glavni uzrok smrti ovih pacijenata bilo

intravenozno izlaganje mikrocistinima (MC-YR, -LR i -AR). Cijanobakterije i cijanotoksini

su 2000. godine uvedeni u Brazilsku legislativu u vezi sa kvalitetom vode za pic¢e (Jochimsen

I sar., 1998). Dodatni primeri pomenutih nacina izlaganja cijanotoksinima navedeni su u

Tabeli 4.

Tabela 4. Primeri intoksikacije cijanotoksinima u svetu (SZO, 2003; Lopez i sar., 2008)

Nacin izlaganja Godina

Zemlja

Primeri intoksikacije

1931

SAD

Akutni gastroenteritis zabeleZen kod 8.000
ljudi (Miller i Tisdale, 1931);

1968

SAD

Bolesti gastrointestinalnog trakta (slucajevi
prikupljeni od strane Schwimmer i
Schwimmer, 1968);

1979

Australija

Ozbiljno obolevanje i hospitalizacija 141 osobe
nakon pica cvetajuce vode tretirane bakar

sulfatom (Falconer, 1993);

1988

Brazil

Smrt 88 osobe i hospitalizacija 2.000 osoba
koji su pili kontaminiranu vodu nakon poplave
(Teixeira i sar., 1993);

Voda za pice

1993

Kina

Incidenca primarnog kancera jetre visa kod
populacije koja koristi vodu za pice u kojoj
cvetaju cijanobakterije u odnosu na onu koja
koristi podzemnu vodu za pice (Yu, 1995), iako
su drugi faktori poput hepatitisa i izlaganje

aflatoksinima doprineli;

1994

Svedska

Oboljevanje (gastrointestinalni i miSi¢ni gréevi)
121 osobe (od 304) iz mesta gde je u
vodosnabdevanje sluc¢ajno dospela netretirana
voda sa cijanobakterijama koje su cvetale
(Annadotter i sar., 2001);
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Voda za rekreaciju

1959

Kanada

Oboljevanje (glavobolja, bolovi u misi¢ima,
gastrointestinalne tegobe) 13 ljudi nakon
izlaganja cvetanju cijanobakterija tokom
rekreacije (Dillenberg i Dehnel, 1960);

1977

Azerbejdza

n

Iritacije koze nakon izlaganja vodi gde je
dominantna Lyngbia kutzingii (Pashkevich,
1979);

1979

SAD

Iritacije oka, suvo grlo, bol u uvetu, kijavica,

curenje nosa, nate¢ene usne nakon rekreacije
(Billings, 1981);

1980

SAD

Skoro 100 ljudi bilo je izlozeno vodi sa
dominantnom vrstom Anabaena sp. uz pojavu
konjuktivitisa, grlobolje, glavobolja, proliva i

mucnine (Carmichael i sar., 1985);

1985

SAD

Pojava muénine, povracanja, dijareje, groznice

i uho-grlo-nos infekcija (Carmichael, 1994);

1989

Engleska

Oboljevanje vojnika koji su trenirali u vodi gde
su cvetale cijanobakterije; dva su razvila upalu

pluca (Turner i sar., 1990);

1991

Australija

Nakon kontakta sa vodom u kojoj je dominirala
Anabaena circinalis dolazi do osipa, dijareje,
povracanja, mucnine, slabosti u misi¢ima,
poteskoca u disanju, glavobolje... (El Saadi i
Cameron, 1993);

1995

Australija

Oboljevanje ljudi (gastrointestinalno) povezano
sa kontaktom vode koja sadrzi cijanobakterije
(Pilotto i sar., 1997);

1996

Engleska

Pojava osipa na licu, astme 1 suvog kaslja sa

povrac¢anjem kod 11 kadeta (Codd i sar., 1999);

2004

SAD

Bolesti gastrointestinalnog trakta i dermalne
iritacije povezane sa izlaganjem opasnim
cvetanjem cijanobakterijama tokom rekreacije
(Walker i sar., 2008);
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Groznica, hipotenzija 23 pacijenta na dijalizi u

Vasingtonu povezano sa lokalnom vodom gde

1974 SAD B B ) )
_ su cvetale cijanobakterije (Hindman i sar.,
Voda koja se
o 1975);
koristi za _ _ i i
o Smrt 52 pacijenata na dijalizi i oboljevanje 64
hemodijalizu
) usled kori$¢enja vode sa mikrocistinima za
1996 Brazil

dijalizu (Jochimsen i sar., 1998; Carmichael i
sar., 2001).

Izlaganje ljudi cijanotoksinima i pojava potencijalno negativnih posledica po zdravlje
moguce je ukoliko se u ishrani koriste kontaminirani biljni i Zzivotinjski organizmi.
Akumuliranje cijanotoksina u tkivima vodenih i terestricnih organizmima opisano je u
prethodnim poglavljima.

Treba spomenuti i izlaganje unoSenjem dijetetskih suplemenata na bazi

cijanobakterija. Suplementi na bazi cijanobakterija obi¢no se uzimaju u vidu pilula, kapsula i
praskova koji mogu da se konzumiraju bez nadzora lekara. S obzirom na to da su ovakvi
proizvodi prirodni, pretpostavlja se da su i sigurni za upotrebu, kao i da se mogu uzimati vece
doze tokom duzeg vremenskog perioda. Medutim, cesta konzumacija moze da dovede do
pojave negativnih zdravstvenih efekata i pojave simptoma poput vrtoglavice, povracanja i
proliva. Gastrointestinalne smetnje se povezuju sa koris¢enjem suplemenata kao rezultat
detoksifikacije tela. Takode, u velikom broju slu€ajeva potencijalni negativni efekti mogu
ostati neprepoznati, a uzro¢nici i mehanizmi toksi¢nosti nejasni (Gilroy 1 sar., 2000). Toksi¢ni
metaboliti identifikovani su u suplementima na bazi vrste Spirulina (Draisci i sar., 2001) i
smatra se da su suplementi na bazi vrste Spirulina doveli do ostecenja jetre Japanca (lwasa i
sar., 2002). Nekoliko nezavisnih istrazivanja na Nemackom i Svajcarskom trzistu pokazalo je
visoke nivoe mikrocistina u suplementima (Gilroy i sar., 2000; Lawrence i sar., 2001; Hoeger
i Dietrich, 2004). Takode, prisustvo mikrocistina detektovano je u suplementima sa trzista
Republike Srbije (Drobac, 2015). Medutim, potrebno je naglasiti da ne sadrze svi suplementi
visoke Koncentracije mikrocistina, kao i da razliite serije nekog proizvoda mogu da sadrze
razli¢ite koncentracije mikrocistina ili nekih drugih toksi¢nih jedinjenja (Gilroy i sar., 2000;
Hoeger i Dietrich, 2004).

30



Uvod

1.8. Monitoring pojave cijanobakterija i cijanotoksina

Veoma je znaCajno osmisljavanje i uvodenje pracenja stanja prvenstveno vodenih, ali
i terestri¢nih ekosistema. Monitoring kvaliteta vode se vr$i redovnim analizama vodenih
uzoraka, kao i definisanjem uzroka i posledica eutrofikacije vodenih ekosistema usled
cvetanja cijanobakterija, posebno kod akumulacija koje sluze za snabdevanje vodom za pice i
rekreaciju.

Strategija monitoringa slatkovodnih cijanobakterija osmi$ljena od strane autora
Chorus i Cavalieri (2000) sastoji se u slede¢im smernicama (Tabela 5):

Faza I: odredivanje kapaciteta ekosistema za razvoj cijanobakterija;

Faza II: vizuelna inspekcija u cilju detekcije masovnog razvoja cijanobakterija;

Faza Ill: kvalitativne i kvantitativne analize biomase kao osnove za procenu stepena
zdravstvene ugrozenosti,

Faza IV: kvalitativne i kvantitativne analize prisutnih toksina.

Tabela 5. Preporucena strategija upravljanja kroz razlicite faze aktivnosti

(prema Chorus i Cavalieri, 2000)

Faza aktivnosti Razlog za monitoring Preporucene analize

Faze monitoringa

- koncentracija nutrijenata (ukupni
fosfor, nitrati i amonijak);
- postojanje moguénosti - providnost vode;
Fazal pojave cijanotoksina. - fizicka svojstva vode (vodni rezim i
termalna stratifikacija);

- razliCite bioloske interakcije.

- providnost vode;
- promena boje;
- formiranje nakupine biomase
- ispitivanje indikatora - temperatura;
Faza II . . .o .o oqe . . .
toksicnih cijanobakterija. - vremenske prilike (pravac i jaCina
duvanja vetra, svetlost,...);

- promena turbulencije (meSanje);

- razli¢ite bioloske interakcije.
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-kvalitativna i
kvantitativna procena
nagomilavanja toksicnih
Faza Il . 5
cijanobakterija;
-kvantitativno odredivanje

cijanobakterijske biomase.

- providnost vode;

- kvalitativne mikroskopske analize u
cilju odredivanja dominantne vrste
(ponekad je rod dovoljan);

- kvantitativne mikroskopske analize
(brojnost ¢elija ili kolonija
cijanobakterija u odnosu na ukupan
broj mikroalgalnih ¢elija)

- analize hlorofila a.

Dodatne aktivnosti

Toksi¢nost - prisustvo toksi¢nosti.

- bioloski testovi toksi¢nosti.

- kvalitativne i
Analize toksina kvantitativne analize

odredenih toksina.

- hemijske analize.

U direktivi Svetske zdravstvene organizacije (Chorus i Bertram, 1999) date su

najbolje instrukcije ukoliko dode do izlaganja ljudi cijanobakterijama ili njihovim toksinima.

U njima je predstavljen kratak prikaz nadina i nivoa izlaganja ljudi cijanobakterijama i

toksinima, opis potencijalnog zdravstvenog rizika i preporucenih aktivnosti za vode za

rekreaciju (Tabela 6) i za vode namenjene za vodosnabdevanje (Tabela 7).

Tabela 6. Rezime direktive Svetske zdravstvene organizacije za upravljanje vodama za

rekreaciju koje mogu da sadrze cijanobakterijske celije (Chorus i Bertram, 1999)

Stepen zdravstvene Stanje/gustina Zdravstveni Preporucene
ugrozenosti populacije rizik aktivnosti
- kratkotrajne
<20.000 ¢elija o
- mala zdravstvena - - zdravstvene - postavljanje oznake
cijanobakterija/ _ ) )
ugrozenost; Lili negativne koje ukazuju na
mL ili
- koncentracija posledice prisustvo
_ o <10 ug/L . . . .
mikrocistina 2-10 pg/L; ) (iritacije koze i cijanobakterija;
_ hlorofila a sa ] o
- opasnost niskog S sluzokoze, - informisanje
dominacijom ) ) S
stepena. y N intestinalne relevantnih institucija.
cijanobakterija.
tegobe).
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- kratkotrajne - intenzivna kontrola
_ zdravstvene gustine populacije;
- srednja zdravstvena 20.000-100.000 _ '
N o negativne - suzdrzavanje od
ugrozenost; cijanobakterijskih ] S
. . - posledice kupanja i direktnog
- koncentracija ¢elija/mL ili S .
_ o (iritacije koze i kontakta sa vodom;
mikrocistina 10-20 10-50 pg/L o
_ sluzokoze, - postavljanje oznake o
ug/L; hlorofila a sa ) ) )
) o intestinalne prisustvu
- opasnost srednjeg dominacijom B .
- § tegobe); cijanobakterija;
stepena. cijanobakterija. ' ] o
- hroni¢na - informisanje
oboljenja. relevantnih institucija.
- kratkotrajne - momentalna akcija
zdravstvene prevencije kontakta sa
negativne cijanobakterijama;
>100.000 posledice - hitno zbrinjavanje

- velika zdravstvena
ugrozenost;
- koncentracija
mikrocistina >20 pg/L;
- opasnost visokog

stepena.

cijanobakterijskih
¢elija/mL ili
>50 pg/L
hlorofila a;
- formiranje
cijanobakterijskih

nakupina.

(iritacije koze i
sluzokoze,
intestinalne

tegobe);
- hroni¢na
oboljenja;
- mogucnost
akutnog trovanja
sa letalnim

ishodom.

svih koji su biliu
kontaktu sa
nakupinama;

- postavljanje oznake

koje ukazuju na zabranu

kupanja i drugih
aktivnosti u vodama za
rekreaciju;
- informisanje

relevantnih institucija.

Tabela 7. Rezime direktive Svetske zdravstvene organizacije za upravljanje vodama

namenjenim za vodosnabdevanje koje mogu da sadrze cijanobakterijske celije

(Chorus i Bertram, 1999)

Nivo Stanje - gustina i ) )
) Aktivnosti
upozorenja brojnost Celija
opasnost - necvetajuci uslovi,
] 200 ¢elija N B ) )
niskog N N - cijanobakterije se detektuju u malom broju;
cijanobakterija po mL o o
stepena - nedeljni monitoring.
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opasnost
srednjeg

stepena

2.000
cijanobakterijskih
¢elija po mL ili
1 ng/L hlorofila a sa
dominacijom

cijanobakterija

- trend kretanja ka pove¢anom broju ili odrzavanju
srednjeg broja cijanobakterija;
- voda moze biti neupotrebljiva za pice bez
predhodne obrade;

- u fabrikama vode uvodi se testiranje toksina,
narocCito ukoliko su u uzorku dominantne poznate
toksi¢ne vrste - ponavljati nedeljno analize;

- nizak rizik za iritaciju koze i gastrointestinalne
probleme kroz kontakt tokom aktivnosti u vodi;

- kontinuirano nedeljno odredivanje brojnosti

cijanobakterija i davanje izvestaja javnosti.

opasnost
visokog

stepena

100.000
cijanobakterijskih
¢elija po mL ili
50 pg/L hlorofila a sa
dominacijom

cijanobakterija

- stalno visok broj potencijalno toksi¢nih
cijanobakterija u vodi i/ili vidljivo lokalizovane
formirane nakupine;

- voda moze biti neupotrebljiva za pice bez
predhodnog odgovarajuéeg tretmana;

- uvodi se redovno dnevno testiranje toksina;

- ako je moguce zameniti izvor snabdevanja vodom;

- nedeljno uzimanje uzoraka i odredivanje broja
cijanobakterija;
- visok rizik od negativnih zdravstvenih efekata;

- Sire medijsko izveStavanje javnosti.

Sto se ti¢e monitoringa cijanotoksina u tkivima organizama, u praksi, idealan pristup

trebao bi da ukljuc¢i kombinaciju biotestova i analiza. Bioloski testovi kojima se meri efekat

uzorka treba da predstavlja prvi korak u skriningu gde se brzo odbacuju oni uzorci koji ne

sadrze toksine. Ovo inicijalno merenje treba da bude potvrdeno specificnim analizama kojima

¢e se potvrditi prisustvo odredenog toksina da bi se izbegli lazno pozitivni rezultati kao 1 da

bi se identifikovalo prisustvo novih ili nepoznatih toksina u uzorku.

Zbog prisutnosti cijanobakterijskih toksina kao hazardnih supstanci u prirodi i efekta

koji mogu imati na ekosistem 1 zivi svet, neophodno je da se uvede odgovarajuca strategija

upravljanja vodama za vodosnabdevanje, rekreaciju i navodnjavanje u Republici Srbiji.

Kreiranjem Baze podataka cijanobakterija u Srbiji kojom se prati pojava cvetanja

cijanobakterija, zastupljenost toksicnih i potencijalno toksi¢nih sojeva cijanobakterija i
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njihovih toksina u vodama sa teritorije Republike Srbije moze se do¢i do brzeg i efikasnijeg
razumevanja osnovih zakonitosti ekosistema, kao i1 preciznijeg uvida u procese i ekoloske
odnose. Krajnji cilj monitoringa bio bi pracenje stanja vodenih ekosistema sa teritorije
Republike Srbije i zaStita od Stetnog delovanja prenamnozenih cijanobakterija i njihovih

toksina.

1.9. Cijanobakterije u svetu i Republici Srbiji

1.9.1. Cvetanje cijanobakterija u svetu i Republici Srbiji

Cvetanje cijanobakterija zabeleZeno je u svim delovima sveta. Moguce je da najstariji
podatak o pojavi prenamnozavanja cijanobakterija i algi potice jo§ iz perioda dinastije Han u
Kini pre 1000 godina, kada je zabelezeno da je recna voda bila izrazito tamno zelene boje
(Chorus i Bartram, 1999).

U dostupnoj literaturi postoji znacajan broj radova koji se bavi distribucijom
cijanobakterija u vodenim ekosistemima (Sivonen i Jones, 1999; Whitton i Potts, 2000).
Koncenzus medu stru¢njacima je da je ucestalost cvetanja Stetnih cijanobakterija u porastu
Sirom sveta poslednjih nekoliko decenija (Chorus i Bartram, 1999; Hudnell, 2010). Danas se
vodeni ekosistemi menjaju usled prirodnih i antropogenih efekata, a cijanobakterije pokazuju
znacajne ekofizioloSke adaptacije (Hiusman i sar., 2005; Pearl i Fulton, 2006). Antropogene
aktivnosti poput povecanja koncentracije nutrijenata, porasta CO2, poviSenja temperature i
vertikalne stratifikacije, dovode do dominacije cijanobakterija u velikom broju vodenih
ekosistema, kao 1 Sirenja invazivnih vrsta (Pearl 1 Hiusman, 2009). Globalno zagrevanje
doprinosi $irenju cijanobakterija i sve je viSe vrsta cijanobakterija koje ispoljavaju toksican
efekat u vidu proizvodnje cijanotoksina (Bojadzija, 2014). Distribucija cijanobakterija i
najucestalijih toksina koje one produkuju (mikrocistin, nodularin, saksitoksin, anatoksin i
cilindrospermopsin) u vodenim ekosistemima Sirom sveta pokazuje da su mikrocistini
najcesce detektovani u Severnoj i Juznoj Americi, Evropi, Aziji, Africi i Novom Zelandu, a u
Australiji najdominantniji cijanotoksin je nodularin (Bojadzija, 2014).

U Republici Srbiji su u novije vreme objavljeni brojni radovi koji govore da se stanje
mnogih vodenih ekosistema sa aspekta pojave toksi¢nih cijanobakterija na odreden nacin
prati i ocenjuje (Simeunovic i sar., 2005; Svir€ev i sar., 2007; Svircev i sar., 2008a,b; Svircev

1 sar., 2009; Simeunovi¢, 2009, 2010; Simeunovié¢ i sar., 2010; Sedmak 1 Sviréev, 2011;
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Svircev 1 sar., 2013d; Svircev i sar., 2014b). Prvi podaci o algoloskim istrazivanjima u Srbiji
objavljeni su pre 130 godina u radu ‘Fragmenta Phycologiae Bosniaco-Serbicae’
(Scharschmidt, 1883) gde postoji spisak 46 algalnih vrsta. Krajem 19. i pocetkom 20. veka,
Magnus, Simi¢ i Kati¢, pioniri algoloskih istrazivanja, identifikovali su 59 vrsta, uglavnom iz
razdela zelenih algi i cijanobakterija. Fikoloska istrazivanja u Republici Srbiji su zaustavljena
tokom 1 nakon Prvog Svetskog rata, a nastavljena su tridesetih godina prosSlog veka.
Medutim, rani nalazi algi bili su oskudni i fragmentisani do 1947. godine (Milovanovi¢,
1949; Blazenci¢, 1986). Nakon toga pocinje da se razvija sistemati¢niji i detaljniji pristup
istrazivanju vodenih ekosistema u Republici Srbiji (Blazenci¢, 1986). Znacajan doprinos
biodiverzitetu cijanobakterija u Srbiji dali su Cvijan i Blazenci¢ (1996). Imajuci u vidu da
istrazivanja u Republici Srbiji nisu imala sistematski karakter moze se pretpostaviti da je broj

prisutnih i cvetajucih vrsta cijanobakterija znatno veci.

1.9.2. Kolekcije kultura cijanobakterija u svetu i Novosadska kolekcija kultura

cijanobakterija

U istrazivanjima cijanobakterija nekog podru¢ja veliku pomo¢ mogu da pruze i
kolekcije kultura. Kolekcija kultura cijanobakterija nudi ogroman potencijal i predstavlja
veoma znacajan resurs velikog broja cijanobakterijskih sojeva sa specifi¢nim svojstvima,
znacajnim za biotehnolosku primenu. Znacaj postojanja kolekcije kultura ogleda se 1 kroz
oCuvanje diverziteta cijanobakterija i ocuvanje njihovog genetskog pula (Simeunovi¢, 2005).
Neophodno je poznavati aktivnost sojeva koji ispoljavaju ili ne ispoljavaju uvek svoju
toksicnost u ekosistemima. Molekularnim 1 ekofizioloSkim metodama se u kolekciji moze
ispitati trenutna toksi¢nost, ali 1 potencijalna koja bi se mogla ocekivati u prirodnim
ekosistemima gde se ovi sojevi nalaze u populaciji fitoplanktona.

Formiranje kolekcije kultura mikroalgi i cijanobakterija predstavlja izuzetno zahtevan
1 tezak posao, koji podrazumeva primenu ¢itavog niza razradenih, odgovaraju¢ih tehnika.
1 determinacije, gajenja (umnoZavanja biomase), cuvanja, selekcioniranja i koris¢enja gajenih
sojeva (nije obavezna delatnost) (Simeunovi¢, 2004, 2005).

U svetu postoji veci broj kolekcija kultura mikroorganizama, od kojih su neke
specijalizovane za pojedine grupe kao $to su cijanobakterije, dok su druge generalizovane i
sadrze grupe mikroorganizama grupisane u viSe sistemske kategorije. Neke od uze

specijalizovanih kolekcija za cuvanje cijanobakterija su Pasterov Institut (Francuska),
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Kanadski fikoloski centar kultura (Kanada), Brazilska kolekcija cijanobakterija (Brazil),
Kolekcija kultura sojinih rizobija i cijanobakterija (Tajland), Nacionalni institut za marinske
cijanobakterije  (Indija), Kolekcija kultura (sub)polarnih cijanobakterija (Belgija),
Skandinavska kolekcija kultura algi i protozoa (Danska), Eksperimentalna fiziologija i
kolekcija kultura algi Univerziteta u Getingenu (Nemacka) i druge. Detaljnije informacije o
navedenim, ali i mnogim drugim kolekcijama kultura i svojstvima pojedinih sojeva moze da
se nade na sajtu Svetskog centra baza podataka o mikroorganizmima (Sviréev, 2005;
MCDM-World Data Centre for Microorganisms http://www.wfcc.info/ccinfo/home/).

Cijanobakterijski sojevi sa velikog broja razli¢itih staniSta, uglavnom sa teritorije
Republike Srbije, izolovanih tokom poslednjih 25 godina ¢ine kolekciju cijanobakterijskih
kultura Departmana za biologiju i ekologiju na Prirodno-matematickom fakultetu u Novom
Sadu. Osnivanje kolekcije zapoceli su Prof. dr Miroslav Gantar i Prof. dr Zorica SvirCev
1986. godine, prikupljanjem prvih uzoraka zemljisnih cijanobakterija sa razli¢itih lokaliteta u
Vojvodini.

Formiranoj kolekciji dodeljeno je IME tako da je ustanovljeni naziv kolekcije
NSCCC (Novi Sad Cyanobacterial Culture Collection). Pored oznake kolekcije, svaki soj
nosi i svoj poseban broj. Svi sojevi u kolekciji pored oznake NSCCC, imaju i broj i oznaku
vezanu za poreklo soja, tako da svi terestri¢ni sojevi nose oznaku T, a vodeni oznaku W.
Kolekcija je interna i za sada nije registrovana u okviru Svetske federacije kolekcije kultura.
Formirana kolekcija je specijalizovana za izolaciju i gajenje isklju¢ivo cijanobakterijskih
vrsta i trenutno broji oko 500 sojeva poreklom iz razli¢itih zemlji$nih i vodenih ekosistema,
od ¢ega su u najvec¢em broju sojevi azotofiksirajucih cijanobakterija.

Prethodnih godina, Simeunovi¢ (2005) je veliki broj sojeva iz NSCCC podvrgla
sistematiénom ispitivanju 1 tada su izvrSene sledece analize: produktivnost biomase,
produkcija fikobilinskih pigmenata, kao i bioloska aktivnost sojeva. Tokom ovih istrazivanja
uradjena je antibakterijska aktivnost zive kulture, vancelijskog i unutarcelijskog sadrzaja
cijanobakterija kao 1 etanolskog ekstrakta unutaréelijskog sadrzaja cijanobakterijskih sojeva
na rast bakterija, antifungalna aktivnost zive kulture, vancéelijskog i unutarcelijskog sadrzaja
cijanobakterijskih kultura na rast 13 vrsta gljiva i antilarvalna aktivnost cijanobakterijskih
sojeva u kolekciji na larve i adultne oblike komarca roda Anopheles. Kasnija ispitivanja
sojeva iz NSCCC uklju¢uju skrining na antibakterijsku, antifungalnu i citotoksi¢nu aktivnost
(Svir¢ev 1 sar., 2008a), uticaj azota 1 suSe na sastav fikobilina kod terestricnih sojeva
(Simeunovi¢ 1 sar., 2013), detekciju isparljivih organskih jedinjenja (Milovanovi¢ i sar.,

2015) i procenu antioksidativne aktivnosti i fenolnog sastava filamentoznih sojeva (Babi¢ i
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sar., 2015) sa teritorije Republike Srbije. Veliki broj korisnih podataka o karakteristikama
sojeva je dobijen ovim istraZivanjima.

Da bi se dodatno istrazila svojstva sojeva cijanobakterija iz NSCCC, u ovoj
doktorskoj disertaciji radeno je nekoliko novih istrazivanja: test toksi¢nosti sa racicem
Artemia salina kojim se procenjivala toksi¢nost sojeva cijanobakterija, ELISA test za
skrining kultura na prisustvo cijanotoksina i ispitivanje moguénosti  ishrane
cijanobakterijskim sojevima od strane racica Daphnia pulex radi procene moguénosti
uklanjanja cijanobakterija zooplanktonom, kao i akumulacija mikrocistina iz soja Microcystis
aeruginosa 7806 u rac¢i¢u Daphnia pulex. Rezultati ovih ispitivanja imaju za cilj da daju jos$
bolji i potpuniji uvid u moguénost primene i ekologiju cijanobakterijskih sojeva iz NSCCC,
ali takode skreCu paznju i na potencijalne negativne efekte koji mogu da prouzrokuju ovi

mikroorganizmi u razli¢itim ekosistemima Sirom teritorije Republike Srbije i sveta.

1.9.3. Legislativa o cijanotoksinima u svetu i Republici Srbiji

Potrebno je naglasiti da postoji zdravstveni rizik usled izlaganja cijanotoksinima,
pogotovo mikrocistinima. Uspostavljanje tolerantnog dnevnog unosa (TDI, tolerable daily
intake) u vrednosti od 0,04 pg/kg telesne tezine dnevno, kao i preporuéene grani¢ne vrednosti
MC-LR u pijacoj vodi od 1 pg/L (SZO, 1998) ima za cilj ograni¢avanje hroni¢nog izlaganja
cijanotoksinima i potencijalnih posledica na ljudsko zdravlje.

Formiranje legislative sa grani¢nim vrednostima za razli¢ite nacine izlaganja ljudi
cijanotoksinima vr§i se radi prevencije potencijalnog zdravstvenog rizika. U mnogim
zemljama mere za zaStitu javnog zdravlja od cijanotoksina realizovane su primenom
orijentacionih grani¢nih vrednosti predlozenih od strane SZO. Preporucene vrednosti ne
predstavljaju internacionalne standarde, ali ih se neke zemlje pridrzavaju, a neke su postavile
svoje nacionalne standarde na osnhovu svojih nacionalnih, ekonomskih i sredinskih faktora
(SvirCev 1 sar., 2011a). U Tabeli 8 nalazi se primer dozvoljenih grani¢nih vrednosti u

legislativama drugih zemalja.
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Tabela 8. Dozvoljene granicne vrednosti cijanotoksina (SZO, 1998; Fawel i sar., 1999;

Burch i Humpage 2005, Kouzminov, 2005, Svircev i sar., 2011a; Chorus, 2012)

Izvor cijanotoksina

Dozvoljene grani¢ne

Drzave u kojima je dat

predlog dozvoljenih

vrednosti
grani¢nih vrednosti
Voda za picée
SZ0, Ceska Republika,
Juzna Afrika, Kanada, Novi
1 ng/L MC-LR

3 pg/L anatoksina-a
1 ng/L anatoksina-a (S)

2 ug/L homoanatoksina-a
1 pg/L cilindrospermopsina
3 ug/L saksitoksina i
ekvivalenata

1 pg/L nodularina

Zeland, Singapur, Turska,
Urugvaj
Novi Zeland
Novi Zeland
Novi Zeland
Australija, Novi Zeland
Australija, Brazil, Novi
Zeland
Novi Zeland

Vode za rekreaciju

Relativno nizak rizik

Srednje znacajan rizik

Stanje visokog rizika

20.000 ¢elija/mL
(2-4 pg/L mikrocistina)

100.000 ¢elija/mL
(>20 pg/L mikrocistina)

pojava vidljivih nakupina na

povrsini

Ceska Republika, Francuska,
Italija, Madarska, Turska
Ceska Republika, Francuska,
Italija, Kanada, Kuba,
Madarska, Turska

Francuska, Italija, Turska

Dozvoljena dnevna

doza

0,04 pg/kg/dan

SZO

Postoji nedostatak informacija vezan za brojna nereSena pitanja i probleme Koji se

odnose na izraCunavanje tolerantnog dnevnog unosa i grani¢nih vrednosti (Sviréev i sar.,

2011a,b; Drobac, 2015). S obzirom da u Republici Srbiji ne postoji legislativa, predlozeno je

da se grani¢ne vrednosti za cijanotoksine u izlozenom primeru Tabele 8 revidiraju a potom

pazljivo uvedu u nacionalnu legislativu (Drobac, 2015).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj doktorske disertacije je da se ispita prisustvo toksi¢nih cijanobakterija u razliitim
ekosistemima sa teritorije Republike Srbije i analiziraju negativne posledice koje mogu da

prouzrokuju ovi mikroorganizmi. Ostvarice se na slede¢i nacin:

1. formiranjem baze podataka o pojavi cijanobakterija i prisustvu njihovih toksina u
razli¢itim vodenim ekosistemima, kao i o efektima koje oni izazivaju u Zivotnoj

sredini tokom 130 godina istrazivanja na teritoriji Republike Srbije;

2. detaljnim istrazivanjem vodenog ekosistema Ludos sa teritorije Republike Srbije da bi
se u prirodnim uslovima ustanovilo prisustvo i uticaj cijanobakterija i cijanotoksina na

biljne i zivotinjske organizme u prirodnim uslovima;

3. istrazivanjem bioloSkih lesnih pokorica sa teritorije Republike Srbije da bi se ispitalo
prisustvo cijanobakterija i potencijalno prisustvo cijanotoksina i drugih toksi¢nih

metabolita cijanobakterija u terestri¢nim ekosistemima;

4. istrazivanjem toksi¢nih svojstava sojeva cijanobakterija iz Novosadske kolekcije
kultura cijanobakterija (NSCCC-Novi Sad Cyanobacterial Culture Collection) koje
poticu sa teritorije Republike Srbije;

5. predlaganjem nacina prevencije pojave i cvetanja cijanobakterija, a ukoliko je

neophodno i eliminacije cijanotoksina u vodenim ekosistema u Republici Srbiji radi

ublaZavanja potencijalno negativnih efekta na ljudsko zdravlje.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Kreiranje Baze podataka cijanobakterija u Srbiji

Da bi se prikupile dostupne informacije o cijanobakterijama, njihovim toksinima kao i
bioloSkim efektima na druge organizme u vodenim ekosistemima sa teritorije Republike
Srbije pregledan je sav dostupan materijal iz preko 70 literaturnih izvora. Sistematican i
detaljan pregled literature je obuhvatio reference iz medunarodnih i nacionalnih ¢asopisa,
radove 1 izlaganja sa konferencija, disertacije, knjige, zatim godisSnje izvesStaje 1 izveStaje sa
projekata, kao i novinske i internet vesti. Pregled i kategorija izvora koris¢enih za formiranje
Baze podataka cijanobakterija u Srbiji (SCDB- Serbian Cyanobacterial Data Base)
predstavljeni su u Tabeli 9.

Tabela 9. Tip i broj dokumenata pregledanih za izradu baze podataka

Tip dokumenta Broj dokumenta
Naucni radovi 24
Medunarodni dokumenti 10
Nacionalni dokumenti 40
Novinske/internet vesti 3
Izvestaji projekta 1

Dostupni podaci koji govore o stanju vodenih ekosistema sa teritorije Republike
Srbije najceS¢e su prikupljani od strane univerzitetskih centara (Novi Sad, Beograd,
Kragujevac), Republickog hidrometeoroloSskog zavoda Srbije iz Beograda, javnog
vodoprivrednog preduzeca Srbijavode iz Beograda, javnog vodoprivrednog preduzeca Vode
Vojvodine iz Novog Sada, mnogih lokalnih vodovoda 1 drugih institucija (Svir€ev 1 sar.,
2007; Sedmak 1 Svircev, 2011). Sva literatura koriS¢ena za prikupljanje podataka za izradu
Baze podataka cijanobakterija u Srbiji nalazi se u referencama.

Baza podataka cijanobakterija u Srbiji formirana je radi prikupljanja svih dostupnih
informacija o cijanobakterijama, cijanotoksinima kao i njihovim efektima na druge
organizme u vodenim ekosistemima sa teritorije Republike Srbije pomocu programa za
upravljanje bazama podataka (Microsoft Access 2007) koji je dostupan javnosti i razli¢itim

ustanovama koje se bave ovim problemima.
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3.2. Gajenje i ispitivanje sojeva iz Novosadske kolekcije kultura

cijanobakterija

Novosadska kolekcija kultura cijanobakterija analizirana je kao bitan pokazatel]
prisustva cijanobakterija i njihovih toksina s obzirom da broji veliki broj sojeva poreklom iz

razli¢itih terestri¢nih i vodenih ekosistema sa teritorije Republike Srbije, ali i Sire (Slika 1).
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Slika 1. Deo Novosadske kolekcije kultura cijanobakterija - NSCCC

3.2.1. Kultivacija sojeva iz NSCCC

Sojevi cijanobakterija iz NSCCC su gajeni u erlen-majer posudama od 250 mL na
temperaturi od 22-25°C, pod svetlosnim rezimom od 12 sati svetlosti i 12 sati tame. Kao
izuzetno pogodna podloga za rast svih cijanobakterijskih vrsta pokazala se BG-11 sa ili bez
azota Ciji je sastav dat u Tabeli 10 (Rippka i sar., 1979). Bezazotna podloga kori$¢ena je za
gajenje svih heterocistnih azotofiksirajucih cijanobakterija (npr. Anabaena, Aphanizomenon,
Nostoc), dok je azotna podloga bila pogodnija za rast neheterocistnih sojeva (npr.
Oscillatoria i Phormidium). Sojevi roda Microcystis gajeni su u modifikovanoj podlozi BG-

11 sa azotom.
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Tabela 10. Sastav podloge BG-11 (Rippka i sar., 1979)

Sastojci podloge Koli¢ina (g/L)
NaNO3 1,500
K2HPO4 x 3H20 0,040
MgSQO4 x 7TH20 0,075
CaClz x 2H20 0,036
Na2COs3 0,020
Limunska kiselina 0,006
Fe amonium citrat 0,006
EDTA 0,001

Ab5 (rastvor oligoelemenata)* 1 mL/L

*A5- mesavina oligoelemenata i sadrzi (g/L): H3BO3z (2,860); MnCl2 x 4H,0 (1,810); ZnSO4
X 7TH20 (0,222); MoO3 x 2H20 (0,390); CuSO4 x 5H20 (0,079); Co(NO3)2 x 6H.0 (0,0494).

Podloga je podesena na optimalnih 7,5 pH, a potom je sterilisana i ohladena pre

zasejavanja sojeva.

3.2.2. Ispitivani sojevi iz NSCCC

Odredeni broj sojeva iz NSCCC sa teritorije Republike Srbije ispitivan je tokom
izrade ovog doktorata. Svi analizirani sojevi iz kolekcije pored oznake NSCCC, imaju i broj i
oznaku vezanu za poreklo soja, tako da svi terestri¢ni sojevi nose oznaku T, a vodeni oznaku
V (Simeunovi¢, 2004).

Posebne Sifre sojeva date su u doktoratu radi preglednosti i lak$e interpretacije
rezultata, zajedno sa determinisanim rodom ili vrstom (Tabela 11). U prethodnim
istrazivanjima od strane SvirCev (1992) 1 Simeunovi¢ (2004) analizirano je 27 sojeva iz
NSCCC koji su takode bili predmet istrazivanja i ove doktorske disertacije, a predstavljeni su
slede¢im Siframa: T3-NSCCCT26, T4-NSCCCT27, T5-NSCCCT21, T6-NSCCCT8, T7-
NSCCCT16, T8-NSCCCT10, T10-NSCCCT14, T11-NSCCCT29, T12-NSCCCT32, T13-
NSCCCT34, T14-NSCCCT35, T19-NSCCCT1, T20-NSCCCT2, T21-NSCCCT3, T22-
NSCCCT4, T24-NSCCCT6, T25-NSCCCT25, T26-NSCCCT12, T28-NSCCCT28, T32-
NSCCCT30, T33-NSCCCT17, T34-NSCCCT18, T35-NSCCCT19, T36-NSCCCT20, T37-
NSCCCT24, T38-NSCCCT5, T53-NSCCCTO.
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Tabela 11. Analizirani sojevi iz NSCCC

Redni broj  Sifra soja Rod
1 T1 Nostoc sp.
2. T2 Nostoc sp.
3. T3 Nostoc sp.
4. T4 Nostoc sp.
S. T5 Nostoc sp.
6. T6 Nostoc sp.
7. T7 Nostoc sp.
8. T8 Nostoc sp.
9. T9 Nostoc sp.
10. T10 Nostoc sp.
11. T11 Nostoc sp.
12. T12 Nostoc sp.
13. T13 Nostoc sp.
14. T14 Nostoc sp.
15. T15 Nostoc sp.
16. T16 Nostoc sp.
17. T17 Nostoc sp.
18. T18 Nostoc sp.
19. T19 Nostoc sp.
20. T20 Nostoc sp.
21. T21 Nostoc sp.
22. T22 Nostoc sp.
23. T23 Nostoc sp.
24, T24 Nostoc sp.
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25. T25 Anabaena sp.
26. T26 Anabaena sp.
27. T27 Anabaena sp.
28. T28 Anabaena sp.
29. T29 Anabaena sp.
30. T30 Anabaena sp.
31. T31 Anabaena sp.
32. T32 Anabaena sp.
33. T33 Anabaena sp.
34. T34 Anabaena sp.
35. T35 Anabaena sp.
36. T36 Anabaena sp.
37. T37 Anabaena sp.
38. T38 Anabaena sp.
39. T39 Chroococcus sp.
40. T40 Chroococcus sp.
41. T41 Chroococcus sp.
42. T42 Chroococcus sp.
43. T43 Chroococcus sp.
44, T44 Chroococcus sp.
45. T45 Leptolyngbya sp.
46. T46 Leptolyngbya sp.
47, T47 Leptolyngbya sp.
48. T48 Leptolyngbya sp.
49. T49 Leptolyngbya sp.
50. T50 Phormidium sp.
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51. T51 Gloeocapsa sp.
52. T52 Planktolyngbya
53. T53 Calothrix sp.
4. T54 Synechocystis sp.
Leptolyngbya sp.,
55. 195 PEor;ij}iu{n ss.
56. V1 Nostoc sp.
57. V2 Nostoc sp.
58. V3 Nostoc sp.
59. V4 Nostoc sp.
60. V5 Nostoc sp.
61. V6 Nostoc sp.
62. V7 Phormidium sp.
63. V8 Phormidium sp.
64. V9 Phormidium sp.
65. V10 Phormidium sp.
66. Vi1 Phormidium sp.
67. V12 Gloeocapsa sp.
68. V13 Gloeocapsa sp.
69. V14 Gloeocapsa sp.
70. V15 Planktolyngbya limnetica
71. V16 Planktolyngbya sp.
12. V17 Planktolyngbya sp.
73. V18 Leptolyngbya sp.
74. V19 Leptolyngbya sp.
75. V20 Jaaginema sp.
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76. V21 Jaaginema sp.

7. V22 Oscillatoria sp.
78. V23 Oscillatoria sp.
79. V24 Anabaena sp.

80. V25 Aphanizomenon sp.
81. V26 Geitlerinema ionicum

Jaaginema sp.,

V27 Aphanotece sp.,
82. Pseudanabaena limnetica
Nostoc sp., Leptolyngbya
0 V28 Y _ IO yngoy
' sp., Spirulina sp.
Microcystis aeruginosa
84. Va9*

PCC 7806

Legenda: * toksi¢an soj Microcystis aeruginosa 7806

Soj Microcystis aeruginosa 7806 (V29) dobijen iz Pasterove kolekcije kultura
cijanobakterija (PCC-Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria) iz Pariza, poznat je kao
proizvoda¢ cijanotoksina odredene koncentracije i =zato predstavlja kontrolu u
eksperimentima.

U Tabeli 12 prikazana je razli€ita zastupljenost rodova, terestri¢nih i vodenih sojeva
(Slika 2), kao i pojedinih morfoloskih grupa (Slika 3) cijanobakterija iz NSCCC ispitivanih

pri izradi ove doktorske disertacije.

Tabela 12. Zastupljenost ispitivanih rodova cijanobakterija u NSCCC (% po rodu)

Rod IstrazZivani rodovi (%)

Anabaena sp. 15

Aphanizomenon sp.

Aphanotece sp.

Calothrix sp.

Chroococcus sp.

A e

Geitlerinema sp.
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Gloeocapsa sp.

Jaaginema sp.

Leptolyngbya sp.

Microcystis sp.

| © w| b

Nostoc sp.

Oscillatoria sp.

Phormidium sp.

Planktolyngbya sp.

Pseudanabaena sp.

Spirulina sp.

Synechocystis sp.

R R R NN

= terestri¢ni sojevi

= vodeni sojevi

Slika 2. Zastupljenost ispitivanih terestricnih i vodenih sojeva iz NSCCC

= jednocdelijski-kolonijalni predstavnici = filamentozni predstavnici

Slika 3. Zastupljenost ispitivanih morfoloskih grupa cijanobakterija iz NSCCC
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Najveci broj ispitivanih sojeva pripada rodu Nostoc, zatim Anabaena i Leptolyngbya.
Primetna je dominacija ispitivanih terestricnih sojeva (65,5%), kojih i generalno ima vise u
NSCCC, a filamentozni predstavnici ¢ine 85,4% ispitivanih sojeva.

Analize na sojevima iz NSCCC su radene na Departmanu za biologiju i ekologiju
Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu (moguénost ishrane dafnija sojevima
cijanobakterija, test toksi¢nosti Artemia salina na sojevima), Bioloskom fakultetu u Beogradu
(determinacija sojeva cijanobakterija), Veterinarskom Institutu “Novi Sad” u Novom Sadu
(prisustvo cijanotoksina ELISA testom) i Laboratorijama Nacionalnog centra za naucne

analize “Demokritos”, Atina, Gréka (akumulacija mikrocistina u tkivu racic¢a dafnija).

3.3. Opis istrazivanih lokaliteta

3.3.1. Jezero Ludos

Jezero Ludo$ (Slika 4 i 5) nalazi se na severu Srbije u Vojvodini, na oko 12 km
udaljenosti od Subotice. Jezero je eolskog porekla i formirano je pre oko milion godina.
Aluvijalno korito jezera Ludo$ prostire se na peskovitom terenu izmedu Dunava i Tise, dugo
je 4,5 km, a obuhvata povrSinu od 328 hektara. Voda jezera poti¢e od podzemnih voda,
potoka Keres i preliva iz jezera Pali¢. Maksimalna dubina jezera je 2,25 m, iako ve¢inom ne
prelazi 1 m. Kao plitko jezero sa izrazenom bioprodukcijom, spada u izrazito eutrofne vode -
u odmakloj fazi eutrofizacije, sa
masivnim  organskim  muljnim
naslagama. Voda je nekad
zamrznuta viSe od tri meseca
godisnje, a leti temperatura vode

moze da poraste i do 30 °C.

Slika 4. Jezero Ludos

Jezero Ludos, uz okolno podrudje, staniSte je velikom broju biljnih i Zivotinjskih
vrsta. Dominantna biljna vegetacija je mocvarna, a u okviru nje tr§¢aci i sastojine rogoza. Na
severnim delovima jezera karakteristicne su zajednice visokih Saseva i zajednice moc¢varnih

slatina, dok se na isto¢noj nalazi stepska vegetacija. Kopnenu faunu ¢ini oko 20 vrsta
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zivotinja od kojih je evropska vidra strogo zasticena divlja
vrsta. Takode, na ovom podru¢ju zabelezeno je i 214 vrsta
pretezno migratornih ptica od kojih je 140 zaSticeno kao e
prirodna retkost. Bogatstvo ptica i prisustvo vrsta koje se nalaze
na Crvenoj listi ugrozenih vrsta jedan je od primarnih razloga
zastite ovog jezerskog podrucja. Stoga je joS od 1977. godine
jezero Ludo§ specijalni rezervat prirode koje je Ramsarskom
Konvencijom oznateno kao moc¢varno podrucje od

medunarodnog znacaja.

Slika 5. Izgled jezera Ludos
http://www.subotica.com/files/news/4/8/7/10487/10487-ludasko-jezero.jpg

3.3.2. Ribnjaci

Ispitivan je kompleks ribnjaka sa Sest jezera koji se nalaze severno od Novog Sada,
pokraj reke Tise. Nazivi se nece iznositi iz komercijalnih razloga i radi zastite vlasnika.
Svake godine dolazi do pojave cvetanja cijanobakterija u ribnjacima zbog ¢ega su i postali
predmet istrazivanja. Pojava cvetanja u jezerima ribnjaka pradena je radi procene
najpogodnijeg trenutka za uvodenje zooplanktona (dafnija) u cilju prevencije i kontrole
oslobadanja cijanotoksina i njihove akumulacije u ribama i lancima ishrane. Ukoliko je broj
¢elija izmedu 50.000 i 80.000 po mL vode, odnosno 30-40 ug hlorofila a po L cijanobakterije
su u eksponencijalnoj fazi rasta, $to znaci da nije jo$ doslo do cvetanja.

Poznato je da se raci¢i iz grupe Cladocera hrane cijanobakterijama i zato je, kao mera
prevencije, ubacivana dafnija sa ciljem regulisanja brojnosti cijanobakterija 1 spreCavanja
proizvodnje cijanotoksina. Odredivanje kvantiteta inokuluma (kg dafnije po kubi¢nom metru
vode) zavisilo je od ukupne zapremine eksperimentalnog jezera. Pet kilograma biomase
dafnija unosilo se na 15.000 m?, odnosno 333 mg/m?.

Jezera ribnjaka su podeljena u tri grupe u zavisnosti od vremena ubacivanja raci¢a
Daphnia sp. u jezera: rano ubacivanje (RU) dafnija odnosno pre cvetanja cijanobakterija,
kasno ubacivanje (KU) dafnija, odnosno tokom ili nakon cvetanja cijanobakterija i kontrolna
jezera (K). Adekvatna introdukcija znaci da je dafnija ubacena pre cvetanja cijanobakterija, a

kasna nakon/tokom cvetanja. U kontrolnim jezerima nije bilo ubacivanja dafnija.
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3.3.3. Lokaliteti uzorkovanja bioloskih lesnih pokorica

Sa tri lokaliteta u Vojvodini uzeto je Cetiri uzoraka bioloskih lesnih pokorica: S1-
Titelski lesni plato (lesni odsek) (N 45° 13’ 24,8”’; E 0,20° 18 20.6”"); dva tipa pokorica u
odnosu na boju, S2 i S3-Vilovo (lesni odsek) (N 45° 14° 32,1°’; E 0,20° 10* 04.1°’); S4-Ruma
(ciglana) (N 45° 00’ 43,8°*; E 0,19° 51° 28,8”") (Slika 6).

19°30" 20°00° 20°30'
Legenda

- Planine

———46°00" PeScare
N

‘N Lesni platoi
‘l r + o Drz. granica

L = 7 ' - Adm. granica

Novi Sad >
* o521 S35

A

50 100 km

Slika 6. Osnovne geomorfoloske celine u Vojvodini i lokaliteti gde je vrseno uzorkovanje

bioloskih lesnih pokorica (+)
(Markovié i sar., 2005, modifikovano; Vasiljevi¢, 2015)

3.3.3.1. Juznobacki okrug

Titelski lesni plato ili Titelski breg predstavlja izolovano lesno ostrvo smesteno na
krajnjem jugoistoku Backe, u medurecju Dunava i Tise, sa maksimalnom duzinom 16 km i
maksimalnom Sirinom 7,2 km. (Vasiljevi¢ 1 sar., 2009). Moc¢ne naslage lesnih sedimenata
debljine od 35 do 55 m, razdvojene sa pet pedokompleksa deponovanih tokom poslednjih pet
glacijalnih/interglacijalnih ciklusa (Markovi¢ i sar., 2005; Zeeden i sar., 2007), predstavljene

su i jasno vidljive na stratigrafskim opisima ovog podrucja.
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3.3.3.2. Sremski okrug

Lesni profil ciglane u Rumi nalazi se u okviru povrSinskog kopa ,,JGM Ruma*, na
isto¢nom obodu naselja Ruma pored ukrStanja puteva Ruma-Indija i magistralnog puta Novi
Sad-Sabac. Tokom vige od 30 godina intenzivne eksploatacije, kop se od ivice puta pomerio
na sever za viSe od 500 m, zahvataju¢i prostor od oko 35 ha (Jovanovi¢ 1 Zvizdi¢, 2009).
Lesnopaleozemljisne sekvence ovog povrSinskog kopa sadrze detaljne paleogeografske

podatke o zbivanjima tokom mladeg dela srednjeg i gornjeg pleistocena (Vasiljevi¢, 2015).

3.4. Uzorkovanje vode, biljaka, ribe 1 bioloskih lesnih pokorica

Uzorkovanje vode, biljaka, riba i bioloskih lesnih pokorica je vrSeno radi procene
uticaja cijanobakterija, odnosno cijanotoksina na ekosisteme sa teritorije Republike Srbije.

Uzorci vode iz ribnjaka uzeti su u plitkim vodama dokova sa istog mesta tokom
septembra, oktobra i decembra 2010. godine. Uzorci vode iz jezera Ludo$ uzeti su tokom
2011. i 2012. godine na dva lokaliteta: na sredini jezera (centar) i uz obalu (dok). Vodeni
uzorci (0,5 L) su uzimani na dubini od 30 cm standardnom metodom uzorkovanja vode

adekvatnim sterilnim priborom za svaku analizu posebno (Slika 7).

Slika 7. Uzorkovanje vode iz jezera Ludos za analize

Ispitivanje fitoplanktona obuhvatalo je kvalitativnu i kvantitativnu analizu.

Planktonskom mrezicom su uzimani uzorci vode za kvalitativau analizu, a Ruttner-ovom
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bocom za kvantitativhu analizu fitoplanktona koji su odmah fiksirani 4% formaldehidom.
Uzorci vode i fitoplanktona su u relativno kratkom vremenskom periodu transportovani i
cuvani na niskim temperaturama (4 °C) do analiza.

Prikupljanje uzoraka Cetiri vrste biljaka iz jezera Ludos: trska (Phragmites communis,
sinonim Phragmites australis), rogoz (Typha latifolia), ljubicasti lokvanj (Nymphaea
elegans) i zuti lokvanj (Nuphar luteum), vr$eno je u cilju procene akumulacije cijanotoksina
u tkivu korena, stabla, listova i cvasti/cveta. Uzorkovanje je radeno sa doka (trska, rogoz) i
centra jezera Ludos (zuti i ljubicast lokvanj).

Prikupljanje uzoraka ribe, konkretno vrste babuska (Carassius gibelio) iz jezera
Ludos, vrseno je radi procene akumulacije cijanotoksina i pojave histopatoloskih promena u
tkivu jetre, bubrega, Skrga, creva, gonada, srca, slezine i skeletnih misi¢a. Uzorkovanje ribe
izvrSeno je na otvorenoj vodi mrezama razlicitih promera okaca i standardnom opremom za
elektroribolov.

Bioloske lesne pokorice sakupljane su sa lesnih lokaliteta nakon vizuelnog pregleda, a
po povratku u laboratoriju ¢uvane su u suvim i mra¢nim uslovima.

Analize uzoraka sa terena su radene na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-
matematickog fakulteta u Novom Sadu (test toksi¢nosti A. salina na vodenim uzorcima, PP1
esej na uzorcima vode i bioloskih lesnih pokorica, histoloske analize tkiva riba),
Veterinarskom Institutu “Novi Sad” u Novom Sadu (prisustvo cijanotoksina u vodenim
uzorcima ELISA testom), Bioloskom fakultetu u Beogradu (determinacija cijanobakterija),
Laboratorijama Departmana za biohemiju, Turku, Finska (Abo Akademi University)
(akumulacija mikrocistina u tkivu ribe LC-MS/MS metodom) i Laboratorijama Nacionalnog
centra za naucne analize “Demokritos”, Atina, Gr¢ka (akumulacija cijanotoksina u tkivu
biljaka LC-MS/MS metodom).

3.5. Odredivanje koncentracije hlorofila a u vodi

Podaci o koncentraciji hlorofila a u povrsinskim vodama ukazuju na njihov stepen
troficnosti. Odredivanje koncentracije hlorofila a daje informaciju o kvantitetu i potencijalnoj
fotosintetskoj aktivnosti cijanobakterija ali i eukariotskih algi. Merenje koncentracije
hlorofila a vrSeno je standardnom americkom spektrofotometrijskom trihromatskom

metodom (APHA, 1995) radi odredivanja stepena trofi¢nosti vodenog ekosistema Ludos.
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Uzorci vode za analizu hlorofila a koncentrovani su filtriranjem 0,5 L kroz membran
filtere poroziteta 0,45 um (Sartorius). Filter sa biomasom stavljen je u epruvetu u koju je
dodato 10 mL ekstrakcionog sredstva nakon ¢ega se uzorak ostavlja da prenoé¢i na 4 °C u
mraku. Kao ekstrakciono sredstvo u ovoj metodi koristio se 90% aceton. Ekstrakti su
centrifugirani tokom 10 min na 1.500 obrtaja/min, a koncentracija hlorofila a odredena je u
supernatantu. Opticka gustina 3 mL ekstrakta oCitavana je u kiveti (Sirina 1 cm) na odredenim
talasnim duzinama (750 nm i 664 nm), a zatim su uzorci zakiseljeni sa 0,1 N hlorovodoni¢ne
kiseline. Nakon 90 sekundi vrSeno je ocitavanje absorbanci spektrofotometrom (Beckman 25)

na 750 nm i 665 nm, a koncentracija hlorofila a je izratunata pomocu sledece formule:

Hlorofil a (mg/m?3) = (26,7x((664-750)-(665-750))xV1)/ V2xL

V1 = zapremina ekstrakta (L)

V2 = zapremina uzorka (m?®)

L = sirina kivete spekrofotometra (u cm)

664 nm i 665 nm = opticke gustine ekstrakta pre i posle zakiseljavanja
750 = opticka gustina za zamucenje

26,7 = korekcija apsorbance koja zavisi od apsorbcionog koeficijenta hlorofila a na 664 nm

Kao slepa proba koristio se 90% rastvor acetona. Merenja su vrSena u dva ponavljanja
a rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti tih merenja. Na osnovu dobijenih vrednosti
koncentracije hlorofila a odreden je stepen troficnosti ispitivanog vodenog ekosistema

pomocu kategorizacije po Felfoldy (1980) (Tabela 13).

Tabela 13. Troficki status vode na osnovu koncentracije hlorofila a
po Felfoldy (1980)

Troficki status  Koncentracija hlorofila a

(Ferfoldy, 1980) (mg/m?d)
Atrofican 0
Ultra-oligotrofan <1
Oligotrofan 1-3
Oligo-mezotrofan 3-10
Mezotrofan 10-20
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Mezo-eutrofan 20-50
Eutrofan 50-100
Eu-politrofan 100-200
Politrofan 200-800

Hipertrofan >800

3.6. Kvalitativna i kvantitativna analiza cijanobakterija u vodi

Kvalitativna analiza fitoplanktona zasniva se na mikroskopskom pregledu uzoraka
vode i determinaciji prisutnih taksona. Uzorci su posmatrani na mikroskopu Carl Zeiss
Axiolmager.M1 pod uvecanjem 400, 800 i 1.000 puta. Identifikacija fitoplanktona do nivoa
roda ili vrste izvrSena je prema standardnim klju¢evima (Huber-Pestalozzi i sar., 1983;
Krammer i Lange-Bertalot, 1986, 1988, 1991; Komarek i Anagnostidis, 1998; Komarek i
Anagnostidis, 2005).

Kvantitativnom analizom sastava fitoplanktona definiSe se prostorna i vremenska
dinamika fitoplanktona. Brojnost je odredivana na invertnom mikroskopu Leica DML, prema
evropskom standaru (EN 15204:2005) zasnovanom na Utermoéhl-ovom metodu (Utermahl,
1958). Zastupljenost je izraZzena kao broj individua (br.ind/mL) i1 broj ¢elija po jedinici

zapremine (br.¢el/mL).

3.7. Kvalitativna analiza cijanobakterija u uzorcima bioloskih lesnih

pokorica

Kvalitativna analiza radena je direktno na uzorcima bioloskih lesnih pokorica nakon
vlazenja. Uzorci su posmatrani na mikroskopu Olympus BX 51. Identifikacija vrsta
cijanobakterija do nivoa roda ili vrste radena je prema standardnim klju¢evima (Komarek i

Anagnostidis, 1998; Komarek i Anagnostidis, 2005; Komarek, 2013).
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3.8. Bioloski testovi sa ra¢i¢ima

3.8.1. Test hranjenja sa ra¢icem Daphnia sp.

3.8.1.1. Ishrana raci¢a Daphnia pulex sojevima iz NSCCC

Radi procene mogucénosti ishrane ra¢ica Daphnia pulex razliitim sojevima
cijanobakterija, tokom eksperimenta analizirano je 66 sojeva iz NSCCC, koji uklju¢uju 13

rodova, medu kojima su najbrojniji Nostoc i Anabaena (Slika 8).

= Nostoc

® Anabaena

= Leptolyngbya
Chroococcus

m Planktolyngbya

= Phormidium

m Jaaginema

= Gloeocapsa

= Calothrix

= Aphanizmenon

m Geitlerinema

m MesSane kulture

Slika 8. Rodovi koji su analizirani tokom eksperimenta sa dafnijom

Cista laboratorijska kultura ragi¢a D. pulex je gajena u akvarijumu zapremine 25 L sa
dehlorisanom vodom, pod svetlosnim rezimom od 12 sati svetlosti i 12 sati tame na 22 °C.
Svakog drugog dana raci¢i su hranjeni suvim pekarskim kvascem. U proseku 10 do 15
odraslih jedinki D. pulex sortirano je u 66 petri posuda sa 50 mL BG-11 podloge sa
odredenim sojem cijanobakterija (Slika 9). Svakodnevno su dodavane cijanobakterije i

dehlorisana voda zbog isparavanja.
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Slika 9. Petri posude sa razlicitim sojevima iz NSCCC i racicem Daphnia pulex

Kontrolu je predstavljala grupa raci¢a koji su hranjeni suvim pekarskim kvascem u
medijumu za uzgajanje dafnija (Slika 10a). Ishrana je prac¢ena pomocu lupe, posmatranjem

prisustva zelenog sadrzaja u crevima dafnija (Slika 10b).

Slika 10. Slika dafnija koje su se hranile kvascem - kontrola (a) i
cijanobakterijama iz NSCCC (b) (foto Laslo Barsi)

Prvog, drugog i petog dana zabelezen je broj dafnija sa zelenim sadrzajem u crevima
u svakoj petri plo¢i a potom izracunat procenat jedinki koje su se hranile odredenim sojem

cijanobakterija iz NSCCC.
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3.8.1.2. Akumulacije mikrocistina iz soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 u tkivu

raci¢a Daphnia pulex

Radi procene mogucnosti hroni¢ne akumulacije mikrocistina u tkivu raci¢a Daphnia
pulex toksic¢an soj Microcystis aeruginosa 7806 upotrebljen je za ishranu ovog raci¢a tokom
5 dana.

Cista laboratorijska kultura ragi¢a D. pulex je gajena u akvarijumu zapremine 25 L sa
dehlorisanom vodom, pod svetlosnim rezimom od 12 sati svetlosti i 12 sati tame na 22 °C.
Svakog drugog dana rac¢i¢i su hranjeni suvim pekarskim kvascem. Svakog dana isparen
medijum dopunjen je svezom dehlorisanom vodom.

U ovom eksperimentu, u proseku oko 200 jedinki adulta raci¢a stavljeno je u petri
posude sa toksi¢nim sojem Microcystis aeruginosa 7806 (Slika 11). Nakon 5 dana, uzeto je

50 nasumicno odabranih jedinki raci¢a i1 analizirano na prisustvo MC-LR.
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Slika 11. Daphnia pulex u petri posudi sa toksicnim sojem Microcystis aeruginosa 7806

3.8.2. Test toksi¢nosti sa ra¢i¢em Artemia salina

U cilju detekcije toksi¢nosti terestri¢nih i vodenih sojeva iz NSCCC, vode iz ribnjaka

i bioloskih lesnih pokorica primenjen je bioloski test toksi¢nosti sa vrstom A. salina.
3.8.2.1. Priprema sojeva iz NSCCC

U testu toksic¢nosti sa ra¢icem A. salina analizirana je toksi¢nost 78 sojeva iz NSCCC,

odnosno 17 rodova, medu kojima su najbrojniji Nostoc i Anabaena (Slika 12).
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Slika 12. Rodovi koji su analizirani u festu toksicnosti A. salina

Odredena zapremina (50 mL) cijanobakterijskih kultura profiltrirana je kroz

prethodno izmerene sterilne filtre poroziteta 2,7 um (Filtres Fioroni). U dobijenom filtratu

ispitivana je toksi¢nost ekstracelularnog porekla. Sakupljena biomasa na filterima je osuSena i

ponovno izmerena. Ekstrakcija je trajala 24 ¢asa uz dodatak 3 mL 75% metanola (Slika 13).

Slika 13. Ekstrakcija intracelularnog sadrzaja sojeva iz NSCCC metanolom
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Razaranje ¢elijskog zida radeno je u periodu od 10 min u ciklusima od 30 sekundi na
sonifikatoru (250, Branson). Uzorak je homogenizovan meSanjem 30 min, a zatim
centrifugiran na 5.000 obrtaja/min u trajanju od 15 min. U dobijenim supernatantima
ispitivana je toksicnost intracelularnog porekla.

Testirana je intracelularna toksi¢nost 78 sojeva u eksponencijalnoj fazi rasta. Zatim je
dodatno testirana intracelularna i ekstracelularna toksi¢nost 26 ispitivanih sojeva, ali ovog
puta u stacionarnoj fazi rasta, posto je kod istih detektovano prisustvo cijanotoksina ELISA
testom. Analiza toksi¢nosti u razli¢itim fazama rasta radena je radi provere uticaja faze rasta

na proizvodnju toksi¢nih metabolita.

3.8.2.2. Priprema uzoraka vode iz ribnjaka

Priprema uzoraka vode iz ribnjaka vrSena je koriS¢enjem metode Fastner i saradnici
(1998). Odredena zapremina uzorka (100-500 mL) je profiltrirana kroz predhodno izmerene
sterilne filtre poroziteta 0,45um (Sartorius). Sakupljena biomasa je potom osusena na 45°C u
trajanju od 24 Casa, a nakon toga i izmerena. Na sakupljenu biomasu je dodat 75% metanol i
ekstrakcija je vrSena preko no¢i. Naizmeni¢nim odmrzavanjem i zamrzavanjem uzoraka
razoren je celijski zid, kao i sonifikacijom (10 min u ciklusima od 30 sekundi) na sonifikatoru
(250, Branson). Uzorak je dobro homogenizovan 30 min, a nakon toga i centrifugiran na
12.000 obrtaja/minuti, tokom 5-10 min. U supernatantu je odredivana intracelularna

toksi¢nost.

3.8.2.3. Priprema bioloskih lesnih pokorica

Odmereno je 10 mg lesnih pokorica koje su sastrugane sa povrSine uzorka i tako
odvojene od sedimenta. Uzorci su stavljeni u ependorf epruvete uz dodatak 1 mL 80%
metanola za ekstrakciju. Homogenizacija uzorka je uradena na vorteksu (Janke & Kunkel
IKA VORTEX MIXER vf2), a sonikacija u ultrazvu¢nom kupatilu (Bransonics) u trajanju od
15 min. Uzorci su preko no¢i ostavljeni na tresilici na 30 °C. Slede¢i dan vrSeno je
centrifugiranje na 11.000 x g u trajanju od 10 min (Centrifuge 5424 R eppendorf),

supernatant odvojen i upotrebljen u testu toksi¢nosti A. salina.
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3.8.2.4. Postupak testa toksicnosti sa racicem Artemia salina

Test toksi¢nosti zapocinje inkubacijom 4 g jaja larvi racica Artemia salina (Artemia-
mix, SERA, SAD) u 300 mL dehlorisane vode prilikom testiranja sojeva iz NSCCC. Za
testiranje vode iz ribnjaka i bioloskih lesnih pokorica 0,6 g jaja larvi raci¢a A. salina (Sanders
Artemia Premium Grade, SAD) gajeno je u 100 mL sterilne podloge ASW (Artificial sea

water) Ciji je sastav prikazan u Tabeli 14.

Tabela 14. Sastav podloge za gajenje raci¢a Artemia salina

Sastojci  Koli¢ina u g/L

NaCl 24,0
KCI 0,6
MgSOx 6,0
CaCl 0,7
Mg Cl; 45

Inkubacija je trajala 24-36 Casova u uslovima aeracije i osvetljenosti na temperaturi
od 24-28 °C. Racici koji su se izlegli koristili su se za testiranje toksi¢nosti.

Toksi¢nost pomocu larvi artemije procenjivana je po autorima Kiviranta i saradnici
(1991). Test toksi¢nosti je uraden u mikrotitar plo¢ama koje su prethodno sterilisane i dobro
isprane destilovanom vodom. Metanolski ekstrakt svakog uzorka (100 pL) apliciran je 1
ostavljen na uparavanje tokom 24 ¢asa na 30 °C. Dodato je 200 pL medijuma sa 10-20 racica.
U slucaju testiranja ekstracelularnog sadrZaja sojeva iz NSCCC, 50 pL filtrata je dodato u
mikrotitar ploce bez uparavanja, a u velove je ubaceno 10-20 raci¢a sa 100 pL medijuma.
Mikrotitar ploce su inkubirane na 30 °C uz osvetljenje u termostatu.

Nakon 24 1/ili 48 Casova oc€itani su rezultati prebrojavanjem 1 beleZenjem uginulih
jedinki pod lupom, nakon Cega je u svaki vel stavljeno po 100 uL 100% metanola da bi se
ubili svi raci¢i. Nakon 15 min izbrojani su svi raci¢i, ¢ime se utvrduje ukupan broj raci¢a po
velu, a broj uginulih larvi koristi se za izracunavanje mortaliteta. Toksi¢nost se odreduje kao
razlika mortaliteta dobijena u tretmanima 1 kontroli. Kontrola je predstavljena raci¢ima u
podlozi bez dodatka bilo kojeg tretmana pri ¢emu se oc¢ekuje da smrtnost ne bude veca od
10% za 24 casa, odnosno oko 10% za 48 casova. Radi eliminacije uticaja ekstrakcionog

sredstva na larve A. salina, kao dodatna kontrola uzet je upareni rastvara¢ metanol (75% za
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sojeve iz NSCCC i vodu iz ribnjaka, i 80% za bioloske lesne pokorice). Test toksi¢nosti je
raden u tri ponavljanja pri ¢emu su rezultati toksiCnosti dati kao srednja vrednost u
procentima umanjena za smrtnost u kontroli.
Nivo toksi¢nosti kultura je odredivana prema slede¢im kriterijumima (Simeunovié,
2009, 2010):
e Vrlo visoka toksi¢nost (mortalitet ve¢i od 90%);
e Znacajan nivo toksicnosti (mortalitet ve¢i od 50%, a manji od 90%);

e Nizak mortalitet (mortalitet ispod 50%).

3.9. Biohemijske metode u detekciji cijanotoksina

3.9.1. PP1 esej u detekciji cijanotoksina

Esej inhibicije enzima protein fosfataze 1 (PP1 esej) raden je prilikom odredivanja
prisustva cijanotoksina u vodi iz ribnjaka i bioloskim lesnim pokoricama. Poznato je da
mikrocistini mogu da inhibiraju aktivnost enzima PP1 i detekcija inhibicije se vr$i merenjem
inhibiraju¢eg efekta mikrocistina na aktivnost ovog enzima. Uzorci koji sadrze mikrocistine
inhibiraju aktivnost enzima proporcionalno koncentraciji cijanotoksina (ili drugih inhibitornih

supstanci) u uzorku.

3.9.1.1. Priprema uzoraka vode za PP1 esej i detekcija cijanotoksina

Priprema vode iz ribnjaka za PPl esej radena je prema vec opisanoj proceduri
pripreme (Poglavlje 3.8.2.2.).

Cist toksin MC-LR (Sigma) upotrebljen je za formiranje standardne krive na osnovu
koje je vrSeno odredivanje koncentracije mikrocistina (izrazena kao MC-LR ekvivalenata) u
ispitivanim uzorcima vode. Odredivanje intracelularnog sadrzaja mikrocistina u uzorcima
vode vrseno je modifikovanom metodom inhibicije enzima PP1 (An i Carmichael, 1994).
Primenjena metoda predstavlja kolorimetrijski esej inhibicije enzima PP1. Meri se
inhibirajuci efekat mikrocistina na aktivnost enzima koji odvajaju fosfatne grupe od supstrata
paranitrofenil fosfata (pNPP-Fluka). Merenjem nastalog produkta reakcije paranitrofenola
(zute boje) moguce je odrediti nivo aktivnosti, a tako i nivo inhibicije enzima od strane

mikrocistina i ispitivanih uzoraka vode. U primenjenom eseju je upotrebljen rekombinovan

62



Materijal i metode

enzim PP1 ekspresovan u Escherichia coli (Sigma). Esej je pripremljen tako §to je prvo u
velove mikrotitar plo¢e stavljeno 10 uL enzima, a potom dodato 10 pL standarda ili uzorka.
Nakon pre-inkubacije od 5 min, dodaje se 180 ul supstrata pNPP. Inhibirajuci efekt
standarda mikrocistina-LR (Sigma) i uzoraka (nivo produkcije pNP) meren je pomocu
fotometarskog Cita¢a mikrotitar ploca (MULTISCAN EX Termo Labsystems) nakon 2 sata

inkubacije na 37£1°C, na talasnoj duzini od 405 nm a koncentracija oCitana na standardnoj

krivi (Simeunovic¢, 2009).
3.9.1.2. Priprema bioloskih lesnih pokorica za PP1 esej i detekcija cijanotoksina

Priprema bioloskih lesnih pokorica za PPl esej radena je prema ve¢ opisanoj
proceduri pripreme (Poglavlje 3.8.2.3.). Supernatant je evaporisan (OA-SYS Heating system
evaporator) do smanjenja volumena na 20% od pocetnog radi smanjenja moguénosti
dobijanja lazno pozitivnih rezultata.

MicroCystest kit (Zeu-Inmunotec S.L., Spanija) zasniva se na inhibiciji protein
fosfatazne aktivnosti mikrocistina. U normalnim uslovima, protein fosfataze hidrolizuju
odredeni substrat koji moze da se detektuje na 405 nm. Koncentracija toksina u uzorku

izra¢unava se pomocu standardne krive (Grafikon 1).

2.00
y =-0.25In(x) + 0.91
1.60 + R2=1.00
v 1.20 23
g s
g 0
oo
m 0.80 ~
- 2.5
0.40
0.00 T T T ———
0.10 1.00 10.00
[MC-LR] ug/L

Grafikon 1. Standardna kriva za MC-LR ekvivalente u PP1 eseju

MicroCystest kit je koriS¢en prema instrukcijama proizvodaca. Priprema fosfataznog

rastvora uradena je pre pocetka testa i to:

e dodavanjem 3 mL fosfataznog pufera u viale sa fosfatazom uz pazljivo mesanje;
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e postavljanjem rastvora na tresilicu na sobnoj temperaturi (23+3 °C) 60 min da bi se

osiguralo potpuno hidriranje enzima.

Postupak eseja:
e ubaceno je 50 pL Cetiri standarda MC-LR u duplikatu u vel mikrotitar ploce;
e dodato je 50 pL svakog uzorka u duplikatu;
e dodato je 70 pL fosfataznog rastvora u svaki vel;
e dodato je 90 uL hromogenog supstrata u svaki vel uz lagano mesanje;
e stavljen je adhezivni film na velove i mikrotitar ploc¢a inkubirana 30 min na 37 °C;
e dodato je 70 uL stop rastvora u svaki vel uz lagano meSanje;

e ocitana je absorbanca uzoraka i standarda na 405 nm.

Merenje absorbance na 405 nm radeno je na ¢ita¢u mikrotitarploca (SPECTROstar
Nano, BMG Labtech, Nemacka).

3.9.2. ELISA test u detekciji cijanotoksina

Prisustvo cijanotoksina u sojevima iz NSCCC 1 vodi jezera Ludo§ odredivano je
ELISA testovima kojima su detektovane dve grupe cijanotoksina: cijanotoksini koji sadrze
ADDA grupu u svojoj strukturi, odnosno mikrocistini i nodularini, i cijanotoksina bez ADDA
grupe, saksitoksina.

3.9.2.1. Priprema sojeva iz NSCCC i jezerske vode

ELISA test upotrebljen je za analizu 72 soja iz NSCCC iz 17 rodova, medu kojima su

najbrojniji Nostoc i Anabaena, radi skrininga na mikrocistine, nodularin i saksitoksine (Slika
14).
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= Nostoc

® Anabaena

= Phormidium
Chroococcus

m Leptolyngbya

= Gloeocapsa

m Jaaginema

m Planktolyngbya

= Oscillatoria

= Aphanizomenon

m Calothrix

m Geitlerinema

u Microcystis

» Synechocystis

= Mesane kulture

Slika 14. Rodovi koji su analizirani u ELISA testovima

Uzeto je 2 mL medijuma sa odredenim sojem kulture cijanobakterija iz NSCCC ili
vode iz jezera Ludo$. Uzorci su nekoliko puta zamrzavani i odmrzavani a zatim sonifikovani
10 min u ciklusima 30sek/30sek (sonifikator 250 Branson) da bi se oslobodio intracelularni
sadrzaj. Uzorci su centrifugirani (NUVE, NF80OR) 15 min na 5.000 obrtaja/min a supernatant

je testiran na prisustvo dve grupe cijanotoksina.

3.9.2.3. Postupak ELISA testa za mikrocistin i nodularin

Mikrocistin ADDA ELISA test (Mikrocistin/Nodularins ADDA ELISA, Abraxis
DOO, Pensilvanija, SAD) je imunoesej za kvantitativhu i kongener-nezavisnu detekciju
mikrocistina i nodularina. Bazira se na prepoznavanju mikrocistina i nodularina, kao i
njihovih kongenera, specificnim antitelima. Mikrocistin ADDA ELISA test se koristi za
testiranje vodenih uzoraka, a niske vrednosti detekcije omogucavaju da se uzorci analiziraju
direktno (bez koncentrovanja) sa primarnim ciljem utvrdivanja da li je preporucena vrednost
od 1 ug/L MC-LR (SZ0O, 1998) prekoracena.
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Procedura testa je bila sledeca:
ubaceno je 50 pL rastvora standarda, kontrole ili uzoraka u velove mikrotitar ploce;
dodato je 50 uL rastvora sa antitelima u pojedinacne velove, prekriveni su parafilmom
1 sadrzaj svakog vela je meSan 1 inkubiran 90 min na sobnoj temperaturi;

sadrzaj velova je dekantovan, ispiran rastvorom pufera i mikrotitar ploc¢a je osusena;
dodato je 100 pL rastvora enzim konjugata u pojedinacne velove, prekriveni su
parafilmom i inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi;

sadrzaj velova je dekantovan, ispiran rastvorom pufera i mikrotitar ploc¢a je osusena;
dodato je 100 pL rastvora za bojenje u pojedinacne
velove, prekriveni su parafilmom, sadrzaj je mesSan i
inkubiran 20-30 min na sobnoj temperaturi uz zaStitu
mikrotitar ploce od svetlosti;

dodato je 50 uL rastvora kojim je zaustavljena reakcija
bojenja uzorka (Slika 15);

ocitana je absorbanca na 450 nm 15 min nakon dodavanja

stop rastvora.

Slika 15. Dodavanje stop rastvora za zaustavljanje reakcije

bojenja uzorka u ELISA testu

3.9.2.4. Postupak ELISA testa za saksitoksine

Saksitoksin ELISA test (Saxitoxin (PSP) ELISA, Abraxis DOO, Pensilvanija, SAD)

je imunoesej koji moze da se koristi za kvantitativnu i/ili kvalitativnu detekciju saksitoksina u

vodenim, ali i drugim kontaminiranim uzorcima.

Procedura saksitoksin ELISA testa je slicna prethodnoj i sastojala se iz sledecih

koraka:

ubaceno je 50 pL rastvora standarda, kontrole ili uzoraka u velove mikrotitar ploce;
dodato je 50 pL rastvora rastvora enzim konjugata u pojedinacne velove;

dodato je 50 pL rastvora sa antitelima u pojedinacne velove, prekriveni su
parafilmom, sadrzaja svakog vela je meSan i inkubiran 30 min na sobnoj temperaturi;

sadrzaj velova je dekantovan, ispiran rastvorom pufera i mikrotitar ploce su osusSene;
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e dodato je 100 pL rastvora za bojenje u pojedina¢ne velove, mikrotitar ploca je
inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi uz zastitu od svetlosti;
e dodato je 100 uL rastvora kojim je zaustavljena reakcija bojenja uzorka;

e ocitana je absorbanca na 450 nm 15 min nakon dodavanja stop rastvora.

3.9.2.5. Ocitavanje rezultata ELISA testa

ELISA mikrotitar plo¢e su ocitavane pomocu c¢itata mikrotitarploca (Asys Expert
Plus UV, Biochrom, Velika Britanija). Intenzitet obojenosti obrnuto je proporcionalan
koncentraciji prisutnih toksina u uzorku. Prema podacima proizvodaca, granice detekcije za
ADDA ELISA test, na osnovu MC-LR, nalaze se izmedu 0,10 i 5 ppb (ug/L), dok su granice
detekcije za ELISA test za saksitoksine izmedu 0,015 i 0,4 pg/L. Abraxis ELISA Kitovi
preporucuju se za skrining cijanotoksina, medutim, pozeljno je proveriti rezultate
alternativnim metodama. Standardna kriva se pravi nakon svakog novog merenja a
koncentracije toksina u uzorku odreduju se interpolacijom. Za svaki uzorak vode iz jezera
Ludos napravljena su tri razblazenja (10, 40 i 100x) a rezultat predstavlja srednju vrednost tri

merenja dobijenih interpolacijom iz standardnih krivi (Grafikon 2 i 3).
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Grafikon 2. Standardna kriva za mikrocistin i nodularin u ELISA testu
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Grafikon 3. Standardna kriva za saksitoksin u ELISA testu

Za obradu podataka u ELISA testu koris¢en je softver Kim Immunochemical

Processing.

3.10. Fizicko-hemijske metode u detekciji cijanotoksina

3.10.1. LC-MS/MS u detekciji cijanotoksina

Uzorci tkiva biljaka i riba iz jezera Ludo§ analizirani su na prisustvo cijanotoksina

LC-MS/MS metodom koja omoguéava mnogo precizniju kvantitativnu analizu uzoraka.

3.10.1.1. Priprema uzoraka tkiva biljaka za LC-MS/MS metodu i detekcija
cijanotoksina

Uzorci koji su analizirani metodom LC-MS/MS obuhvataju razli¢ita tkiva trske
(Phragmites communis), rogoza (Typha latifolia), ljubi¢astog lokvanja (Nymphaea elegans) i
zutog lokvanja (Nuphar luteum) iz jezera Ludo§ uzorkovanih u martu 2012. godine. Tkiva
ove Cetiri biljke (rizom, stablo, listovi (stari 1 mladi) i cvasti/cvet) pripremljena su na sledeci
nacin:

e 3-5 g biljnog materijala sitno je iseckano i macerirano i tretirano je sa 100%

metanolom (5-20 mL);

e uzorci su sonifikovani 15 min na temperaturi 25°C;

e uzorci su centrifugirani 10 min na 4.000 obrtaja/min na temperaturi 25°C;
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e izdvojen je supernatant koji je evaporisan na struji azota na 40 °C;

e osusen uzorak je resuspendovan u 0,5-1 mL 20% metanola;

e vrSena je sonikacija 5 min, a potom su uzorci propusteni kroz Spric filtere (Millex
PVDF Durapore-GF 13 mm 0,22 um);

e finalna zapremina uzorka kori$¢ena je za detekciju cijanotoksina na LC-MS/MS.

Standardi 12 varijanti mikrocistina ((D-Asp3) MC-RR, MC-RR, MC-YR, MC-HtyR,
(D-Asp3) MC-LR, MC-LR, MC-HilR, MC-WR, MC-LA, MC-LY, MC-LW i MC-LF),
nodularin, anatoksin, cilindrospermopsin i fenilalanin-d5 korisc¢eni su za proveru recovery
tokom detekcije cijanotoksina u razli¢itim tkivima biljaka. Recovery predstavlja odgovor
detektora dobijen posle ekstrakcije odredene koli¢ine analita iz bioloSkog materijala, u
odnosu na odgovor dobijen odredivanjem iste koli¢ine Cistog standarda (bez postupka

ekstrakcije). Recovery je ra¢unat pomoc¢u formule:

recovery (%) = tretirani uzorak (ng/mg) x masa uzorka (mg)/ dodati standard (ng)

Instrument za detekciju cijanotoksina koristi Thermo Finnigan LC-MS/MS sistem
(San Jose, SAD) koji se sastoji od Thermo Surveyor LC pumpe, Thermo Surveyor AS
autosamplera i TSQ Quantum Discovery MAX masenog spektrometra sa elektrosprej-

jonizacijom i trostrukim kvadrupolom.

3.10.1.2. Priprema uzoraka tkiva ribe za LC-MS/MS metodu i detekcija mikrocistina

Uzorci koji su analizirani metodom LC-MS/MS obuhvataju tkiva babuske (Carassius
gibelio) iz jezera Ludo$ uzorkovanih tokom
avgusta 2011. i marta 2012. godine, i to
jetru, bubreg, creva, misiée, gonade i Skrge.
Svi uzorci tkiva su prethodno liofilizovani
(CHRIST ALPHA 2-4 LD plus, Nemacka)
i ¢uvani na -20 °C (Slika 16).

Slika 16. Liofilizovani uzorci tkiva ribe
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Uzorci su odmereni (70 do 500 mg) i stavljeni u staklene epruvete gde je dodato 3 mL
100% metanola. Sonikacija (Bandelin Sonorex RK 156) je radena 4 puta po 30 min nakon
¢ega su uzorci centrifugirani 10 min na 6.000 obrtaja/min (VWR CompactStar CS 4), a
supernatant dekantovan u staklene vijale (40 mL). Dodato je 6 mL heksana i 1 mL Milli-Q
vode (Millipore, Bedford, MA, USA) nakon ¢ega su uzorci homogenizovani 15 min
(Heidolph Multi Reax). Lipidni sloj iz uzoraka uklonjen je pomoc¢u Pasterovih pipeta. Sledeci
korak u pripremi predstavljala je evaporacija uzoraka. Zatim je dodato 5 mL 10% metanola i
kertridzi (OASIS HLB Cartridge) koji su prethodno pripremljeni propustanjem 100%
metanola i Milli-Q vode. Uz odgovaraju¢i vakum i protok, propusten je uzorak kroz kertridz,
koji je zatim ispran Milli-Q vodom i prosusen. Eluiranje kertridza radeno je sa 3 mL 100%
metanola, nakon Cega je vrSena evaporacija uzoraka na struji azota. UzorcCi Su rastvoreni sa
200 pL 75% metanola i homogenizovani vorteksom (Scientific Industries Vortex Genie 2).
onda centrifugirani 10 min na brzini od 10.000 obrtaja/min. Pre detekcije na LC-MS/MS,
uzorci su dodatno razblazeni i centrifugirani radi vece Cisto¢e uzoraka.

Ekstrakt cijanobakterije Microcystis NIES-107 (National Institute for Environmental
Studies, Tsukuba, Japan) koris¢en je za pripremu standarda sledec¢ih toksina: dm-MC-RR
MC-RR, dm-MC-YR, MC-YR, dm-MC-LR i MC-LR. Standardi pripremljeni pomocu
ekstrakta soja Microcystis PCC 7820 (Institut Pasteur, Pariz, Francuska) ukljucuju MC-LR,
MC-LY, MC-LW i MC-LF. Ekstrakcija i purifikacija mikrocistina radena je po metodi
Meriluoto i Spoof (2005a i 2005b). Ekstrakti su rastvoreni u 75% metanolu, a zatim
razblaZeni u odgovarajuce koncentracije za analizu.

Da bi detekcija metodom LC-MS/MS bila validna a
interpretacija rezultata korektna, analizirane su dve grupe uzoraka:

netretirani i tretirani uzorci tkiva odnosno uzorci tkiva koji su na

L4t L1y
pocetku pripreme uzorka prskani sa 50 pL standarda (Slika 17). ao@ x5
T 7

Tretirani uzorci tkiva predstavljaju kontrolu metode i pomocu njih

se procenjuje recovery ekstrakcije. - '
a e @b

Slika 17. Tretirani (a) i netretirani (b) uzorak tkiva

Ovakav postupak u istrazivanju neophodan je radi bolje procene kompleksnog odnosa

izmedu signala koji se o€itava i prisutne koncentracije toksina u uzorku.
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Instrument za detekciju mikrocistina se sastoji od te¢nog hromatografa Agilent 1290
Infinity (Agilent Technologies) kuplovanog sa masenim spektrometrom sa elektrosprej-

jonizacijom i trostrukim kvadrupolom Agilent 6460 (Agilent Technologies) (Slika 18).

Slika 18. Instrument za detekciju mikrocistina

Za razdvajanje je koris¢ena Ascentis C18 kolona (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
dimenzija 50 mm % 3 mm LD. sa 3 pm cesticama, zasticena C8 kolonom 4 mm % 2 mm, i
temperirana na 40 °C. Komponente su eluirane u gradijentnom modu: 0 min 25% B, 5-6 min
70% B, gde su komponente mobilne faze: A = voda sa 1% acetonitrilom i 0,1% mravljom
kiselinom, a B = acetonitril sa 0,1 % mravljom kiselinom (Fluka, Buchs, Svajcarska). Protok
mobilne faze bio je 0,5 mL/min, injekcioni interval bio je 10 min, zapremina injekcije 5 pL a
temperatura kolone odrzavana na 40 °C. Parametri jonskog izvora bili su: temperatura gasa za
suSenje 225°C, protok gasa za suSenje 11 L/min, pritisak nebulajzera 40 psi, napon na
kapilari 4,0 kV, pozitivni polaritet. Komponente su detektovane u MRM modu, pri ¢emu je
za sve mikrocistine pracena tranzicija u jon m/z 135, pri kolizionoj energiji od 36 V za dm-
MC-YR i MC-YR, 40 V za dm-MC-RR i MC-RR, i 60 V za preostale varijante mikrocistina.

Joni prekursori dati su u Tabeli 15.

Tabela 15. Joni prekursori i tranzicija u jon

Joni m/z
[dm-MC-RR+2H]?*  512.8
[dmMMC-YR+2H]*  516.3

[MC-RR+2H]** 519.8
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[MC-YR+2H] 523.3
[AnMC-LR+H]* 9815

[MC-LF+HT* 986.5
[MC-LR+H]* 995.5
[MC-LY+H]® 10025

[MC-LW+H]* 10255

Vrednosti mikrocistina su izracunate i1 predstavljene u vidu ng odredene varijante

toksina po mg suve mase tkiva.

3.11. Histoloske analize

Tkiva razli¢itih organa (jetra, bubreg, Skrge, crevo i misi¢i) ulovljene babuske
(Carassius gibelio) iz jezera Ludo$ tokom jula 2011. godine z
fiksirana su u 4% formalinu (Slika 19).

Slika 19. Fiksirano tkivo ribe formalinom

;{;
é

Sprovedena je standardna histoloSka procedura za pripremu uzoraka (Humason,
1979). Tkiva su dehidratisana u gradiranim serijama etanola, pro¢is¢ena ksilenom i fiksirana
u parafinske blokove. Zatim su napravljeni preseci tanki 5 um koji su postavljeni na staklene
pokrovnice nakon standardne tehnike bojanja hematoksilin-eozin (H&E). Preseci su
posmatrani na svetlosnom mikroskopu Primo Star (Carl Zeiss, Heidenheim, Nemacka) 1

fotografisani digitalnom kamerom AxioCam MRc 5 (Carl Zeiss, Heidenheim, Nemacka).

3.12. Statisticka obrada podataka

Svi rezultati, grafici i tabele obradeni su u programu Microsoft Excel. Za obradu
podataka u ELISA testu upotrebljen je softver Kim Immunochemical Processing. Softver za
obradu rezultata bioloskih lesnih pokorica u PPl eseju naziva se SPECTROstar Nano
software. Podaci dobijeni LC-MS/MS metodom za biljke analizirani su pomo¢u Thermo
Scientific™ Xcalibur™ software, a za ribe pomo¢u MassHunter Quantitative Data Analysis

Software (Agilent Technologies).
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4. REZULTATI

4.1. Kreirana Baza podataka cijanobakterija u Srbiji

4.1.1. Opis baze podataka

Prikupljeni podaci o pojavi i cvetanju cijanobakterija, njihovim toksinima kao i
bioloSkim efektima na druge organizme u vodenim ekosistemima sa teritorije Republike
Srbije su uneti u Bazu podataka cijanobakterija u Srbiji i predstavljaju deo rezultata doktorata
(Prilog I). Cilj je da se pomoc¢u ovih podataka dobije uvid u rasprostranjenje cijanobakterija i
posledice koje ovi mikroorganizmi imaju na ekosisteme u kojima se javljaju. Predlog je da se
ovakav pristup primeni i tokom budu¢ih istrazivanja u Republici Srbiji redovnim
nadogradivanjem i dopunjavanjem baze podataka. U tom smislu bi se njen znacaj povecavao
po broju dostupnih podataka, a aplikativna vrednost rasla zbog prosirivanja polja primene
(medicina, vodoprivreda, ratarstvo, povrtarstvo, vocarstvo, ribarstvo, rekreacija, i dr.).

Pri izradi prototipa Baze podataka cijanobakterija u Srbiji koriS¢en je program
Microsoft Access 2007. Postoji dva obrasca unoSenja podataka: obrazac za unosenje tipova
lokacija pri Cemu se stvara lista podataka o vrstama lokaliteta, i drugi, glavni, gde se unose
svi podaci o jednom uzorkovanju sa datog lokaliteta upisivanjem novih informacija ili
biranjem tipa informacija koje se ve¢ nalaze u tabelama baze.

U glavni obrazac (Slika 20) direktno su unete informacije kao $to su:

e period istrazivanja, godina, sezona ili mesec;

e |okalitet i/ili mesto uzorkovanja, kao i tip lokacije (reke, jezera, akumulacije, itd.);

e prisutne i cvetajuce cijanobakterije (determinisane do roda ili vrste);

e prisustvo cijanotoksina i njihovih varijanti merenih razlicitim metodama detekcije

(ELISA, HPLC, itd.) u razli¢itim tipovima uzorka (voda, tkivo biljaka, itd.);

e bioloski uticaj cijanobakterija i/ili cijanotoksina u prirodnim i eksperimentalnim
uslovima;
e izvor, odnosno gde su pronadene informacije (autor/i, godina, i gde su objavljeni

rezultati).

Odabirom razlicitih opcija obrasca unete su nove informacije ili su birane postojece iz

baze i dopunjene.
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Datum

Lokacija

Tip lokacije El

Prisutne cijanobakterije

Cvetajuce cijanobakterije

Cijanotoksini

Uticaj

Izvor

Slika 20. Glavni obrazac Baze podataka cijanobakterija u Srbiji
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Pri popunjavanju opcije “Tipovi lokacija” koriste se liste prethodno unetih podataka
iz kojih se bira informacija o tipu lokacije i na osnovu toga vrsi unosenje u glavni obrazac
(Slika 21).

) Tipovi lokacija

Slika 21. Obrazac za popunjavanje Tipova lokacija

U tip lokacija spadaju kanali, bare, akumulacije, jezera, reke i sli¢cno, koji se jednom

unesu i potom ostaju u bazi. Ukoliko zelimo da obriSemo neki pojam iz ovog obrasca, klikne

se na ikonicu
U glavni obrazac informacije se mogu uneti ili kopirati iz nekih drugih programa u
kojem se nalaze. Ukoliko neki od podataka nedostaju, poput rezultata analiza cijanotoksina ili

bioloski uticaj, polja se ostavljaju prazna. PretraZivanje baze ostvaruje se pomocu strelica

. . . « .. > . :
koje pokazuju kretanje na levo ili desno . Kada se odabere kretanje na desno, podaci
se automatski sacuvaju i otvara se novi, prazan obrazac. Moguée je i naknadno dodati

informacije koje ¢e se saCuvati, uz postojece, odabirom kretanja na desno. Upotrebom strelice
. 5] . . . . .
kretanjem na levo otvara se prvi uneti podatak u bazi, a upotrebom strelice kretanjem na

desno posledniji.

Da bismo pretrazivali pojavu jednog ili vise pojmova u bazi, recimo neke odredene
vrste cijanobakterija, cijanotoksina ili autora iz Baze, potrebno je napraviti upit (quaery)
kojim ¢e se iz baze izvuéi samo oni podaci koji odgovaraju kriterijumima pretrage. Upit
(Simple Quaery Wizard) se pravi otvaranjem novog prozora. Svi uneti podaci se obeleze za
pretrazivanje a zatim se podesi opcija za podeSavanje upita. Tako je omogucéeno pretrazivanje
odredenog pojma koji moZe da se javi u unesenim podacima. Recimo, ukoliko se pretrazuju

sva merenja u kojima je detektovana vrsta Microcystis aeruginosa treba da se u odgovarajuce
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polje upiSe ovaj pojam i tako ¢e se izdvojiti svi podaci koji sadrze trazeni pojam u vidu nove

liste (Slika 22).

[Cijanobakterije_u_cvetanju] | s

Like "*Microcystis aeruginosa®”

Slika 22. Unos pojma (Microcystis aeruginosa u cvetanju) koji se pretrazuje u Bazi

podataka cijanobakterija u Srbiji

Primer dela nove liste u kojoj su izdvojeni svi podaci koji govore o cvetanju

cijanobakterije Microcystis aeruginosa prikazan je na Slici 23.

1970-1981  Ludo3

29.08.19%4. Bosut,
Batrovci

DTD-Batko
Gradiite

2005-2007

maj 2007  Palic¢

2010-2011  Biserno

ostrvo El1

jezero Aphanizomenon flos- Microcystis aeruginosa

reka

kanal

jezero

ribnjak

aguae
Lyngbya limnetica
Oscillatoria tenuis

Anabaena circinalis
Anabaena planctonica
Anabaena spiroides
Aphanizomenon
ovalisporum
Limnothrix redekii

Pseudanabaena
limnetica
Gomphosphaeria
lacustris

Microcystis aeruginosa

Anabaena flos-aquae
Aphanizomenon flos-
aguae

Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aguae
Planktothrix agardhii

Microcystis aeruginosa

Aphanizomenon flos-
aquae
Microcystis aeruginosa

u vodenim uzorcima
(PP1)

pg/l mikrocistina
2005.

leto: 104,34

jesen: 346,85

u vodenim uzorcima
(PP1)

199,87 pg/|
mikrocistina

12.08.2010.

9,34 pg/l mikrocistina
uvodi (PP1)

3,12 pg/l mikrocistina
u vodi (ELISA)

1,15 pg/g mikrocistina

Artemia salina u

12.08.2010. 17 %
15.09.2010. 16 %
29.10.2010. 26 %

seledi, 1981

Sedmaki
Svircev, 2011

Simeunovic,
2009

Svircevi sar.,
2013

lzvestaj
Projekta
Svetske
Banke DM
4307, 2011

Slika 23. Deo liste sa pretrazivanim pojmom Microcystis aeruginosa u cvetanju u

kojoj je prikazan datum, lokalitet, tip lokaliteta, prisutne cijanobakterije, cijanobakterije koje

cvetaju, merenja cijanotoksina, uticaj na druge organizme i autor podatka

Sli¢na pretraga moze se ostvariti i ukoliko je potreban pregled svih podataka iz

odredenog vremenskog perioda. Na primer pretraga za period od 1990. do 1999. godine,

ostvaruje se pravljenjem upita sa trazenim pojmom (Slika 24).
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[Dratum] W

Like ~*1997*

Slika 24. Unos pojma (vremenski period izmedu 1990. i 1999. godine)

koji se pretrazuje u Bazi podataka cijanobakterija u Srbiji

Moguce je zadati viSe pojmova na osnovu kojih ¢e se pretrazivati baza. Pretraga svih
jezera u kojima je detektovana vrsta Aphanizomenon flos-aquae do 2000. godine prikazana je
na Slici 25.

[Dratum] [Lokacija) [Tip_Lokacije] [Dominantne_cijanobakterije] W
Like "*1977* Like "*jezera*” Like "*Aphanizomenon flos-aquae *

Slika 25. Unos pojmova (pojava vrste Aphanizomenon flos-aquae u jezerima

od 1900. do 2000. godine) koji se pretrazuju u Bazi podataka cijanobakterija u Srbiji

Nova lista moze da se nazove posebnim imenom i ona ¢e se popunjavati i nakon
uno$enja novih podataka, ukoliko oni odgovaraju zadatim kriterijumima.

Kada se izlazi iz programa, neophodno je sacuvati podatke u glavnom obrascu
upotrebom desnog tastera uz komandu Save, $to znac¢i da ¢e sve unesene informacije biti
sacuvane prilikom ponovnog otvaranja baze, a tek nakon toga zatvoriti.

Prototip Baze podataka cijanobakterija u Srbiji joS se usavrSava radi lakSeg koriS¢enja

i bolje funkcionalnosti, a u disertaciji je predstavljen u trenutnom stanju.

4.1.2. Istrazivani vodeni ekosistemi sa teritorije Republike Srbije
Analizom istraZivanja je obuhvaceno 64 razli¢ita vodena ekosistema ukljucujuci

jezera, reke, bare, ribnjake, kanale i razli¢ite akumulacije sa teritorije Republike Srbije tokom

poslednjih 130 godina. Lokacije istrazivanih vodenih ekosistema obelezene su na Slici 26.
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Slika 26. Lokacije razlicitih vodenih ekosistema koja su bila istrazivana tokom perioda od
130 godina sa teritorije Republike Srbije
Legenda: reke (@), jezera (O), bare (&), kanali (&), ribnjaci (X), akumulacije za
navodnjavanje (1), akumulacije za snabdevanje vodom za pice (X),

akumulacije sa drugom namenom ().

Od 64 istrazivana vodena ekosistema tokom 130 godina (od 1883. do 2012. godine),
samo 14 nije pronadeno u cvetanju, odnosno 78% istrazivanih vodenih ekosistema sa
teritorije Republike Srbije je cvetalo u odredenom periodu. Broj odredenih vodenih
ekosistema na kojima je vrSeno prikupljanje podataka o cijanobakterijama i cijanotoksinima

sa teritorije Republike Srbije predstavljen je na Grafikonu 4.
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Grafikon 4. Broj istrazivanih tipova vodenih ekosistema sa teritorije Republike Srbije

Navedeni vodeni ekosistemi istrazivani su razli¢it broj godina tokom perioda od 130
godina, odnosno od 1883. do 2012. godine. Sistemati¢na istrazivanja zapoceta su tek 1930.
godine na kanalima (Kanal Dunav-Tisa-Dunav, Kralja Aleksandra kanal i Kralja Petra kanal),
a podaci o ovom vodenom telu prikupljani su do 2007. godine. U periodu od 1931. do 2006.
godine prikupljeni su podaci o pojavi cijanobakterija u slede¢im barama: Carska bara, Rakina
bara, Slatina-Opovo, Rokas, Franjina skela, Kupusinovac¢ki Dunavac i Opovacki Dunavac.
Ribnjaci Becej, Biserno ostrvo, Muzlja, Ecka, Futog I, Kolut, Zivada i Kapetanski rit su
proucavani od 1949. do 2011. godine, a od 1947. do 2008. godine reke Begej, Bosut, Dunav,
Keres, Krivaja, Pek, Ponjavica, Sava, Studva, Tami§, Tisa, Zapadna Morava 1 Zlatica.
Akumulacije za navodnjavanje Aleksandrovac, Borkovac, Bukulja, Jegricka, Koviljski rit,
Mandelos (Vranjes), Mrtva Tisa, Pavlovci, Provala, Tavankut i Zobnatica proucavaju se od
1952. do 2012. godine, a akumulacije za snabdevanje vodom za pi¢e (Barje, Bojnik, Bovan,
Bresnica, Celije, Garasi, Grliste, Gros$nica, Gruza, Krajkovac, Pridvorica 1 Zavoj) tek od
1984. pa do 2007. godine. Podaci o jezerima pojavljuju se tek 1970. godine i do 2012.
analizirana su Jezero Gazivode, Ludos, Pali¢, Savsko jezero, Sjenicko jezero i jezero Veliki
Zaton. Istrazivane akumulacije sa posebnom namenom ¢ine Radoinja, Potpe¢, Kokin Brod i

DPerdap, a prikupljeni podaci datiraju od 1971. do 2003. godine.
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4.1.3. Prikupljeni podaci

Na osnovu prikupljenih podataka moze se reci da je samo nekoliko analiza mikroalgi,
ukljucujuéi i cijanobakterije, uradeno tokom tridesetih godina proslog veka. Ovaj trend se
zadrzao do sedamdesetih godina kada je zabelezen porast od dva do tri puta u broju
dokumentovanih analiza po deceniji. Od 2000. godine do danas, oko 150 specifi¢nih analiza
sprovedeno je na teritoriji Republike Srbije u vezi sa pojavom cijanobakterija u vodenim
ekosistemima, a ukupno preko 250 tokom perioda od 130 godina. Do 2012. godine, preko
800 podataka dobijenih tokom navedenih istrazivanja klasifikovano je prema tipu vodenog

ekosistema (Grafikon 5).

350
m Ribnjaci
=
£ j
5_; 300 = Reke
£
:n 250 - Akumulacije za
S navodnjavanje
% 200 m Jezera
-
=
= 150 - Akumulacije za
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= .
35 100 m Kanali
=
2 Akumulacije sa drugom
'? S0 - namenom
= m Bare
0 .

Grafikon 5. Podaci istrazivanja klasifikovani prema tipu vodenog ekosistema

sa teritorije Republike Srbije

Ove analize ukljucuju 250 kvalitativnih determinacija rodova i1 vrsta cijanobakterija,
oko 450 toksikoloskih analiza i1 preko 100 dokumentovanih bioloSkih efekata 1 zdravstvenih
incidenata u vezi sa pojavom cijanobakterija. Svi podaci koji su prikupljeni uneti su u Bazu

podataka cijanobakterija u Srbiji, koja je dostupna na internetu.
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4.2. Metaanaliza rasprostranjenja cijanobakterija i cijanotoksina sa
teritorije Republike Srbije

Metaanalizama, odnosno sistemati¢nim pregledom dostupne literature, utvrduje se
biodiverzitet, pojava i toksi¢nost cijanobakaterija u vodenim telima sa teritorije Republike
Srbije, kao 1 njihov uticaj na kvalitet vode 1 druge organizme, ukljucujuci i ljudsko zdravlje.
Prikupljeni podaci koriste se za formiranje baze podataka o pojavi cijanobakterija i
proizvodnji cijanotoksina, kao i njihovih efekata u Republici Srbiji s ciljem da se utvrdi
rasprostranjenje i posledice ove pojave u nasoj zemlji.

Latinska imena rodova i vrsta predstavljena su u izvornom obliku, odnosno onako
kako su zabeleZena tokom tadasnjih istrazivanja. Koncentracije cijanotoksina mikrocistina
izrazene su kao MC-LR ekvivalenti, ukoliko nije naglaseno drugacije. Koncentracije
mikrocistina u pregledanoj literaturi odredivane su pomocu eseja inhibicije enzima PP1,
ELISA testa ili visokopritisne tecne hromatografije pomocu detektora sa nizom dioda
(HPLC/PDA). Rezultati iz Baze podataka cijanobakterija u Srbiji su predstavljeni u vidu
sumarnih tabela po razli¢itim vodenim telima (reke, jezera, bare, kanali, ribnjaci, akumulacije
za navodnjavanje, akumulacije za snabdevanje vodom za pi¢e i akumulacije sa drugom

namenom).

4.2.1. Prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u kanalima sa teritorije Republike
Srbije

U periodu od 1930. do 2007. godine radena su istrazivanja na tri kanala (Kanal
Dunav-Tisa-Dunav, Kralja Aleksandra kanal i Kralja Petra kanal) sa teritorije Republike
Srbije a rezultati su predstavljeni u Tabeli 16.
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Tabela 16. Sumarna tabela podataka o pojavi cijanobakterijskih vrsta,

analizama mikrocistina u vodi u kanalima sa teritorije Republike Srbije

Cvetajuée* i dominantne
cijanobakterije

Mikrocistini pg/L (u vodi)
ili pg/g (u tkivu i mulju)i  Reference
drugi relevantni podaci

Anabaena circinalis
Anabaena flos-aquae*
Anabaena macrospora
Anabaena planctonica

Anabaena spiroides

Aphanizomenon flos-aquae*
Aphanizomenon ovalisporum
Aphanothece stagnina
Calothrix sp.
Limnothrix redekii
Lyngbya sp.
Merismopedia sp.
Microcystis aeruginosa*
Microcystis flos-aquae*
Oscillatoria agardhii*
Oscillatoria chalybea
Oscillatoria limosa
Oscillatoria sp.
Oscillatoria subtilissima
Phormidium autumnale
Phormidium sp.

voda (PP1) Proti¢, 1935;
1,48-346,85 Proti¢, 1936;
Pujin i sar., 1986;
-izolovani sojevi u NSCCC:  Simeunovi¢, 2009;
Oscillatoria spp. Sedmak i Sviréev, 2011
Nostoc spp.

Od 16 vrsta cijanobakterija koje se pojavljuju u kanalima samo je pet cvetalo, i to

najces¢e Microcystis flos-aquae. Na osnovu podataka iz SCDB njihova zastupljenost

predstavljena je na Slici 27.

® Anabaena flos-aquae

m Aphanizomenon flos-aquae

= Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aquae

m Oscillatoria agardhii

Slika 27. Zastupljenost cvetajucih cijanobakterija u kanalima sa teritorije Republike Srbije
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U kanalu Kralja Aleksandra cvetala je samo vrsta Microcystis aeruginosa, dok su u
kanalu Kralja Petra cvetale dve vrste, i to Anabaena flos-aquae, Microcystis aeruginosa.
Kanal Dunav-Tisa-Dunav najviSe je istrazivan, i U njemu je primeceno cvetanje vrsta
Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis aeruginosa, Microcystis flos-

aquae i Oscillatoria agardbhii.
4.2.2. Prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u barama sa teritorije Republike Srbije
U periodu od 1931. do 2006. godine radena su istrazivanja na sedam bara (Carska
bara, Rakina bara, Slatina-Opovo, Rokas, Franjina skela, Kupusinovac¢ki Dunavac i Opovacki

Dunavac) sa teritorije Republike Srbije a rezultati su predstavljeni u Tabeli 17.

Tabela 17. Sumarna tabela podataka o pojavi cijanobakterijskih vrsta

u barama sa teritorije Republike Srbije

Cvetajuce* i Mikrocistini pg/L (u vodi)
dominantne ili pg/g (u tkivu i mulju) i Reference
cijanobakterije drugi relevantni podaci
Anabaena flos-aquae nije detektovano Jakovljevi¢ i Stankovic,
Anabaena planctonica 1931-1932;
Anabaena sp. Milovanovié, 1970;
Aphanizomenon flos-aquae* Pujin i sar., 1987,
Aphanizomenon sp.* Maslac i sar., 1992;
Aphanocapsa sp. Fuzinato i sar., 2010;
Arthrospira fusiformis* Subakov-Simi¢ i sar., 2004;
Cylindrospermopsis raciborskii Cvijan i Fuzinato, 2011

Microcystis aeruginosa*
Microcystis flos-aquae
Microcystis sp.
Oscillatoria willei
Phormidium sp.
Raphidiopsis sp.

Od osam vrsta cijanobakterija koje se javljaju u navedenim barama, samo tri vrste su

cvetale. Na osnovu podataka iz SCDB njihova zastupljenost predstavljena je na Slici 28.
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= Aphanizomenon flos-aquae
= Arthrospira fusiformis
= Microcystis aeruginosa

Slika 28. Zastupljenost cvetajucih cijanobakterija u barama sa teritorije Republike Srbije

Vrsta Aphanizomenon flos-aquae cvetala je u Carskoj bari, Arthrospira fusiformis u
Slatini, a Microcystis aeruginosa u Rakinoj bari.

4.2.3. Prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u rekama sa teritorije Republike Srbije

U periodu od 1947. do 2008. godine radena su istraZivanja na trinaest reka (Begej,
Bosut, Dunav, Keres, Krivaja, Pek, Ponjavica, Sava, Studva, Tami$, Tisa, Zapadna Morava i

Zlatica) sa teritorije Republike Srbije a rezultati su predstavljeni u Tabeli 18.

Tabela 18. Sumarna tabela podataka o pojavi cijanobakterijskih vrsta, analizama
mikrocistina u vodi, ribi, mulju i vodenim biljkama i bioloskim efektima

u rekama sa teritorije Republike Srbije

Cvetajuce* i Mikrocistini pg/L (u vodi)
dominantne ili pg/g (u tkivu i mulju) i Reference
cijanobakterije drugi relevantni podaci
Anabaena affinis voda (PP1) Obuskovié, 1979a,b;
Anabaena flos-aquae* 1,42-79,56 Obuskovi¢, 1982a;
Anabaena sp. voda (ELISA) Obuskovié, 1987,
Aphanizomenon flos-aquae* 2,49-4,84 Obuskovi¢ i Kalafati¢, 1988;
Aphanizomenon issatschenkoi Obuskovi¢, 1991;
Aphanizomenon ovalisporum MC ng/100g Obuskovié, 1989;
Aphanizomenon sp.* mulj (ELISA) Dukic¢ i sar., 1994;
Aphanocapsa sp. 5,68 Lausevic i sar., 1998;
Aphanothece clathrata vodene biljke (ELISA)  Pujinisar., 1999;
Calothrix sp. 4,52-5,04 Burkovié i sar., 2004;
Chroococcus spp. riba (ELISA) Karadzi¢ i Subakov-Simi¢,
Cylindrospermopsis raciborskii 2,64-3,34 2002;
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Dactylococcopsis acicularis var.

grandis
Geitlerinema amphibium
Jaaginema spp.

voda (HPLC/PDA)
<0,1-1,5

Karadzi¢ i sar., 2005;
Simeunovi¢, 2009;
Sedmak i Sviréev, 2011;
Karadzi¢, 2011;

-mortalitet stoke
-mortalitet ribe

Limnothrix planctonica
Limnothrix redekii
Lyngbya sp.
Merismopedia sp.
Microcystis aeruginosa*
Microcystis flos-aquae*
Microcystis incerta
Microcystis sp.
Oscillatoria agardhii*
Oscillatoria chlorina
Oscillatoria limnetica
Oscillatoria limosa
Oscillatoria redekii
Oscillatoria rubescens*
Oscillatoria sp.*
Oscillatoria subtilissima
Phormidium sp.
Phormidium autumnale
Raphidiopsismediterranea

Nati¢ i sar., 2012

-izolovani sojevi u NSCCC:
Anabaena spp.
Aphanizomenon spp.
Oscillatoria spp.
Nostoc spp.

Determinisane su 23 vrste cijanobakterija u rekama, Sest je cvetalo i to najceScée vrsta
Microcystis aeruginosa. Na osnovu podataka iz SCDB njihova zastupljenost predstavljena je
na Slici 29.

» Anabaena flos-aquae

8 Aphanizomenon flos-aquae

= Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aquae

m Oscillatoria agardhii

m Oscillatoria rubescens

Slika 29. Zastupljenost cvetajucih cijanobakterija u rekama sa teritorije Republike Srbije
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U rekama Bosut i Studva cvetale su tri vrste cijanobakterija, Aphanizomenon flos-

aquae, Microcystis aeruginosa i Oscillatoria rubescens. Aphanizomenon flos-aquae se javlja

jo§ i u Dunavu. U reci Keres cvetala je Microcystis aeruginosa, kao i u Krivaji, gde cvetaju

jo§s 1 Anabaena flos-aquae i Oscillatoria agardhii. Cvetanje Microcystis flos-aquae i

Oscillatoria agardhii zabelezeno je i u Tisi.

4.2.4. Prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u ribnjacima sa teritorije Republike

Srbije

U periodu od 1949. do 2011. godine radena su istrazivanja na osam ribnjaka (Becej,

Biserno ostrvo, Muzlja, E¢ka, Futog I, Kolut, Zivaca i Kapetanski rit) sa teritorije Republike

Srbije a rezultati su predstavljeni u Tabeli 19.

Tabela 19. Sumarna tabela podataka o pojavi cijanobakterijskih vrsta,

analizama mikrocistina u vodi, ribi, mulju i vodenim biljkama i bioloskim efektima

u ribnjacima sa teritorije Republike Srbije

Cvetajuce* i
dominantne
cijanobakterije

Mikrocistini pg/L (u vodi)
ili pg/g (u tkivu i mulju) i
drugi relevantni podaci

Reference

Anabaena flos-aquae
Anabaena sp.*
Anabaena spiroides
Anabaenopsis elenkenii
Anabaenopsis sp.
Aphanizomenon flos-aquae
Arthrospira fusiformis
Cylindrospermopsis
raciborskii
Geitlerinema amphibium*
Gomphosphaeria lacustris
Jaaginema subtilissimum*
Leptolyngbya sp.*
Limnothrix redekii
Microcystis aeruginosa*
Microcystis flos-aquae
Microcystis marginata
Oscillatoria agardhii*
Phormidium foveolarum*
Phormidium sp.
Planktolyngbya limnetica
Pseudanabaena limnetica

voda (PP1) Milovanovi¢ i Zivkovi¢, 1953;
4,43-180,9 Milovanovié i Zivkovié, 1959;
voda (ELISA) Milovanovi¢, 1963;
1,74-115,9 Risti¢ i sar., 1979;
meso ribe (ELISA) Cirié i sar., 2010;
0,19-6,94 Izvestaj Projekta Svetske
jetraribe (ELISA) Banke DM 4307, 2011
0,85-28,94
vodene biljke (ELISA)
0,61-2,47
mulj (ELISA)
0,54-4,52

-smrtnost u testu toksicnosti
A. salina (%)
11-87%
intracelularna
2,2-100%
ekstracelularna
3,1-100%
-histopatoloske promene u
jetri, bubrezima, Skrgama,
srcu, slezini i crevima riba
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U ribnjacima je zabelezeno 17 vrsta cijanobakterija. Sedam vrsta cijanobakterija je
cvetalo u ribnjacima, i to najéeS¢e Microcystis aeruginosa. Na osnovu podataka iz SCDB

njihova zastupljenost predstavljena je na Slici 30.

» Aphanizomenon flos-aquae
n Geitlerinema amphibium

/ » Jaaginema subtilissimum

“‘ Microcystis aeruginosa

» Phormidium foveolarum

m Oscillatoria agardhii
m Pseudanabaena limnefica

Slika 30. Zastupljenost cvetajucih cijanobakterija u ribnjacima

sa teritorije Republike Srbije

U ribnjacima E¢ka, Kolut i Zivada cvetala je samo vrsta Microcystis aeruginosa.
Cvetajuce vrste Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis aeruginosa i Phormidium
foveolarum javile su se u Bisernom ostrvu, a u ribnjacima Muzlja Geitlerinema amphibium,
Jaaginema subtilissimum, Microcystis aeruginosa, Oscillatoria agardhii i Phormidium

foveolarum.

4.2.5. Prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u akumulacijama za navodnjavanje sa

teritorije Republike Srbije

U periodu od 1952. do 2012. godine radena su istrazivanja na jedanaest akumulacija
za navodnjavanje (Aleksandrovac, Borkovac, Bukulja, Jegricka, Koviljski rit, Mandelos
(Vranjes$), Mrtva Tisa, Pavlovci, Provala, Tavankut i Zobnatica) sa teritorije Republike Srbije

a rezultati su predstavljeni u Tabeli 20.
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Tabela 20. Sumarna tabela podataka o pojavi cijanobakterijskih vrsta,

analizama mikrocistina u vodi i bioloskim efektima u akumulacijama za navodnjavanje sa

teritorije Republike Srbije

Cvetajuce* i Mikrocistini pg/L (u vodi)
dominantne ili pg/g (u tkivu i mulju) i Reference
cijanobakterije drugi relevantni podaci
Anabaena affinis* voda (PP1) Milovanovié i Zivkovié, 1963;
Anabaena bergeii 0,98-279,87 Kalafati¢ i sar., 1982;
Anabaena circinalis voda (ELISA) Dukié i sar., 1991a,b;
Anabaena flos-aquae* 8,05-16,36 Svircev, 1983;
Anabaena planctonica Karadzi¢ i sar., 2010;
Anabaena spiroides* -smrtnost u testu toksi¢nosti  Simeunovi¢, 2009;
Aphanizomenon flos-aquae* A. salina (%) Sedmak i Svircev, 2011;
Aphanizomenon ovalisporum 10-64% Simi¢ i sar., 2011;
Cylindrospermopsis Izvestaj Projekta Svetske
raciborskii* -izolovani sojevi u NSCCC: Banke DM 4307, 2011;
Cylindrospermum stagnale Phormidium spp. Sviréev i sar., 2013d;
Gloeocapsa sp. Anabaena spp. Jaroslav Cerni
Gomphosphaeria aponina* Nostoc spp.
Gomphosphaeria lacustris* Oscillatoria spp.

Gomphosphaeria sp.
Limnothrix redekii
Lyngbya sp.
Merismopedia sp.
Microcystis aeruginosa*
Microcystis flos-aquae*
Microcystis sp.*
Microcystis wesenbergii*
Nostoc sp.
Oscillatoria agardhii*
Oscillatoria bornetii
Oscillatoria sp.
Phormidium agardhii
Phormidium autumnale*
Phormidium sp.
Pseudanabaena limnetica*
Pseudoanabaena sp.
Spirulina maxima

Trinaest vrsta cijanobakterija je cvetalo od 23 koje su se javile u akumulacijama za

navodnjavanje, a najéeSce je to bio sluéaj sa Aphanizomenon flos-aquae. Na osnovu podataka

iz SCDB njihova zastupljenost predstavljena je na Slici 31.
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» Anabaena affinis

m Anabaena flos-aquae
Anabaena spiroides
Aphanizomenon flos-aquae

» Cylindrospermopsis raciborskii

® Gomphosphaeria aponina

» Gomphosphaeria lacustris

m Microcystis aeruginosa

» Microcystis flos-aquae

m Microcystis wesenbergii

8 Phormidium autumnale

m Oscillatoria agardhii
Pseudanabaena limnetica

Slika 31. Zastupljenost cvetajucih cijanobakterija u akumulacijama za

navodnjavanje sa teritorije Republike Srbije

U Aleksandrovcu je cvetala jedna vrsta, Cylindrospermopsis raciborskii, a u
Borkovcu tri: Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis aeruginosa i Oscillatoria agardbhii.
Cvetanje vrsta Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae i Gomphosphaeria aponina
detektovano je u Bukulji, dok su Anabaena flos-aquae i Anabaena spiroides u Jegrickoj.
Microcystis flos-aquae i Microcystis wesenbergii javljaju se u Koviljskom ritu kao cvetajuce
vrste. U akumulaciji za navodnjavanje Mandelos nadena je jedna cvetajuéa vrsta
Aphanizomenon flos-aquae, u Mrtvoj Tisi dve - Aphanizomenon flos-aquae i Oscillatoria
agardhii, a u Pavlovcima Ccetiri - Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae,
Microcystis flos-aquae i Oscillatoria agardhii. U Provali su cvetale Aphanizomenon flos-
aquae i Gomphosphaeria lacustris, a u Zobnatici Anabaena affinis, Aphanizomenon flos-

aquae, Oscillatoria agardhii, Phormidium autumnale i Pseudanabaena limnetica.

4.2.6. Prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u jezerima sa teritorije Republike
Srbije

U periodu od 1970. do 2012. godine radena su istrazivanja na Sest jezera (Jezero

Gazivode, Ludos, Pali¢, Savsko jezero, Sjeni¢ko jezero i jezero Veliki Zaton) sa teritorije

Republike Srbije a rezultati su predstavljeni u Tabeli 21.
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Tabela 21. Sumarna tabela podataka o pojavi cijanobakterijskih vrsta,

analizama mikrocistina u vodi i bioloSkim efektima u jezerima sa teritorije Republike Srbije

Cvetajuée* i
dominantne
cijanobakterije

Mikrocistini pg/L (u vodi)
ili pg/g (u tkivu i mulju) i
drugi relevantni podaci

Reference

Anabaena affinis
Anabaena circinalis*
Anabaena flos-aquae*
Anabaena planctonica
Anabaena solitaria
Anabaena sp.
Anabaena spiroides*
Anabaenaopsis sp.
Aphanizomenon flos-aquae*
Aphanizomenon ovalisporum
Aphanizomenon sp.*
Aphanocapsa sp.
Cylindrospermopsis
raciborskii
Cylindrospermopsis sp.
Lyngbya limnetica
Lyngbya sp.
Merismopedia sp.
Merismopedia tenuissima*
Microcystis flos-aquae*
Microcystis aeruginosa*
Microcystis incerta
Microcystis sp.*
Microcystis viridis*
Microcystis wesenbergii*
Oscillatoria agardhii*
Oscillatoria chlorina
Oscillatoria planctonica
Oscillatoria rubescens*
Oscillatoria sp.
Oscillatoria tenuis
Phormidium autumnale
Phormidium sp.
Pseudanabaena limnetica*
Spirulina maxima
Spirulina sp.

voda (PP1)

4,21-603,61
voda (ELISA)

15,35-84,78

-mortalitet ribe
-histopatoloske promene u
jetri, bubrezima, skrgama,
srcu, slezini i crevima riba

-izolovani sojevi u NSCCC:

Phormidium spp.
Anabaena spp.
Microcystis spp.

Selesi, 1981;
Obuskovic, 1981;
Obuskovic, 1982b;
Selesi, 1982;

Pukié 1 sar., 1991c.d;
Urosevi¢, 1990-1991,
Shllaku i Landner, 1992;
Brankovi¢ i sar., 1998;
Duli¢ i Mrki¢, 1998;
Duli¢ i Mrkié, 1999;
Duli¢ i Mrki¢, 2001;
Miljkovi¢ i sar., 2004;
Simeunovié, 2009;
Sedmak i Svircev, 2011;
Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011;
Zavod za javno zdravlje,
Subotica 2012;

Zavod za javno zdravlje,
Subotica 2013;

Svircev i sar., 2013d

U jezerima su determinisane 24 vrste cijanobakterija od kojih je polovina cvetala uz

najces¢u pojavu vrste Microcystis flos-aquae. Na osnovu podataka iz SCDB njihova

zastupljenost predstavljena je na Slici 32.
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» 4nabaena circinalis
m Anabaena flos-aquae
u Anabaena spiroides
Aphanizomenon flos-aquae
\ » Merismopedia tenuissima
/ m Microcystis flos-aquae

» Microcystis aeruginosa

» Microcystis viridis

® Microcystis wesenbergii

m Oscillatoria agardhii

m Oscillatoria rubescens

» Pseudanabaena limnefica

Slika 32. Zastupljenost cvetajucih cijanobakterija u jezerima

sa teritorije Republike Srbije

U jezeru Gazivode i Sjenickom jezeru cvetala je samo vrsta Oscillatoria rubescens. U
jezerima Pali¢ i Ludo§ u formi cjanobakterijskog cveta su bile vrste Anabaena spiroides,
Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis flos-aquae, Microcystis aeruginosa, Microcystis
viridis i Microcystis wesenbergii. Osim navedenih, u Ludosu cvetaju jo§ Merismopedia
tenuissima, Oscillatoria agardhii i Pseudanabaena limnetica, a Pali¢u Anabaena circinalis.

Ista vrsta, Anabaena circinalis, kao i Anabaena flos-aquae cvetale su u jezeru Veliki Zaton.

4.2.7. Prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u akumulacijama sa drugom namenom
sa teritorije Republike Srbije

U periodu od 1971. do 2003. godine radena su istrazivanja na Cetiri akumulacije sa
drugom namenom (Radoinja, Potpe¢, Kokin Brod i Perdap) sa teritorije Republike Srbije a
rezultati su predstavljeni u Tabeli 22.
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Tabela 22. Sumarna tabela podataka o pojavi cijanobakterijskih vrsta

u akumulacijama sa drugom namenom sa teritorije Republike Srbije

Cvetajuce* i
dominantne
cijanobakterije

Mikrocistini pg/L (u vodi)
ili pg/g (u tkivu i mulju) i
drugi relevantni podaci

Reference

Anabaena solitaria
Aphanizomenon flos-aquae
Aphanizomenon sp.
Microcystis aeruginosa
Microcystis sp.
Oscillatoria rubescens*

nije detektovano

Milovanovié, 1973;
Obuskovic, 1974;
Obuskovic, 1983;
Martinovi¢-Vitanovic i
Kalafati¢, 1990;
Sedmak i Svircev, 2011

Samo je jedna vrsta Oscillatoria rubescens cvetala u akumulacijama sa drugom

namenom (hidroelektrane Potpe¢ i Kokin Brod).

4.2.8. Prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u akumulacijama za snabdevanje

vodom za pice sa teritorije Republike Srbije

U periodu od 1984. do 2007. godine radena su istrazivanja na dvanaest akumulacija

za snabdevanje vodom za pice (Barje, Bojnik, Bovan, Bresnica, Celije, Garasi, Grliste,

Grosnica, Gruza, Krajkovac, Pridvorica i Zavoj) sa teritorije Republike Srbije, a rezultati su

predstavljeni u Tabeli 23.

Tabela 23. Sumarna tabela podataka o pojavi cijanobakterijskih vrsta,

analizama mikrocistina u vodi i bioloskim efektima u akumulacijama za snabdevanje

vodom za pice sa teritorije Republike Srbije

Cvetajuée* i
dominantne
cijanobakterije

Mikrocistini pg/L (u vodi)
ili pg/g (u tkivu i mulju) i
drugi relevantni podaci

Reference

Anabaena affinis
Anabaena circinalis*
Anabaena constricta*
Anabaena flos-aquae*

Anabaena solitaria*
Anabaena sp.

Aphanizomenon flos-aquae*

Aphanizomenon
issatschenkoi*
Aphanizomenon sp.*
Gomphosphaeria aponina*
Gomphosphaeria lacustris*

voda (PP1)
10,95-20,62
voda (HPLC)
460 MC-LR
170 MC-RR
voda za pice (slavina)
(HPLC/PDA)
2 MC-LR
0,6 MC-RR
voda (iz akumulacije)
650
voda za pice (slavina,

Comi¢ i Rankovié 1991;
Rankovi¢ i Comié 1989;
Rankovi¢ 1 Simi¢ 2005;
Rankovi¢ i sar., 1994;
Naki¢ 1 Bozovi¢ 1994;
Cado i sar., 2004

Grasi¢ i sar., 2004;
Karadzi¢ i sar., 2010;
Svircev i sar., 2009
Sedmak i Sviréev, 2011;
Perendija i sar., 2011
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Jaaginema subtilissimum*
Lyngbya limnetica
Microcystis aeruginosa*
Microcystis sp.
Oscillatoria agardhii
Oscillatoria limosa
Oscillatoria sp.
Oscillatoria splendida
Oscillatoria tenuis
Pseudanabaena limnetica*

Krusevac)
2,5

-epidemioloska studija
primarnog kancera jetre
-mortalitet ribe
-hospitalizacija 5 slucajeva
dermatitisa nakon plivanja u
vodi koja cveta;
-ultrastrukturne, nekrotine i
apopticne promene u jetri i
uticaj na antioksidantne
biomarkere vrste Perca
fluviatilis

Jedanaest vrsta cijanobakterija cvetalo je u akumulacijama za snabdevanje vodom za

pi¢e od 16 pronadenih, a najzapazenija je bila Aphanizomenon flos-aquae. Na osnovu

podataka iz SCDB njihova zastupljenost predstavljena je na Slici 33.

i\

» 4nabaena circinalis

» _4nabaena constricta
Anabaena flos-aquae
Anabaena solitaria

» Aphanizomenon flos-aquae

» Aphanizomenon issatschenkoi

» Gomphosphaeria aponina

m Gomphosphaeria lacustris

m Jaaginema subtilissimum

» Microcystis aeruginosa

» Pseudanabaena limnetica

Slika 33. Zastupljenost cvetajucih cijanobakterija u akumulacijama za

snabdevanje vodom za pice sa teritorije Republike Srbije

U Celijama su cvetale

Anabaena circinalis, Aphanizomenon flos-aquae,
Aphanizomenon issatschenkoi i Jaaginema subtilissimum, a u Gruzi Anabaena constricta,
Anabaena flos-aquae, Anabaena solitaria i Aphanizomenon flos-aquae. Anabaena solitaria i
Aphanizomenon flos-aquaese se uz vrstu Pseudanabaena limnetica javljaju kao cvetajuce
vrste i u akumulaciji Bovan. Gomphosphaeria aponina cveta u Grlistu, a druga vrsta istog

roda, Gomphosphaeria lacustris, u Krajkovcu i Pridvorici. U Krajkovcu je cvetala i
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Aphanizomenon flos-aquae. Ista vrsta uz Microcystis aeruginosa cveta i u akumulaciji za

snabdevanje vodom za pi¢e Garasi.

4.2.9. Taksonomski podaci o cijanobakterijama u vodenim telima sa teritorije
Republike Srbije

Trinaest rodova i 24 vrste cijanobakterija zabeleZzeno je tokom masovnog razvoja
populacija cijanobakterija. Neki od tih sojeva su izolovani, kultivisani i odrzavaju se u
NSCCC. Rodovi koji su najces¢e pronadeni u cvetu bili su Microcystis, Aphanizomenon,

Oscillatoria i Anabaena (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Broj cvetanja pojedinih rodova cijanobakterija u periodu od 1930. do 2012.

godine u vodenim ekosistemima sa teritorije Republike Srbije

Microcystis aeruginosa je vrsta koja je najceSc¢e cvetala u vodenim ekosistemima sa
teritorije Republike Srbije, a zatim vrste Aphanizomenon flos-aquae, Oscillatoria agardhii,
Microcystis flos-aquae, Oscillatoria rubescens, Anabaena flos-aquae, Anabaena solitaria i

Pseudanabaena limnetica (Grafikon 7).
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Grafikon 7. Broj cvetanja pojedinih vrsta cijanobakterija u periodu od 1930. do 2012. godine
u vodenim ekosistemima sa teritorije Republike Srbije

Iz analiziranih literaturnih podataka istrazivanja cvetanja na teritoriji Republike
Srbije, moze se konstatovati da vrsta Microcystis aeruginosa najces¢e cveta u kanalima,
ribnjacima i rekama, Aphanizomenon flos-aquae u barama, akumulacijama za snabdevanje
vodom za pice i navodnjavanje, Microcystis flos-aquae u jezerima, a Oscillatoria rubescens u

akumulacijama sa posebnom namenom.

4.2.10. Akumulacije mikrocistina i bioloski efekti u vodenim ekosistemima sa

teritorije Republike Srbije

Negativni efekti koji nastaju cvetanjem cijanobakterija sa teritorije Republike Srbije
prvenstveno se odnose na pojavu najpoznatijih i najceS¢e prisutnih cijanotoksina,
mikrocistina i njegovog efekta u razli¢itim vodenim ekosistemima. Simeunovi¢ (2009) je
sistemati¢nim istrazivanjima vodenih ekosistema Vojvodine pomocu eseja PP1 dokazala
prisustvo mikrocistina (MC-LR ekvivalenata) u uzorcima vode, a najviSe zabeleZene

vrednosti nalaze se u Grafikonu 8.
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Grafikon 8. Detektovani mikrocistini u vodi razlicitih vodenih ekosistema PP1 esejem
(Simeunovié¢, 2009)

Najvise vrednosti mikrocistina detektovane su u vodi jezera. Mikrocistini se takode
javljaju i u mulju vodenih ekosistema, zatim tkivu vodenih biljaka i riba. Vodeni ekosistemi u
kojima su mikrocistini detektovani u mulju i vodenim biljkama su ribnjaci pod Sifrom BO i
reka Ponjavica (Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011; Karadzi¢, 2011). Ribe koje
su akumulirale mikrocistine u tkivima jetre i mi$ic¢a uzgajane su u ribnjacima pod $ifrom BO
i MU (Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011). Mortalitet ribe usled cvetanja
cijanobakterija zabeleZen je jezeru Pali¢ (Selesi, 1982), akumulaciji za snabdevanje vodom za
pi¢e Celije (Sedmak i Sviréev, 2011), akumulaciji za navodnjavanje Aleksandrovac (Drobac,
2015), u reci Krivaja (Sedmak i Svir¢ev, 2011), dok je u reci Ponjavica zabelezen i mortalitet
stoke (Karadzi¢, 2011). Takode, primecene su i histopatoloske promene u jetri, bubrezima,
Skrgama, srcu, slezini i crevima riba iz ribnjaka pod Sifrom MU (Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011) 1 jezeru Ludos, dok su ultrastrukturalne i nekroticne promene jetre
pronadene u tkivu riba iz akumulacije za snabdevanje vodom za pi¢e Gruza (Perendija i sar.,
2011).

Bioloskim testom toksi¢nosti (Artemia salina) konstatovana je smrtnost larvi nakon
izlaganja vodi iz ribnjaka pod Sifrom BO 1 MU, zatim vodi iz ribnjaka Becej 1 akumulacije za
navodnjavanje Mrtva Tisa (Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011). Epidemioloska
studija primarnog kancera jetre radena je na brojnim akumulacijama za snabdevanje vodom
za pice: Celije, Gruza, Grliste, Bovan, Garasi i Gronica koje su poznate po ucestalom

cvetanju cijanobakterija (Svircev 1 sar., 2009; Sedmak i Svir€ev, 2011; Svircev 1 sar., 2013a).
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Analizom podataka iz Baze podataka cijanobakterija u Srbiji uo¢eni su brojni primeri
akumulacije mikrocistina i odredenih bioloskih efekata na razli¢ite organizme. Prikupljeni
rezultati ukazuju na ozbiljnost pojave i cvetanje cijanobakterija sa teritorije Republike Srbije,

pogotovo u sluc¢aju produkcije toksina i njihovog negativnog dejstva na ekosistem.

4.3. Cvetanje cijanobakterija i produkcija cijanotoksina u jezeru Ludos

Istrazivanjem vodenog ekosistema Ludo$ prikupljeni su rezultati kojima se
omogucuje bolja procena prisustva i uticaja cijanobakterija i cijanotoksina na druge biljne i
zivotinjske organizme u prirodnim uslovima sa teritorije Republike Srbije.

4.3.1. Koncentracije hlorofila a u vodi i troficki status jezera Ludo§

Rezultati odredivanja koncentracije hlorofila a i trofickog statusa jezera Ludo$ u

2011. godini predstavljeni su u Tabeli 24.

Tabela 24. Koncentracije hlorofila a u vodi i troficki status jezera Ludos

Mesto uzorkovanja Koncentracija Troficki status
i datum hlorofila a (mg/m®)  Felfoldy (1980)
3. jul 2011. godine
dok 1 biomasa 189,60 Eu-politrofan
dok 2 86,71 Eutrofan
dok 3 61,43 Eutrofan
17. avgust 2011. godine
dok 37,16 Mezo-eutrofan
centar 51,82 Eutrofan

NajviSe vrednosti hlorofila a zabelezene su pocetkom leta, u julu 2011. godine, 1 to u
biomasi uzetoj sa doka jezera Ludos. Vrednosti merenja u 2011. godini ukazuju na generalno

visok troficki status jezera Ludos.
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4.3.2. Pojava i1 brojnost cijanobakterija u vodi iz jezera Ludo$

Detektovane cijanobakterije i njihova brojnost u fitoplaktonu vode iz jezera Ludos

krajem marta 2012. godine predstavljeni su u Tabeli 25.

Tabela 25. Pojava i brojnost cijanobakterija u vodi iz jezera Ludos

Cijanobakterija ok centar
br.ind/mL2  br.éel/mL° br.ind/mL2  br.éel/mLP
Anabaenopsis sp. - - 120 1.320
Chroococcus limneticus 3.920 12.160 4.920 19.280
Limnothrix redekei 208.160 11.665.960 517.280 28.967.680
Merismopedia sp. - - 160 2.240
Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aquae 3.360 192.080 8.760 478.960
Microcystis wesenbergii
Oscillatoria spp. 800 40.000 400 20.000
Planktolyngbya sp. - - 880 25.520
Planktothrix agardhii
(ex. Oscillatoria agardhii) 1760 135 520 4080 314.160
Pseudanabaena limnetica 45.680 1.142.000 110.200 2.755.000
Woronichinia compacta + + + +

Legenda: + prisutnost u uzorku; - odsutnost u uzorku
8broj individua po jedinici zapremine

bbroj celija po jedinici zapremine

Najvecu brojnost imale su vrste Limnothrix redekei i Pseudanabaena limnetica koje

su cvetale u centru jezera Ludos.

4.3.3. Prisustvo i koncentracija cijanotoksina u vodi iz jezera Ludos

Koncentracije dve grupe cijanotoksina (mikrocistina/nodularina i saksitoksina) u
vodenim uzorcima iz jezera Ludo§ tokom 2011. i 2012. godine detektovane su ELISA testom

i prikazane u Tabeli 26.
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Tabela 26. Prisustvo i koncentracija cijanotoksina dobijenih ELISA testom

u vodi iz jezera Ludos

Mesto uzorkovanja Koncentracija Koncentracija
i datum mikrocistina/nodularina (ug/L)  saksitoksina (ug/L)
3. jul 2011. godine
dok 1 biomasa 119,03 0,03
dok 2 42,83 0,03
17. avgust 2011. godine
dok 8,15 0,04
centar 3,90 0,04
29. mart 2012. godine
dok 1,52 0,02
centar 1,55 0,03
23. avgust 2012. godine
dok 20,91 0,25
centar 22,19 0,26

NajviSe vrednosti mikrocistina/nodularina zabelezene su pocetkom leta, u julu 2011.
godine, i to u biomasi uzetoj sa doka jezera Ludos, $to je u skladu sa analizom hlorofila a iz
istog perioda. Detektovane vrednosti su veoma niske u prolece 2012. godine, a tokom leta se
povecavaju. Koncentracije saksitoksina su veoma niske tokom oba perioda istrazivanja, sa

najvisSim vrednostima u leto 2012. godine.

4.3.4. Prisustvo i koncentracija mikrocistina u tkivu biljaka iz jezera Ludo§

Analizom uzoraka tkiva Cetiri vodene biljke LC-MS/MS metodom detektovana je
akumulacija MC-RR u rizomu i tkivu starih listova trske (Phragmites communis), rizomu

rogoza (Typha latifolia) i rizomu ljubicastog lokvanja (Nymphaea elegans) uzorkovanih
krajem marta 2012. godine (Tabela 27).
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Tabela 27. Prisustvo i koncentracija MC-RR dobijenih LC-MS/MS metodom

u tkivima biljaka iz jezera Ludos

Tkivo MC-RR (ng/g)
rizom trska 0,218
stari listovi trska 0,685
rizom rogoz 0,046
rizom ljubicasti lokvanj 0,015

Najvisa koncentracija MC-RR od 0,685 ng/g zabelezena je u starim listovima trske.
Hromatogrami detektovanih mikrocistina u razli¢itim tkivima biljaka nalaze se u

Prilogu Il disertacije.

4.3.5. Prisustvo i koncentracija mikrocistina u tkivu ribe iz jezera Ludos

Prisustvo mikrocistina u tkivu babuske (Carassius gibelio) iz jezera Ludo$ analizirano
je tokom avgusta 2011. i marta 2012. godine. Prosecne morfoloske vrednosti analizirane ribe

nalaze u Tabeli 28.

Tabela 28. Prosecne vrednosti osnovnih morfoloskih podataka babuske iz jezera Ludos

_ ) Standardna Totalna
Period uzorkovanja Masa ()
duzina (cm) duZina (cm)
17. avgust 2011. godine? 197,91 19,38 24,01

29. mart 2012. godine ° 132,14 15,87 19,24

3 prosecne vrednosti 12 individua, ® prosecne vrednosti 8 individua

Koncentracije standarda koje su upotrebljene za merenje 1 izraCunavanje vrednosti
mikrocistina u tkivima iznosile su 5,75 pg/mL za MC-LR i 11,7 pg/mL za MC-RR. Prose¢ne
vrednosti recovery za MC-LR iznose 95,82%, a za MC-RR 39,90%.

Koncentracije mikrocistina u razli¢itim tkivima uzoraka ribe iz jezera Ludo§ tokom

dva perioda istrazivanja detektovane su metodom LC-MS/MS i predstavljene u Tabeli 29.
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Tabela 29. Prisustvo i koncentracija mikrocistina dobijenih LC-MS/MS metodom

u tkivima babuske iz jezera Ludos

_ PCC 1820 INIES-107  Microeysts NIES-107
Tkivo (ng/mg tkiva) (ng/mg tkiva)
MC-LR MC-RR
17. avgust 2011. godine
jetra - -
bubreg - -
Ccrevo 0,273 -
misici - 0,061
Skrge - 0,254
gonade - -
29. mart 2012. godine
jetra - -
bubreg 0,071 -
Ccrevo 0,075 -
misic¢i - 0,062
Skrge - -
gonade - 0,062

Od devet varijanti mikrocistina (MC-LR, -dmLR, -LY, -LW, -LF, -RR-dmRR, -YR, i
-dmYR) koje su analizirane u tkivima babuske iz jezera Ludo$, samo su dve varijante
mikrocistina pronadene: MC-LR i MC-RR. U crevu je detektovan MC-LR, a u misi¢ima MC-
RR tokom oba perioda istrazivanja. Akumulacija MC-RR u Skrgama je zabelezena 2011.
godine, a MC-LR u bubrezima i gonadama 2012. godine. Mikrocistini nisu bili pronadeni u
jetri tokom oba perioda istrazivanja, zatim bubregu i gonadama iz prvog, kao i Skrgama iz
drugog perioda istrazivanja.

Hromatogrami detektovanih mikrocistina u razli€itim tkivima babuske nalaze se u

Prilogu Il disertacije.

4.3.6. HistoloSka analiza ribe iz jezera Ludo$

Tokom avgusta 2011. godine u jezeru Ludo$ uhvaceno je 16 jedinki babuske (masa:

204,37+24,99 g, totalna duzina: 24,26+1,87 cm) radi analize histopatoloSih promena na
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tkivima. Analize su radene na jedinkama koje su Zivele u vodi gde su cvetale cijanobakterije i
gde je detektovano prisustvo cijanotoksina. Rezultati histoloSke analize ukazuju na

najizrazenije promene u jetri, bubrezima i Skrgama, a promene su primecene i na crevima
(Slika 34).

(foto Jelena Luji¢ i Zoran Marinovié)

Legenda: A-C) HistopatoloSke promene u jetri: (4) gubitak normalne strukture parenhima, (B)
hepatociti sa providnom citoplazmom, (C) pikoticne celije (strelica) i grupacija Celije bez nukeulsa
(zvezdica). D-F) Histopatoloske promene u bubrezima: (D) glomerulopatija sa intenzivnom
dilatacijom Bovmanove kapsule (zvezdica), (E) vakuolizacija tubula (strelica) i infiltracija makrofaga
(zvezdica), F) infiltracija makrofaga. G-1) Histopatoloske promene u skrgama: (G) fuzija lamela, (H)
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edem i podizanje epitela (strelica), (1) intenzivna proliferacija hloroidnih celija. J-L) HistopatoloSke
promene u crevima: (J) intenzivne edematozne promene u lamina propria, (K) deskvamacija
enterocita, (L) hipetrofija peharastih éelija. H&E. Razmere: A, F, G, [ - 100 um; B, C, D, E, J,K, L -
50 pm.

U jetri je primecen gubitak pravilne strukture parenhima i disocijacija ¢elija (Slika A).
Hepatociti gube svoj polihedralni oblik i dobijaju oblik luka sa nazubljenim membranama
(Slika B). Citoplazma hepatocita ima granularnu strukturu i ukazuje na osiromasenje
glikogenom. Zabelezena je i1 intenzivna vakuolizacija ¢elija sa prozirnom citoplazmom (Slika
B). Intenzivna kondenzacija hromatina i fragmentacija nukleusa su takode primecene, kao i
nekoliko éelija bez nukleusa (Slika C). Celije sa piknoti¢kim jedrima ukazuju na nekrozu.
Prisutna je 1 sporadi¢na agregacija melanina.

U bubrezima je ocigledna glomerulopatija sa intenzivnom dilatacijom Bovmanove
kapsule i glomerularna atrofija (Slika D). Proksimalne i distalne tubule bubrega bile su blago
vakuolarizovane i zacepljene (Slika E), uoCena je degeneracija tubularnih ¢éelija, nekoliko
tubularnih ¢elija imalo je piknotican i fragmentisan nukleus. Primecena je 1 nefrokalcinoza,
kao i jaka infiltracija makrofaga (Slika F).

Skrge su takode bile osteéene. Proliferacija interlamenarne ¢elijske mase dovela je do
kompletne fuzije lamela (Slika G). Zabelezena je i pojava edema i podizanje epitela (Slika
H), hipertrofija epitelijalnih ¢elija, kao i nekoliko nekroti¢nih lamela. Proliferacija hloroidnih
¢elija bila je intenzivna (Slika G).

Prime¢ene su edematozne promene u lamina propria creva (Slika J), kasnije 1
dilatacija. Nekroza, a zatim i deskvamacija enterocita (Slika K) ukazuju na nekroti¢ni
enteritis, uglavnom u apikalnim delovima resica. Zapazena je i hipertrofija peharastih celija
(Slika L).

U srcu je primecena pojava edema i vakuolizacije, a podruja sa agregacijom
makrofaga u slezini. Promene u tkivu srca, slezine, gonada i misi¢a babuske nisu bile

znacajne.

4.4. Prisustvo cijanobakterija 1 cijanotoksina u terestri¢nim ekosistemima

U analiziranim bioloskim lesnim pokoricama detektovane su cijanobakterijske vrste iz
rodova Chroococcus (S1, S2, S3) i Chroococcidiopsis (S4) koje mogu da proizvode

cijanotoksine (Codd i sar., 2005; Cox i sar., 2005). Medutim, u testu toksi¢nosti sa rac¢icem A.
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salina kojim su analizirani uzorci bioloskih lesnih pokorica sa ukupno cCetiri lokaliteta,

mortalitet larvi posle 24 ¢asa bio je veoma nizak u dva uzorka (S2 i S3) ili ga nije ni bilo (S1
i S4) (Grafik 9).
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Grafik 9. Prosecne vrednosti mortaliteta larvi A. salina u bioloskim lesnim pokoricama

U eseju inhibicije protein fosfatazne aktivnosti nije detektovano prisustvo
mikrocistina (ili nekih drugih inhibitornih supstanci) ili su prisutne vrednosti bile ispod praga
detekcije (0,25 pg/L). Uzorci bioloskih lesnih pokorica sa teritorije Republike Srbije

analiziranih pomoc¢u dve metode nisu ukazali na prisustvo cijanotoksina.
4.5. Analiza sojeva iz Novosadske kolekcije kultura cijanobakterija

Proucavana je toksicnost sojeva, prisustvo cijanotoksina i mogucénost ishrane dafnija
sojevima iz NSCCC radi dobijanja boljeg uvida u potencijalnu primenu i ekologiju
cijanobakterijskih sojeva, kao i uvida u eventualne negativne efekte koje mogu da

prouzrokuju ovi mikroorganizmi u razliitim ekosistemima sa teritorije Republike Srbije.

4.5.1. Toksi¢nost sojeva iz NSCCC detektovana pomocu testa toksi¢nosti sa racicem

Artemia salina

Test toksiCnosti sa racicem A. salina posluzio je za ispitivanje intracelularne i

ekstracelularne toksi¢nosti sojeva iz NSCCC u eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta.
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Kontrolne vrednosti iznosile su do 5% smrtnosti (2,7-4,5) nakon 24 ¢asa, a nakon 48 ¢asa do
15% (4,5-13).

Ispitivanjem 78 intracelularnih ekstrakata sojeva u eksponencijalnoj fazi rasta,
dobijeno je da 12,8% sojeva pokazuje toksi¢nost nakon 48 Casa, a da je kod 87,2% sojeva

primecen nizak mortalitet ili ga nije ni bilo (Tabela 30).

Tabela 30. Broj NSCCC sojeva Sa intracelularnom toksicnosti (>50%) 1z razlicitih rodova u

eksponencijalnoj fazi rasta u testu toksicnosti sa racicem A. salina

Rodovi Intracelularna Intracelularna Nema Ukupno
cijanobakterija toksi¢nost 24  toksi¢nost 48 intracelularne sojeva
casa casa toksi¢nosti

Nostoc 2 3 25 28

[EEN
N
H
N

Anabaena 2 2

Leptolyngbya - -
Phormidium 1 3

Chroococcus - -

Jaaginema - -

Gloeocapsa - -

Planktolyngbya - -

Aphanizomenon - -

Calothrix - -

R P P W W N O W N

Geitlerinema - -

Microcystis* - 1 -

Oscillatoria - - 1

Synechocystis - 1 -

w| P P R R R R W w N o o N

Mesane kulture - - 3
Ukupno 5 10 68

* toksican soj Microcystis aeruginosa 7806

~
(00]

Intracelularna toksi¢nost u eksponencijalnoj fazi rasta je zabelezena samo kod sojeva
iz 5 ispitivanih rodova i to Nostoc, Anabaena, Phormidium, Microcystis i Synechocystis

nakon 48 ¢asa.
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Ispitivanjem 26 intracelularnih ekstrakata sojeva u stacionarnoj fazi rasta, dobijeno je
da 26,9% sojeva pokazuje toksi¢nost nakon 48 ¢asa, a da je kod 73,1% sojeva primecen nizak

mortalitet ili ga nije ni bilo (Tabela 31).

Tabela 31. Broj NSCCC sojeva sa intracelularnom toksic¢nosti (=50%) iz razlicitih rodova u

stacionarnoj fazi rasta u festu toksicnosti sa raci¢em A. salina

) Intracelularna Intracelularna Nema
Rodovi ) Ukupno
N _ toksi¢nost 24  toksi¢nost 48 intracelularne )
cijanobakterija sojeva
casa casa toksi¢nosti
Nostoc 2 4 6 10
Anabaena - - 4 4
Leptolyngbya 1 1 2 3
Phormidium - 1 2 3
Chroococcus - - 1 1
Gloeocapsa - - 1 1
Geitlerinema 1 1 1
Oscillatoria - - 1 1
Mesane kulture - - 2 2
Ukupno 4 7 19 26

U stacionarnoj fazi rasta nakon 48 c¢asa, intracelularnu toksicnost pokazali su sojevi
iz rodova Nostoc, Leptolyngbya, Phormidium i Geitlerinema. Ekstracelularna toksi¢nost
uocCena je samo kod jednog soja roda Nostoc. Sojevi koji su pokazali toksi¢nost tokom

razli¢itih faza rasta u testu toksi¢nosti sa A. salina (nakon 48h) prikazani su na Grafikonu 10.
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Grafikon 10. Toksicnost (>50%) sojeva iz NSCCC u testu toksicnosti sa A. salina

* toksi¢an soj Microcystis aeruginosa 7806

Soj V3 jedini je pokazao intracelularnu toksi¢nost u obe faze rasta. Primeceno je da je
26,9% ponovno ispitivanih sojeva pokazalo toksi¢nost u stacionarnoj fazi, iako to nije bio
slu¢aj u eksponencijalnoj fazi rasta. Jedino je soj T3, u stacionarnoj fazi rasta, pokazao
ekstracelularnu toksi¢nost.

Razli¢it broj terestricnih i vodenih sojeva ispitivan je u eksponencijalnoj i

stacionarnoj fazi rasta u testu toksi¢nosti sa A. salina (Grafikon 11 i 12).

terestricni sojevi  [INEEG—
toksic¢nost nakon 24 casa [l
toksiénost nakon 48 ¢asa [N
vodeni sojevi NG
toksiénost nakon 24 ¢asa |
toksi¢nost nakon 48 casa [l
0 10 20 30 40 50 60

Broj sojeva

Grafikon 11. Odnos terestricnih i vodenih sojeva iz NSCCC testiranih u testu toksicnosti sa
A. salina i sojeva kod kojih je zabelezena intracelularna toksicnost (>50%)

u eksponencijalnoj fazi rasta
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Grafikon 12. Odnos terestricnih i vodenih sojeva iz NSCCC testiranih u testu toksic¢nosti sa
A. salina i sojeva kod kojih je zabelezena intracelularna toksicnost (=50%)

u stacionarnoj fazi rasta

Rezultati pokazuju kako je medu ispitivanim sojevima u eksponencijalnoj fazi rasta
12% terestri¢nih 1 10,7% vodenih sojeva pokazalo intracelularnu toksi¢nost, a u stacionarnoj
fazi 16,6% terestricnih 1 35,7% vodenih sojeva. Ekstracelularna toksicnost je dobijena samo

kod jednog terestri¢nog soja sa teritorije Republike Srbije.

4.5.2. Prisustvo i koncentracija cijanotoksina u kulturama cijanobakterijskih sojeva iz
NSCCC

Koncentracije cijanotoksina (mikrocistina, nodularina i saksitoksina) u kulturama

sojeva iz NSCCC detektovane ELISA testovima su prikazane u Tabeli 32.

Tabela 32. Detektovani cijanotoksini u sojevima iz NSCCC u ELISA testu

o Mikrocistin/ Saksitoksin o Mikrocistin/ Saksitoksin
Sojevi Sojevi
nodularin (png/L) (ng/L) nodularin (pg/L) (ng/L)
Tl 0,20 0,18 V1 0,19 -
T2 - 0,16 V2 0,20 -
T3 0,17 - V5 0,20 0,15
T4 0,16 - V6 - 0,17
T11 - 0,18 V18 0,82 -
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T12 0,21 - V19 0,16 -
T13 0,15 - V7 0,15 -
T15 0,20 - V8 0,15 -
T28 0,18 - V9 0,35 -
T30 0,20 - V14 0,20 -
T31 0,31 - V22 0,20 -
T32 0,19 0,15 V23 0,30 -
T39 - 0,18 V26 0,16 -
T45 0,36 - V27 0,20 -
T50 5,00 0,20 V28 0,15 -

V29* >5,00 -

* toksi¢an soj Microcystis aeruginosa 7806

Najvece koncentracije mikrocistina i nodularina su zabelezene kod soja T50, kod
kojeg su bili detektovani i saksitoksini. Jedan vodeni soj V29*, za koji se zna da proizvodi
mikrocistine, je imao vece vrednosti toksina od granica detekcije za mikrocistin- ADDA
ELISA test (>5 pug/L). Ostale koncentracije cijanotoksina izmerene kod sojeva iz NSCCC su
unutar granica detekcije ELISA testova. Cijanotoksini koji su detektovani javljaju se kod
razli¢itih rodova iz NSCCC. U Tabeli 33 prikazani su rodovi koji proizvode samo
mikrocistine/nodularine, samo saksitoksine, rodovi koji su u moguénosti da proizvode obe
grupe cijanotoksina, rodovi kod kojih nisu detektovani cijanotoksini, kao i ukupan broj

ispitivanih rodova iz NSCCC.

Tabela 33. Broj sojeva razlicitih rodova iz NSCCC kod kojih su

detektovani cijanotoksini ELISA testom

Nije
Rodovi Mikrocistin/ ) ) Obe grupe Ukupno
» . ) Saksitoksin ) detektovan )
cijanobakterija nodularin toksina ) sojeva
toksin

Nostoc 7 3 2 13 25
Anabaena 3 - 1 10 14
Phormidium 3 - 1 2 6
Chroococcus - 1 - 5 6
Leptolyngbya 3 - - 1 4
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Gloeocapsa 1 - - 2 3
Jaaginema - - - 2 2
Planktolyngbya - - - 3 3
Oscillatoria 2 - - - 2
Aphanizomenon - - - 1 1
Calothrix - - - 1 1
Geitlerinema 1 - - - 1
Microcystis* 1 - - - 1
Synechocystis - - - 1 1
Mesane kulture 2 - - - 2
Ukupno 23 4 4 41 72

* toksi¢an soj Microcystis aeruginosa 7806

Osam rodova je bilo pozitivnho samo na mikrocistine ili/i nodularine, kao i dve meSane

kulture, a dva soja su bila pozitivna samo na saksitoksine. Oba istrazivana toksina bila su

detektovana kod rodova Nostoc, Anabaena i Phormidium. Oko 56,9% sojeva nije

produkovalo analizirane cijanotoksine. Broj ispitivanih terestri¢nih i vodenih sojeva i onih

koji su bili pozitivni na cijanotoksine u ELISA testu predstavljen je u Grafikonu 13.
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Grafikon 13. Odnos terestricnih i vodenih sojeva iz NSCCC koristenih u ELISA testu i sojeva

kod kojih je detektovana proizvodnja cijanotoksina

Medu ispitivanim sojevima 34,1% terestri¢nih 1 55,5% vodenih su bili pozitivni na

prisustvo mikrocistina, nodularina ili/i saksitoksina.
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4.5.3. Ishrana raci¢a sojevima iz NSCCC i akumulacija mikrocistina u tkivu raci¢a

Daphnia pulex

Tokom eksperimenta dobijen je procenat ishrane dafnija
brojanjem jedinki koje su se hranile cijanobakterijama (koje su imale

zeleni sadrzaj u crevima) (Slika 35).

Slika 35. Zeleni sadrzaj u crevima dafnije koja se hranila sojem T53 iz

NSCCC (foto Laslo Barsi)

U vedini slucajeva kada se dafnija prvog dana nije hranila cijanobakterijama, pocela
je drugog, a posebno petog dana (Tabela 34). Procena intenziteta ishrane dafnija za svaki rod
iz NSCCC prikazane su u Tabeli 35.

Tabela 34. Procena intenziteta ishrane raci¢a Daphnia pulex sojevima iz NSCCC

Sifra NSCCC Prvidan Drugidan Petidan

1. T1 + + +
2. T3 ++ ++ ++
3. T4 - - -
4. T5 - + +
5 T6 +++ +++ +++
6. T7 +++ +++ +++
7. T8 +++ +++ +++
8. T9 +++ +++ +++
9. T10 - - -
10. T14 ++ ++ ++
11. T16 +++ +++ +++
12. T17 +++ +++ +++
13.T18 - + +
14.T19 - ++ -
15.T20 - + +
16. T22 +++ +++ +++
17.T23 +++ +++ +++

111



Rezultati

18. T24 +++ +++ +++
19. T25 +++ +++ +++
20. T26 +++ +++ +++
21. T27 +++ +++ +++
22.T728 +++ +++ +++
23.T29 +++ +++ +++
24. T30 - +++ +++
25.T31 - - -

26.T32 +++ +++ +++
27.T733 +++ +++ +++
28. T34 +++ +++ +++
29. T35 +++ +++ +++
30.T36 +++ +++ +++
31.T37 +++ +++ +++
32.738 +++ +++ +++
33.T39 - +++ +++
34.T40 - +++ +++
35.T41 +++ +++ +++
36. T42 - + +

37.743 + - -

38. T44 +++ +++ +++
39.T45 - - -

40. T46 - - +

41. T47 +++ +++ +++
42. T48 +++ +++ +++
43. T49 +++ +++ +++
44.7T50 - - -

45. T51 - +++ +++
46. T52 +++ +++ +++
47.T53 +++ +++ +++
48. T55 +++ +++ +++
49. V2 + ++ -
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50. V3 +++ +++ +++
51. V4 +++ +++ +++
52. V5 +++ +++ +++
53. V7 - +++ +
54. V12 +++ +++ +++
55.V13 +++ +++ +++
56. V15 +++ +++ +++
57.V16 - + -
58. V17 + + +
59. V20 +++ +++ +++
60. V21 - + -
61. V24 - - +
62. V25 +++ +++ +++
63. V26 - + -
64. V27 +++ +++ +++

Legenda: +++ >90% se hrani; ++50-90% se hrani; + <50% se hrani; - ne hrani se

Tabela 35. Procena ishrane raci¢a Daphnia pulex sojevima razlicitih rodova iz NSCCC

Rodovi cijanobakterija - + ++ +++  Ukupno sojeva
Nostoc 2 6 2 12 22
Anabaena 1 1 1 12 15
Leptolyngbya 1 1 - 3 5
Chroococcus - 2 2 2 6
Planktolyngbya - 2 - 2 4
Phormidium 1 1 - 2
Jaaginema - 1 - 1 2
Gloeocapsa - - 1 2 3
Calothrix - - - 1 1
Aphanizmenon - - - 1 1
Geitlerinema - 1 - 1
Mesane kulture - - - 2 2
Ishrana dafnije 5 14 7 38 64

Legenda: +++ >90% se hrani; ++50-90% se hrani; + <50% se hrani, - ne hrani se
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Veliki broj dafnija (92,2%) koristio je sojeve iz NSCCC za ishranu tokom
eksperimenta, pogotovo sojevi roda Anabaena, zatim sojevi rodova Nostoc i Leptolyngbya.

Od analizirana 64 soja u ovom eksperimentu 25% vodi poreklo iz vodenih, a 75% iz
terestricnih ekosistema sa teritorije Republike Srbije. Odnos broja testiranih sojeva i broja
sojeva kojim su se dafnije hranile, nezavisno od roda cijanobakterija, predstavljen je
Grafikonom 14.
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Grafikon 14. Odnos terestricnih i vodenih sojeva iz NSCCC analiziranih u eksperimentu

i sojeva koje su dafnije koristile u ishrani

Dafnije su se hranile svim sojevima iz vodenih ekosistema tokom eksperimenta, a
nisu koristile u ishrani samo 5 sojeva (Nostoc, Anabaena, Leptolyngbya i Phormidium) iz
NSCCC koji poticu iz terestricnih ekosistema sa teritorije Republike Srbije.

Eksperimentalno je potvrdena akumulacija mikrocistina iz soja Microcystis
aeruginosa 7806 u dafniji. LC-MS/MS metodom detektovano je 3 ngr MC-LR u uzorku tkiva
dafnije kojih je u proseku bilo 200 u jednom tretmanu. Dakle, na osnovu prose¢ne vrednosti
tezine jedinke rac¢ica Daphnia pulex (=25 pg) (Brock, 1985) u svakoj je akumulirano oko
0,015 ngr MC-LR.
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4.6. Ubacivanje racica Daphnia sp. kao metod prevencije cvetanja
cijanobakterija i produkcije cijanotoksina u vodi ribnjaka sa teritorije Republike
Srbije

Istrazivanjima ribnjaka sa teritorije Vojvodine prikupljeni su rezultati pomocu kojih
se dobija bolja procena uticaja prisustva rafica Daphnia sp. na pojavu cvetanja
cijanobakterija i proizvodnju cijanotoksina. Sest razli¢itih jezera ribnjaka podeljena su u tri
grupe u zavisnosti od vremena ubacivanja dafnija:

- rano ubacivanje (RU), kada je dafnija ubacena pre cvetanja cijanobakterija;

- kasno ubacivanje (KU), kada je dafnija ubacena tokom ili nakon cvetanja

cijanobakterija;

- kontrolna jezera (K), kod kojih dafnija nije ubacena.

U kontrolnim jezerima nije bilo ubacivanja dafnija. Ovakav vid biomanipulacije
rai¢em predstavlja potencijalni metod za prevenciju cvetanja cijanobakterija u vodenim
ekosistemima.

4.6.1. Koncentracije hlorofila a u vodi i troficki status ribnjaka

Rezultati odredivanja koncentracije hlorofila a 1 trofickog statusa ribnjaka

predstavljeni su u Tabeli 36.

Tabela 36. Koncentracije hlorofila a u vodi i troficki status ribnjaka

Mesto uzorkovanja Koncentracija Troficki status
i datum hlorofila a (mg/m?) Felfoldy (1980)
15. septembar 2010. godine
RU 1 1,50 Oligotrofan
RU 2 8,01 Oligo-mezotrofan
KU 1 10,68 Mezotrofan
KU 2 10,87 Mezotrofan
K1 24,03 Mezo-eutrofan
K2 21,36 Mezo-eutrofan
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29. oktobar 2010. godine

RU 1 1,85 Oligotrofan
RU 2 1,68 Oligotrofan
KU1 2,67 Oligotrofan
KU 2 2,76 Oligotrofan
K1 13,17 Mezotrofan
K2 14,24 Mezotrofan
1. decembar 2010. godine
RU 1 1,83 Oligotrofan
RU 2 1,89 Oligotrofan
KU1 2,79 Oligotrofan
KU 2 3,17 Oligo-mezotrofan
K1 3,76 Oligo-mezotrofan
K2 4,92 Oligo-mezotrofan

Legenda: RU- rano ubacivanje dafnija; KU- kasno ubacivanje dafnija; K- kontrola

Najvise vrednosti hlorofila a zabeleZene su krajem leta, u septembru 2010. godine, i
to u kontrolnim jezerima, zatim nesto nize u jezerima sa kasnim ubacivanjem dafnija, a
najnize u jezerima ribnjaka sa ranim ubacivanjem dafnija. Slican trend zabelezen je i tokom
kasnijih ispitivanja, odnosno, najnize vrednosti su zabelezene u jezerima sa ranim

ubacivanjem dafnija, a najvise u kontrolnim.

4.6.2. Pojava i brojnost cijanobakterija u vodi ribnjaka

Detektovane cijanobakterije i njihova brojnost u fitoplaktonu vode ribnjaka

predstavljeni su u Tabeli 37.

Tabela 37. Vrste i brojnost cijanobakterija u vodi ispitivanih ribnjaka

Jezera Cijanobakterija br.ind/L2 br.éel/LP
Aphanizomenon flos-aquae 132.000 5.676.000
Gomphosphaeria lacustris 296.000 8.584.000

RUL Merismopedia tenuissima 20.000 896.000
Microcystis aeruginosa 20.000 4.000.000
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Microcystis wesenbergii 8.000 112.000
Planktothrix agardhii 76.000 416.000
Anabaena affinis 12.000 276.000
Aphanizomenon flos-aquae 156.000 7.156.000
Gloeocapsa minuta 8.000 32.000
Gomphosphaeria lacustris 296.000 8.584.000
ROz Merismopedia tenuissima 20.000 896.000
Microcystis aeruginosa 20.000 4.000.000
Microcystis wesenbergii 8.000 112.000
Planktothrix agardhii 76.000 416.000
Anabaena affinis 4.000 184.000
Aphanizomenon flos-aquae 2.252.000 46.136.000
Gloeocapsa minuta 8.000 32.000
KU 1 Gomphosphaeria lacustris 296.000 8.584.000
Microcystis aeruginosa 20.000 4.000.000
Limnothrix redeckei 1.448.000 23.168.000
Phormidium foveolarum 9.512.000 949.156.000
Anabaena flos-aque 72.000 3.868.000
Aphanizomenon flos-aquae 1.956.000 76.536.000
Gloeocapsa minuta 8.000 32.000
KU 2 Gomphosphaeria lacustris 52.000 1.984.000
Microcystis aeruginosa 20.000 4.000.000
Limnothrix redeckei 1.448.000 23.168.000
Phormidium foveolarum 9.512.000 949.156.000
Anabaena affinis 8.000 240.000
Aphanizomenon flos-aquae 8.880.000 319.680.000
Microcystis aeruginosa 4.000 280.000
o Pseudanabaena limnetica 4.000 72.000
Limnothrix redeckei 1.448.000 23.168.000
Phormidium foveolarum 10.536.000 1.201.440.000
Anabaena affinis 12.000 444.000
K2 Aphanizomenon flos-aquae 7.956.000 246.184.000
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Microcystis aeruginosa 20.000 4.000.000
Limnothrix redeckei 1.448.000 23.168.000
Phormidium foveolarum 4.920.000 487.156.000

Legenda: RU- rano ubacivanje dafnija; KU- kasno ubacivanje dafnija; K- kontrola

3proj individua po jedinici zapremine, ®broj éelija po jedinici zapremine

U jezerima u kojima je dafnija ubafena pre cvetanja najbrojnija je bila vrsta
Gomphosphaeria lacustris. U prvom kontrolnom jezeru i dva jezera u kojima je dafnija
ubacena tokom ili nakon cvetanja, dominantna je bila cijanobakterija Phormidium
foveolarum, a u drugom kontrolnom Aphanizomenon flos-aquae. Najvecu brojnost imala je
vrsta Phormidium foveolarum koja je cvetala u jezerima sa kasnim ubacivanjem dafnija i

prvom kontrolnom jezeru.

4.6.3. Toksi¢nost vode iz ribnjaka

Test toksi¢nosti sa ra¢icem Artemia salina posluzio je i za ispitivanje intracelularne
toksi¢nosti vode iz ribnjaka sa teritorije Vojvodine. Ispitivanjem intracelularnih ekstrakata
vode, konstatovana je toksi¢nost kontrolnih jezera tokom septembra 2010. godine, dok je

tokom kasnijih ispitivanja mortalitet bio nizak (Tabela 38).

Tabela 38. Zabelezena intracelularna toksicnost uzoraka vode iz ribnjaka

tokom 2010. godine

Mesto Mortalitet larvi u testu toksi¢nosti sa A. salina (%)
uzorkovanja 15. septembar 29. oktobar 1. decembar
RU 1 16 26 14
RU 2 21 31 11
KU1 72 42 21
KU 2 36 46 16
K1 63 33 23
K2 87 49 27

Legenda: RU- rano ubacivanje dafnija; KU- kasno ubacivanje dafnija; K- kontrola
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Primecen je sli¢an trend kao kod analize koncentracije hlorofila a, odnosno, mortalitet
larvi artemija pokazivao je najvise vrednosti u kontrolnim jezerima, a najniZe u jezerima sa

ranim ubacivanjem dafnija.

4.6.4. Prisustvo i koncentracija mikrocistina u vodi ribnjaka

Koncentracije mikrocistina u vodenim uzorcima ribnjaka detektovane PP1 esejem u

2010. godini i procena nivoa rizika prikazane su u Tabeli 39.

Tabela 39. Koncentracija MC-LR ekvivalenata dobijenih PP1 esejem
u vodi ribnjaka i procena nivoa rizika (SZO, 1998)

. Koncentracija MC-  Nivo rizika-vode
Mesto uzorkovanja

LR ekvivalenata za rekrekaciju
i datum
(no/L) (SZ0O, 1998)
15. septembar 2010. godine
RU1 4,43 nizak
RU 2 5,08 nizak
KU1 20,62 visok
KU 2 21,23 visok
K1 35,94 visok
K2 52,08 visok
29. oktobar 2010. godine
RU 1 10,96 srednji
RU 2 9,50 nizak
KU1 16,73 srednji
KU 2 17,66 srednji
K1l 19,89 srednji
K2 22,04 visok
1. decembar 2010. godine
RU1 4,61 nizak
RU 2 5,80 nizak
KU 1 7,37 nizak
KU 2 11,66 srednji
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K1 10,89 srednji
K2 20,41 Visok

Legenda: RU- rano ubacivanje dafnija; KU- kasno ubacivanje dafnija; K- kontrola

NajviSe vrednosti mikrocistina zabelezene su u septembru 2010. godine, i to u
kontrolnim jezerima, zatim ne$to nize u jezerima sa kasnim ubacivanjem dafnija, a najnize u
jezerima ribnjaka sa ranim ubacivanjem dafnija. Ovakav trend nastavljen je tokom kasnijih
merenja u toku 2010. godine, i u skladu je sa vrednostima dobijenim analizom hlorofila a kao

i analizom toksi¢nosti kori§¢enjem testa toksi¢nosti (Tabela 36 i Tabela 38).
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5. DISKUSIJA

5.1. Baza podataka cijanobakterija u Srbiji

Kori$¢enjem baze podataka cijanobakterija u Srbiji u doktorskoj disertaciji
predstavljeno je rasprostranjenje cvetaju¢ih cijanobakterija u razli¢itim vodenim
ekosistemima sa teritorije Republike Srbije i njihovi negativni efekti na ekosistem i zdravlje

ljudi, sa posebnim osvrtom na toksi¢ne cvetajuce vrste.

5.1.1. Rasprostranjenje cvetaju¢ih cijanobakterija u vodenim ekosistemima sa

teritorije Republike Srbije

Na osnovu dostupnih podataka, pet vrsta koje su najéeS¢e cvetale, Microcystis
aeruginosa, Aphanizomenon flos-aquae, Oscillatoria agardhii, Microcystis flos-aquae i
Oscillatoria rubescens, podvrgnute su detaljnijoj vremenskoj i prostornoj analizi da bi se
dobilo vise uvida u njihovo rasprostranjenje u Republici Srbiji.

Najdominantnija cijanobakterijska vrsta tokom istrazivanog perioda je Microcystis
aeruginosa. Tokom leta 1930. godine, prvi put je zabeleZeno cvetanje vrste M. aeruginosa u
kanalu Kralja Petra 1 Kralja Aleksandra (Proti¢, 1935). Zatim, pronadena je u Rakinoj bari
(Jakovljevi¢ i Stankovié, 1931-1932), tokom cetrdesetih, pedesetih i Sesdesetih godina u
ribnjacima Ecka, Zivaga i Kolut (Milovanovi¢ i Zivkovi¢, 1953, 1959; Milovanovié, 1963), a
sedamdesetih 1 osamdesetih u jezerima Pali¢ i Ludo$ (Selesi, 1981, 1982; Puki¢ i sar.,
1991c,d). Takode, osamdesetih je cvetanje vrste M. aeruginosa primec¢eno i u Borkovcu,
akumulaciji za navodnjavanje (Puki¢ i sar., 1991a), kao i u reci Ponjavici (Obuskovi¢, 1991).
Cvetanje ove vrste je detektovano krajem devedesetih i u Celijama, akumulaciji za
snabdevanje vodom za pice (Grasic¢ i sar., 2004; Svircev i sar., 2009), i u cetiri reke: Bosut,
Studva, Keres 1 Krivaja (Sedmak 1 Svirc¢ev, 2011). PoCetkom 21. veka, ova vrsta Cesto je
cvetala u ve¢ pomenutim rekama 1 jezerima (Simeunovi¢, 2009; Sedmak 1 Svircev, 2011;
Svircev 1 sar., 2013d), kanalu Dunav-Tisa-Dunav (Simeunovi¢, 2009), akumulaciji za
snabdevanje vodom za pi¢e Garasi (Svir€ev i sar., 2009), a poslednjih godina i u ribnjacima
Biserno ostrvo i Muzlja (Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011).

Vrsta Microcystis flos-aquae je Cesto cvetala u vodenim telima na teritoriji Republike

Srbije. UocCena je od strane autora Duli¢ 1 Mrki¢ (2001) u jezeru Pali¢. Nekoliko godina
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kasnije, tokom istrazivanja povrsinskih voda Vojvodine, Simeunovi¢ (2009) belezi ucestala
cvetanja ove cijanobakterije u kanalu Dunav-Tisa-Dunav, akumulacijama za navodnjavanje
Koviljski rit i Pavlovci, rekama Krivaja i Tisa, kao i u jezerima Pali¢ i Ludos.

Cijanobakterija Aphanizomenon flos-aquae, detektovana je jo§ osamdesetih godina u
akumulacijama za navodnjavanje Borkovac i Zobnatica (Puki¢ i sar., 1991a,b), a zatim u
akumulaciji za snabdevanje vodom za piée Gruza (Rankovi¢ i Comi¢ 1989; Comi¢ i
Rankovi¢, 1991; Rankovi¢ i Simi¢, 2005; Svircev i sar., 2009). U istom vremenskom periodu,
cvetanja ove vrste primecéena su i u Carskoj bari (Pujin i sar., 1987) i Dunavu (Obuskovié,
1989). Slede¢ih godina, Aphanizomenon flos-aquae cveta i u rekama Bosut, Studva i Krivaja
(Simeunovi¢, 2009; Sedmak i1 Svircev, 2011), jezeru Pali¢ 1 Ludos (Duli¢ 1 Mrki¢, 1998,
1999; Simeunovi¢, 2009) i kanalu Dunav-Tisa-Dunav (Simeunovi¢, 2009; Sedmak i Sviréev,
2011). U narednom periodu ostaje jedna od dominantnih vrsta koje cvetaju u pet akumulacija
za snabdevanje vodom za piée i osam za navodnjavanje (Rankovi¢ i Comié, 1989; Rankovi¢ i
Simi¢, 2005; Svircev i sar., 2009; Simeunovi¢, 2009; Karadzi¢ i sar., 2010; Perendija 1 sar.,
2011; Sedmak i Sviréev, 2011; Svircev i sar., 2013d). Takode, bitno je naglasiti i pojavu ove
vrste u ribnjacima Biserno ostrvo u poslednjih nekoliko godina (Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011).

Vrste roda Oscillatoria (Oscillatoria agardhii i Oscillatoria rubescens, odnosno
Planktothrix agardhii i Planktothrix rubescens u novijoj literaturi (Anagnostidis i Komarek,
1988)), takode su cvetale na teritoriji Republike Srbije. U Jezeru Gazivode u septembru 1987.
godine zapaZeno je cvetanje vrste Oscillatoria rubescens (Shilaku i Landner, 1992). Cesto je
detektovano cvetanje ove vrste i u Sjenickom jezeru, rekama Bosut i Studva, kao i u dve
hidroelektrane Kokin Brod i Potpe¢ (Sedmak i Sviréev, 2011). Takode, ova vrsta odgovorna i
je za cvetanje jezera Vrutci, akumulacije za snabdevanje vodom za pice grada UzZica (Drobac,
2015). Druga vrsta, Oscillatoria agardhii, tek je nedavno cvetala u nekoliko akumulacija za
navodnjavanje, jezerima, rekama i kanalima tokom istraZivanja povrSinskih voda Vojvodine
(Simeunovi¢, 2009), a bila je dominantna i u cvetu ribnjaka Muzlja tokom 2011. godine
(Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011).

Na osnovu izlozenih podataka, pretpostavlja se da se pomenutih pet vrsta koje cvetaju
sve cesce javljaju u sve viSe vodenih ekosistema Sirom Republike Srbije, a tako zahtevaju i
sve vise paznje.

Preostale vrste su se mnogo rede javljale u vodenim ekosistemima sa teritorije
Republike Srbije. Prvi podaci o pojavi vrste Anabaena flos-aquae poticu iz leta 1934. i 1935.

godine kada je primeéeno da cveta u Velikom backom kanalu odnosno kanalu Kralja Petra
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(Proti¢, 1936). Krajem osamdesetih i pocetkom devedesetih godina proslog veka ova vrsta
cvetala je u akumulaciji za snabdevanje vodom za pice Gruza (Rankovic i sar., 1994; SvirCev
i sar., 2009), a 1999. godine u akumulaciji za navodnjavanje Jegricka (Sedmak i SvirCev,
2011). U jezeru Veliki Zaton i reci Krivaja cvetala je 2003. godine (Miljkovi¢ i sar., 2004;
Sedmak i Svircev, 2011), a u periodu od 2005. do 2007. godine u kanalu Dunav-Tisa-Dunav i
akumulacijama za navodnjavanje Pavlovci 1 Bukulja (Simeunovi¢, 2009; Sedmak i1 Svircev,
2011). Druga vrsta istog roda, Anabaena spiroides, cvetala je u Jegrickoj tokom jula i oktobra
1959. i 1960. godine (Milovanovié i Zivkovi¢, 1963), a tokom perioda od 2005. do 2007.
godine u Pali¢u i Ludo$u, zajedno sa vrstom Anabaena circinalis (Simeunovi¢, 2009; Svir¢ev
i sar., 2013d). Anabaena circinalis prvi put je prime¢ena u Celijama 1998. godine, a nesto
kasnije, 2003. godine u jezeru Veliki Zaton (Grasi¢ i sar., 2004; Miljkovi¢ i sar., 2004;
Svircev i sar., 2009; Sedmak i Svirev, 2011). Cvetanje cijanobakterije Anabaena constricta
detektovano je samo u Gruzi 1994. godine (Sviréev i sar., 2009; Sedmak i SvirCev, 2011).
Druga vrsta, Anabaena solitaria, pronadena je u cvetanju u akumulacijama za snabdevanje
vodom za pi¢e Gruza i/ili Bovan od 1993. do 1997. godine (Sviréev i sar., 2009; Sedmak i
Sviréev, 2011). Cvetanje Anabaena affinis zabeleZzeno je samo u Zobnatici 2007. godine,
zajedno sa vrstom Pseudanabaena limnetica, koja je iste godine primeéena i u Bovanu.
Godinu dana ranije, 2006. godine, cvetanje ove vrste je prvi put zabeleZeno u jezerima Pali¢ i
Ludos$ (Sedmak i Svircev, 2011), a 2011. godine se javlja i u ribnjaku Muzlja kada prvi put
cveta i Geitlerinema amphibium (Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011).
Cijanobakterija Microcystis viridis cvetala je samo nekoliko puta i to u Pali¢u i Ludosu
krajem leta 2003. godine (Sedmak i Svirev, 2011). Iste godine cvetala je i1 vrsta
Gomphosphaeria lacustris u akumulacijama za snabdevanje vodom za pi¢e Krajkovac i
Pridvorica, a 2007. godine u Provali, akumulaciji za navodnjavanje (Sviréev i sar., 2009;
Sedmak i Svircev, 2011). Tokom istrazivanja autora Simeunovi¢ (2009), odnosno od 2005.
do 2007. godine, Microcystis wesenbergii cvetao je vise puta u jezerima Pali¢ i Ludos, kao i u
Koviljskom ritu. Tokom 2007. i 2011. godine, je zabelezeno cvetanje cijanobakterije
Jaaginema subtilissimum u Celijama i ribnjaku MuzZlja, kao i vrste Gomphosphaeria aponina
tokom 2007. godine u akumulacijama Grliste 1 Bukulja (Svircev i sar., 2009; Sedmak i
Svircev, 2011; Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011). U ribnjaku Biserno ostrvo,
tokom 2010. i 2011. godine cvetala je vrsta Phormidium foveolarum (Izvestaj Projekta
Svetske Banke DM 4307, 2011), dok su vrste Aphanizomenon issatschenkoi (Celije, 2001,
godina), Arthrospira fusiformis (Slatina, 2003. godina), Phormidium autumnale (Zobnatica,

2005.-2007. godina) i Merismopedia tenuissima (Pali¢, 2006. godina) cvetale samo jednom
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na teritoriji Republike Srbije (Simeunovié¢, 2009; Svircev 1 sar., 2009; Fuzinato 1 sar., 2010;
Sedmak i Svircev, 2011).

Vrsta Cylindrospermopsis raciborskii prvi put je detektovana na teritoriji VVojvodine
kada su je Cvijan i Fuzinato (2012) zabeleziti u Slatini tokom 2006. godine, a 2008. godine
pronadena je i u Ponjavici (Karadzi¢ i sar., 2013). Tokom 2009. godine, javlja se i u ribnjaku
Kapetanski rit (Ciri¢ i sar., 2010), a u septembru 2010. godine prvi put je pronadena i u
akumulaciji Aleksandrovac (centralna Srbija) koja se koristi za navodnjavanje, kada je i
cvetala (Simi¢ i sar., 2011). Ova invazivna vrsta bila je dominantna je tokom 2012. godine u
akumulaciji za navodnjavanje Aleksandrovac (Drobac, 2015) i jezerima Pali¢ i Ludo$ (Zavod
za javno zdravlje, Subotica 2013). Na osnovu priloZenih podataka, ocigledno je da vrsta C.
raciborskii $iri svoj areal rasprostranjenja na teritoriji Republike Srbije.

Cvetajuce cijanobakterije sa teritorije Republike Srbije javljaju se i u brojnim
vodenim ekosistemima Sirom sveta. Microcystis aeruginosa je najdominantnija
cijanobakterijska vrsta ne samo u Republici Srbiji, nego i Sirom sveta. Cvetanje ove vrste
primeceno je u jezerima i rekama Severne (Krogmann i sar., 1986; Park i sar., 2001a; Jacoby
i Welch, 2004; Backer i sar., 2010; Vasconcelos i sar., 2010) i Juzne Amerike (Molica i sar.,
2005; Moschini-Carlos i sar., 2009; Gianuzzi i sar., 2012), zatim Evrope (Codd i Beattie,
1991; Mur i sar., 1999; Eynard i sar., 2000; Ferreira i sar., 2001; Kurmayer i sar., 2002;
Lindholm i sar., 2003; Albay i sar., 2005; Gkelis i sar., 2005; Rapala i sar., 2005a; Saker i
sar., 2005; Boaru i sar., 2006; Mazur-Marzec i sar., 2008; Messineo i sar., 2009; Gurbuz i
sar., 2009; Gagala i sar., 2010; Ledreux i sar., 2010), Afrike (Brittain i sar., 2000; Oudra i
sar., 2001; Ballot i sar., 2003; Mohamed i sar., 2007; Kotut i sar., 2010; Mhalnga i sar., 2010;
Willen i sar., 2011; Ballot i sar., 2014; Mankiewicz-Boczek i sar., 2014), Azije (Ohtake i sar.,
1989; Park i sar., 1997; Lee i sar., 1998; Hummert i sar., 2001; Baldia i sar., 2003; Yoshida i
sar., 2005; Ozawa i sar., 2005; Dai i sar., 2008) i Australije (Wood i sar., 2006).

Druga vrsta istog roda, Microcystis flos-aquae, zabelezena je u Poljskoj (Mazur-
Marzec i sar., 2008), Svedskoj (Cronberg i sar., 1999), Finskoj (Lindholm i sar., 2003; Rapala
i sar., 2005a), Gr¢koj (Gkelis i sar., 2005) i Sardiniji (Messineo i sar., 2009). Takode, areal
njenog rasprostranjenja obuhvata i dalje zemlje poput Etiopije (Willen i sar., 2011), Juzne
Koreje (Park i sar., 1997), Novog Zelanda (Wood i sar., 2006) i Australije (Al-Tabrineh i sar.,
2010).

Sirom Evrope pronadena je i cijanobakterijska vrsta Aphanizomenon flos-aquae.
Javlja se u severnim delovima, i to u Baltickom moru (Karlsson i sar., 2005), Finskoj

(Sivonen i sar., 1990; Rapala i sar., 2005a), zatim Letoniji (Eynard i sar, 2000), Poljskoj
124



Diskusija

(Kokocinski i sar., 2009; Gagala i sar., 2010), Francuskoj (Ledreux i sar., 2010) i Ceskoj
(Blahova i sar., 2009), ali i u juznijim delovima, kao §to su Portugal (Ferreira i sar., 2001),
Spanija (Aboal i Puig, 2005) i Sardinija (Messineo i sar., 2009). Ova vrsta detektovana je i u
Kini (Liu i sar., 2006).

Rasprostranjenje vrsta Oscillatoria rubescens i Oscillatoria agardhii, odnosno
Planktothrix rubescens i Planktothrix agardhii, najces¢e je zapazeno u jezerima Evrope.
Pojava obe vrste detektovana je od strane autora Halstvedt i sar. (2007) u jezeru Steinsfjorden
(Norveska). Oscillatoria rubescens javlja se jo§ i u jezerima Italije (Viaggiu i sar., 2004;
Messineo i sar., 2006; Messineo i sar., 2009), Nemacke (Ernst i sar., 2009), Turske (Akcaalan
i sar., 2009) i Spanije (Barco i sar., 2004), kao i rekama Francuske (Jann-Para i sar., 2004).
Oscillatoria agardhii primecena je u Velikoj Britaniji (Mur i sar., 1999), Poljskoj (Mazur-
Marzec i sar., 2008; Kokocinski i sar., 2009; Gagala i sar., 2010) i Finskoj (Lindholm i sar.,
2003). Javlja se i u Brazilu (Moschini-Carlos i sar., 2009), Egiptu (Brittain i sar., 2000),
Juznoj Koreji (Park i sar., 1997) 1 na Tajlandu (Li i sar., 2001).

Invazivna cijanobakterijska vrsta Cylindrospermopsis raciborskii moze se naci u
slatkovodnim ekosistemima Brazila (Molica i sar., 2002; Molica i sar., 2005; Moschini-
Carlos i sar., 2009), zatim Etiopije (Willen i sar., 2011), Tunisa (Fathalli i sar., 2011), Turske
(Akcaalan i sar., 2009), Japana (Ozawa i sar., 2005), Tajlanda (Li i sar., 2001), Novog
Zelanda (Stirling i Quilliam, 2001) i Australije (Al-Tebrineh i sar., 2010). U Evropi ova
invazivna vrsta detektovana je u Poljskoj (Kokocinski i sar., 2009, Gagala i sar., 2010),
Ceskoj (Blahova i sar., 2009), Grékoj (Gkelis i sar., 2005) i Sardiniji (Messineo i sar., 2009).
lako se Cylindrospermopsis raciborskii najée$¢e moze naéi u vodenim ekosistemima u
tropskim i subtropskim podru¢jima (Padisdk, 1997), ova vrsta uofena je i u umerenim
oblastima.

Baza podataka cijanobakterija u Srbiji omogucava sistematicno praenje pojave
navedenih, ali i svih drugih vrsta cijanobakterija kao i1 njihovih efekata. Na taj nacin
obezbedice se blagovremena i adekvatna reakcija kojom ¢e se spreciti potencijalno negativne

posledice pojave cijanobakterija i cijanotoksina po ekosisteme sa teritorije Republike Srbije.

5.1.2. Pojava cijanotoksina i negativni efekti cvetanja cijanobakterija u vodenim

ekosistemima sa teritorije Republike Srbije

Prisustvo cijanobakterija u vodenim ekosistemima Republike Srbije istrazivano je

tokom 130 godina. Osim toga, u dostupnoj literaturi mogu se naci i bioloski uticaji masovnog
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razvoja populacija cijanobakterija, kao i razvoj istrazivanja u vezi sa pojavom cijanotoksina,
prvenstveno mikrocistina. Pregled pojave mikrocistina po vodenim telima sa teritorije

Republike Srbije, ali i drugih negativnih bioloskih efekata dat je u slede¢im poglavljima.

5.1.2.1. Kanali

Jedna od prvih algoloskih studija bavi se istrazivanjem kanala (Kralja Aleksandra
kanal i Kralja Petra Kanal) na teritoriji Vojvodine tokom tridesetih godina proslog veka kada
je zabeleZeno cvetanje Microcystis aeruginosa (Proti¢, 1935). Novija istrazivanja sprovedena
su na razli¢itim lokacijama kanala Dunav-Tisa-Dunav gde je detektovana i pojava
mikrocistina. Najveée koncentracije mikrocistina (346,85 pg/L MC-LR ekvivalenata)
zabelezene su tokom jeseni 2006. godine na lokalitetu Backo Gradiste kada su cvetale vrste
Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis aeruginosa, Microcystis flos-

aquae i Planktothrix agardhii (Simeunovi¢, 2009).

5.1.2.2. Bare

Rana istrazivanja su radena i na barsko-moc¢varnim ekosistemima (Jakovljevi¢ i
Stankovi¢, 1931-1932; Milovanovi¢, 1970; Pujin i sar., 1987; Masla¢ i sar., 1992; Subakov-
Simi¢ 1 sar., 2004; Fuzinato i sar., 2010; Cvijan 1 Fuzinato, 2011, 2012). Medutim, najmanje
podataka o cijanobakterijama i njihovim toksinima dostupno je za ovaj tip vodenih
ekosistema. S obzirom da neke od vrsta koje cvetaju u ovim vodenim telima, Aphanizomenon
flos-aquae (Pujin i sar., 1987), Arthrospira fusiformis (Fuzinato i sar., 2010) i Microcystis
aeruginosa (Jakovljevi¢ i Stankovi¢, 1931-1932), proizvode cijanotoksine, u buducnosti ova

praksa treba da se promeni.

5.1.2.3. Reke

Najvise podataka prikupljeno je za re¢ne ekosisteme. Do visokog nivoa interesovanja
javnosti doslo je 2009. godine nakon mortaliteta riba i nekoliko stotina domacih zivotinja
(krave i svinje) koje su pile vodu iz Ponjavice, reke u blizini grada Panc¢evo. Tacan uzrok
smrti ovih Zivotinja nije utvrden. Medutim, istrazivanja u 2008. 1 2009. godini na Ponjavici

ukazala su na prisustvo mikrocistina u vodi, mulju (5,68 pg mikrocistina/100g), makrofitama
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(do 5,04 nug mikrocistina/100g) i ribi (do 3,34 ug mikrocistina/100g) (Karadzi¢, 2011; Natié,
2012). Moguce je da su mikrocistini na neki nac¢in doprineli smrti zivotinja, iako je to ostalo
neutvrdeno. Mikrocistini su detektovani i u Krivaji, Tamisu, Tisi i Begeju, sa maksimalnim
koncentracijama do 79,6, 32,8, 31,8 i 21,9 pg/L, gde su cvetale Aphanizomenon flos-aquae,
Microcystis flos-aquae i Planktothrix agardhii (Simeunovi¢, 2009). Cvetanja cijanobakterija
su zabeleZzena u mnogim drugim rekama Sirom Republike Srbije (Obuskovi¢, 1982a;

Obuskovi¢, 1987; Obuskovi¢, 1989; Obuskovi¢, 1991; Sedmak i Svircev, 2011).

5.1.2.4. Ribnjaci

IstraZivanja o pojavi cijanobakterija i njthovom cvetanju u ribnjacima zapocela su jo$
pedesetih godina (Milovanovi¢ i Zivkovié, 1953, 1959; Milovanovié¢, 1963; Risti¢ i sar.,
1979), medutim, tek od nedavno pocinju da se sprovode i druge analize. U ribnjacima pod
Sifrom BO tokom 2010. 1 2011. godine zabelezeno je cvetanje cijanobakterijskih vrsta
Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis aeruginosa, Phormidium foveolarum, Jaaginema
subtilissimum, Pseudanabaena limnetica i Geitlerinema amphibium. Primenom testa
toksicnosti sa A. salina detektovana je toksi¢nost u dva od Sest ribnjaka, a maksimalna
koncentracija mikrocistina u vodi iznosila je 52,08 (PP1 esej) i 18,12 pg/L (ELISA). Osim u
vodi, mikrocistini su pomoc¢u ELISA testa pronadeni i u mesu (do 6,94 pg/L) i jetri ribe (do
28,94 ug/L), kao i u vodenim biljkama (do 2,47 pg/L) i mulju (do 4,52 pg/L) (Izvestaj
Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011).

Tokom leta 2011. godine, doslo je do cvetanja cijanobakterija u drugom ispitivanom
ribnjaku pod Sifrom MU. Detektovano je prisustvo cijanobakterija, od kojih neke imaju
sposobnost produkcije cijanotoksina. Toksi¢nost uzoraka vode iz ispitivanih ribnjaka je
potvrdena i pomocu testa toksi¢nosti sa A. salina, a prisustvo mikrocistina i saksitoksina u
vodi dokazano je PP1 esejem i ELISA testom (Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307,
2011; Tokodi i sar., 2013, 2014; Drobac, 2015). Najvise koncentracije mikrocistina (180,9
Mo/l u PP1 eseju) detektovane su u uzorku vode iz septembra 2011. godine (Tokodi i sar.,
2014). Varijanta MC-RR detektovana je i u miSi¢ima ribe Cyprinus carpio (Drobac, 2015).
Stavise, histopatoloske promene u jetri, bubrezima, $krgama, crevima i misi¢ima pomenute

ribe su takode primecene tokom istog perioda istrazivanja (Luji¢ i sar., 2012; Drobac, 2015).
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U januaru 2014. godine je u ribnjaku pod Sifrom DC doslo do pomora ribljeg fonda
(Slika 36), gde je cvetala vrsta
Planktothrix agardhii. U tkivima uginule
babuske (Carassius gibelio) pronaden je
MC-RR (0,081 ng/mg) (neobjavljeni
podaci).

Slika 36. Pomor riba u ribnjaku pod .
Sifrom DC s o R
(http://www.novosti.rs/upload/images/2013//17/srb-mrtva-riba.jpg)

5.1.2.5. Akumulacije za navodnjavanje

Cvetanja cijanobakterija 1 prisustvo mikrocistina primeéeno je u mnogim
akumulacijama za navodnjavanje na teritoriji Republike Srbije. Simeunovi¢ (2009) je
istrazivala nekoliko akumulacija u periodu od 2005. do 2007. godine gde je utvrdeno
prisustvo mikrocistina PP1 esejem. U Borkovcu i Mrtvoj Tisi, gde su cvetale vrste
Aphanizomenon flos-aquae i Planktothrix agardhii, najvisa koncentracija mikrocistina u vodi
zabeleZena je u leto 2005. godine (165,48 pg/L), odnosno u leto 2007. godine (279,87 pg/L).
Cvetanje istih cijanobakterija, kao i vrste Phormidium autumnale, primeéeno je u Zobnatici
gde su najviSe vrednosti mikrocistina u vodi (121,07 pug/L) nadene u jesen 2005. godine. Dve
vrste, Microcystis flos-aquae i Microcystis wesenbergii cvetale su u akumulaciji Koviljski rit,
a maksimalno izmerena koncentracija mikrocistina iznosila je 96,32 pg/L u jesen 2005.
godine. U Pavlovcima, cvetanje vrsta Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae,
Microcystis flos-aquae i Planktothrix agardhii zabelezeno je uz detekciju 63,6 ug
mikrocistina po L u proleée 2007. godine, a u Provali je izmerena najviSa vrednost
mikrocistina u jesen 2006. godine (25 ug/L), gde je uoceno cvetanje Aphanizomenon flos-
aquae. Mikrocistini su detektovani i u akumulacijama Tavankut i Jegricka od strane
Simeunovi¢ (2009). Toksi¢nost pomocu testa toksi¢nosti sa rac¢icem A. salina konstatovana je
u Mrtvoj Tisi u septembru 2010. godine (Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011).

Prisustvo invazivne cijanobakterijske vrste  Cylindrospermopsis raciborskii
detektovano je u septembru 2010. godine u akumulaciji za navodnjavanje Aleksandrovac
(Simi¢ 1 sar., 2011). Velika smrtnost riba u Aleksandrovcu do koje je doslo 20. decembra

2012. godine (Slika 37), dovedena je u vezu sa prisustvom pomenute vrste cijanobakterija
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koja je nekoliko nedelja pre incidenta cvetala (http://www.okradio.rs/vesti/specijali/u-
fokusu/aleksandrovac-opasan-po-zivot _27757.html, Drobac, 2015). Na odledenoj povrsini
jezera gotovo cela riblja populacija je izgubljena (vise od 1,7 tona) a uginuli su primerci
Sarana (Cyprinus carpio), soma (Silurus glanis), belog amura (Ctenopharyngodon idella),
belog tolstolobika (Hypophthalmichthys molitrix),
deverike (Abramis brama), babuske (Carassius
gibelio), bucova (Aspius aspius) i klena (Squalius
cephalus) (http://www.ribolov.co.rs/prijava-
veternici-zbog-pomora-riba-u-aleksandrovackom-

jezeru/).

Slika 37. Pomor ribe u Aleksandrovackom jezeru
(http://www.ribolov.co.rs/wp-content/uploads/2013/01/Ko-je-kriv-za-pomor-riba-u-

aleksandovackom-jezeru.jpg)

Detektovana je visoka toksi¢nost uzoraka vode iz Aleksandrovackog jezera prilikom
cvetanja Cylindrospermopsis raciborskii u testu toksi¢nosti sa ra¢icem Artemia salina,
medutim, cijanotoksini nisu detektovani. Moguce je neki drugi toksicni metaboliti ove
cijanobakterije mogu biti potencijalni uzrok uginuéa ribe u Aleksandrovackom jezeru

(Drobac, 2015).

5.1.2.6. Jezera

U jezerima Gazivode, Savsko jezero, Sjeni¢ko jezero i Veliki Zaton pretezno su
cvetale Anabaena circinalis, Anabaena flos-aquae i Planktothrix rubescens. Detekcija
mikrocistina radena je samo u jezerima Pali¢ i Ludos.

Istrazivanja od 2005. do 2007. godine ukazuju na prisustvo mikrocistina u jezeru
Pali¢, a najvisa vrednost koja iznosi 389,30 pg/L detektovana je u jesen 2006. godine.
Najcesce cveta Microcystis aeruginosa, a pored nje i vrste Anabaena circinalis, Anabaena
spiroides, Microcystis flos-aquae i Microcystis wesenbergii (Simeunovi¢, 2009). U jezeru
Pali¢ mortalitet riba zabeleZen je od strane autora Selesi (1982), a ovaj fenomen dogadao se i
u kasnijim godinama. U maju 2009. godine doslo je do velike smrtnosti riba 1 tad je preko 12
tona mrtve ribe izneseno iz jezera. Kao razlog navodi se nedostatak rastvorenog kiseonika u

vodi usled prekomerne produkcije algi (http://www.zjzs.org.rs/page.php?id=286).
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U jezeru Ludos, koncentracije mikrocistina penjale su se do vrednosti od 603,61 pg/L
u leto 2006. godine, a vrste koje cvetaju tokom istrazivanog perioda su Aphanizomenon flos-
aquae, Microcystis aeruginosa, Microcystis flos-aquae, Microcystis wesenbergii i
Planktothrix agardhii (Simeunovi¢, 2009). Tokom izrade ove doktorske disertacije,
istrazivanja na vodenom ekosistemu Ludo$ ukazala su na prisustvo mikrocistina u vodi, ali i
akumuliranje cijanotoksina u makrofitama kao 1 u tkivu babusSke. Primecene su i
histopatoloske promene na tkivu razli¢itih organa ribe iz jezera Ludo§ tokom 2011. godine.
Najvecu brojnost imale su vrste Limnothrix redekei i Pseudanabaena limnetica koje su
cvetale u centru jezera Ludos. S obzirom da je Ludo$ na listi Ramsarskih podrucja, stabilnost

ovog ckosistema je od izuzetnog znacaja. Prikupljeni podaci tokom izrade doktorske

disertacije o jezeru Ludos bi¢e detaljnije diskutovani u kasnijem poglavlju (Poglavlje 5.2.).

5.1.2.7. Akumulacije za snabdevanje vodom za pice

Za razliku od Vojvodine, gde se za vodosnabdevanje koriste podzemne vode,
Centralna Srbija ima veliki broj povrSinskih akumulacija za snabdevanje vodom za pice.
Postoji vise od 20 rezervoara koji se koriste kao izvori vode za pice, a konstantno cvetanje
zabeleZeno je u njih devet (Svircev i sar., 2007).

U akumulaciji Celije, koja se koristi za snabdevanje vodom za pi¢e Krusevca,
cvetanje vrsta Anabaena circinalis, Aphanizomenon flos-aquae i Microcystis aeruginosa
primeceno je tokom 2004. godine. U uzorcima vode iz akumulacije pronadeno je 650 ug/L,
dok je u vodi iz domacinstva finalna koncentracija mikrocistina iznosila 2,5 pg/L (Sviréev i
sar., 2009). Pored ovih vrsta, u Celijama su cvetale i Aphanizomenon isaatschenkoi (2001.
godina) i Jaaginema subtilissimum (2007. godina) (Sviréev i sar., 2009; Sedmak i Svirev,
2011). U drugim akumulacijama na teritoriji Republike Srbije (Bovan, Bresnica, Garasi,
Grliste, Grosnica, Gruza, Krajkovac 1 Pridvorica) dokumentovano je cvetanje cijanobakterija
Anabaena  solitaria,  Aphanizomenon  flos-aquae, = Gomphosphaeria  lacustris,
Gomphosphaeria aponina, Pseudanabaena limnetica i Microcystis aeruginosa, a u nekima i
prisustvo cijanotoksina (Sedmak i Svircev, 2011; Sviréev i sar., 2014b). U Gruzi su, uz
cvetanje Aphanizomenon flos-aquae, primeéene ultrastrukturne, nekroticne i apopticke
promene na jetri grgeca (Perca fluviatilis), kao i uticaja na antioksidantne biomarkere
(Perendija i sar., 2011).
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Na jezeru Vrutci, ¢ija se voda koristi za vodosnabdevanje grada Uzice, u decembru
2013. godine primeceno je prisustvo crvene mrlje u vodi od strane Zavoda za javno zdravlje.
Fizicko-hemijska ispitivanja pokazala su pogorsanje kvaliteta vode u odnosu na ranije stanje,
a analize algi obavljene od strane Instituta za javno zdravlje Srbije “Dr Milan Jovanovié
Batut” potvrdile su sumnju o cvetanju cijanobakterijske vrste Planktothrix rubescens.
Gradani su bili upozoreni sredstvima informisanja o trenutnom stanju i obavesteni da se voda
iz mreze moze koristiti jedino u sanitarno-tehnicke svrhe
(http://uimenaroda.rs/cache/watermark/15de82f9ff01b65cfac16752419b8alf.jpg). Uzorci
vode poslati su na analizu prisustva cijanotoksina u laboratoriju Nemacke Federalne agencije
za zaStitu zZivotne sredine, a rezultati su pokazali da su vrednosti MC-LR u vodi za pice iz
uzickog vodovoda ispod grani¢ne vrednosti koju propisuje SZO. Doneta je odluka o zabrani
upotrebe vode za ukupno stanovniStvo kao preventivna mera kojom se rizik izlaganju
eventualnom postojanju drugih mikrocistina smanjuje na najmanji moguéi nivo
(http://uimenaroda.rs/cache/watermark/4c086e621a8cad27563ee9178bce082d.jpg). Stoga je
krajem januara voda iz izvora “Susicko vrelo”, umesto vode iz jezera Vrutci, preusmerena u
vodovod grada Uzice i tako je poCetkom februara gradanima ponovo omogucena upotreba
Ciste vode za pi¢e (http://www.zdravlje.gov.rs/showelement.php?id=7124). lzrazita
toksi¢nost i visoke koncentracije mikrocistina registrovane su u biomasi cijanobakterija iz
jezera, i to u rangu opasnosti visokog stepena i velike zdravstvene ugroZzenosti kada se
posmatraju preporucene vrednosti SZO za vode za rekreaciju. Takode, u jezerskoj 1
vodovodnoj vodi je detektovan dmMC-RR (2,1 i 5,7 pg/L), a MC-LR, MC-RR i njihove

dimetilovane forme u tkivu ribe iz jezera Vrutci (Drobac, 2015).

5.1.3 Uticaj cvetajucih cijanobakterijama u akumulacijama za snabdevanje vodom za

pice sa teritorije Republike Srbije na ljudsko zdravlje

Hroni¢no izlaganje ljudi niskim dozama mikrocistina sa teritorije Republike Srbije
analizirano je pomocu epidemioloskih podataka kojima se indirektno pokazuje potencijalna
veza izmedu prisustva cijanotoksina u vodi za pice i zdravstvenog stanja ljudi. Poslednjih
godina, istrazivanja o vezi izmedu cvetanja cijanobakterija U akumulacijama za snabdevanje
vodom za pice 1 poviSene incidence primarnog kancera jetre radena su u nasoj zemlji (Sviréev

i sar., 2006; 2009; 2013d; 2014a,b; Drobac, 2009; Drobac i sar., 2011b; Drobac, 2015).
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5.1.3.1. Epidemiologija primarnog kancera jetre u Republici Srbiji i moguca veza sa

cvetanjem cijanobakterija u akumulacijama za snabdevanje vodom za pice

Mortalitet primarnog kancera jetre u periodu od 1980. do 1990. godine bio je najnizi u
Vojvodini (7,6), zatim u okruzima Centralne Srbije gde nije doslo do cvetanja cijanobakterija
(8,3), dok je u okruzima koji su pogodeni cvetanjem cijanobakterija (Moravicki, Sumadijski,
Raski, Branic¢evski, Rasinski, ZajeCarski, Nisavski, Toplicki i Pirotski) mortalitet iznosio 11,6
(Svircev 1 sar., 2009). Zabelezen je znacajan porast incidence primarnog kancera jetre u
Centralnoj Srbiji 2000. godine (16), ali i nastavak ovog trenda u 2002. godini (18,8). Tokom
istog perioda, u Vojvodini, koja predstavlja kontrolni region zato §to se za pi¢e koristi
podzemna voda, ove vrednosti su stagnirale (6,6 i 6,2). Incidenca primarnog kancera jetre u
okruzima koji nisu bili pogodeni cvetanjem cijanobakterija bila je statisticki znacajno niza
(13,6) u odnosu na tri kriti¢na okruga (34,7), Sumadijski, Nisavski i Topli¢ki, kod kojih je
cvetanje cijanobakterija dokumentovano svake godine (Sviréev i sar., 2009). Veza izmedu
povisenog rizika pojave primarnog kancera jetre i kvaliteta vode za pice je pronadena i u
periodu od 2000. do 2006. godine kada je incidenca primarnog kancera jetre u Centralnoj
Srbiji iznosila 16,9 na 100 000 stanovnika (Drobac, 2009; Drobac i sar., 2011b). Analizom
duzeg vremenskog perioda od deset godina (1999.-2008.) ponovo je potvrdeno da je
incidenca primarnog kancera jetre bila najvisa u tri kriticna okruga (Nisavskom (31,4),
Toplickom (27,3) i Sumadijskom (22,1), u odnosu na ostatak Centralne Srbije (14) i
Vojvodinu (7,2) (Grafikon 15) (Svir¢ev i sar., 2013a; Drobac, 2015).
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Grafikon 15. Incidenca primarnog kancera jetre po godinama za Vojvodinu (V),
tri kriticna okruga (TKO) i preostale okruge Centralne Srbije (CS) od 1999. do 2008. godine
(Svircev i sar., 2013a; Drobac, 2015)
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Incidenca primarnog kancera jetre nije dovedena u korelaciju sa glavnim faktorima
rizika, cirozom jetre i hroni¢nim virusnim hepatitisima B i C tokom istrazivanog perioda od
deset godina. Neophodno je nastaviti sa istrazivanjima u buduénosti da bi se hipoteza o
cijanotoksinima kao faktorima rizika mogla potvrditi, sto bi moglo pomoc¢i u prevenciji ove

tesSke maligne bolesti (SvirCev i sar., 2013a; Drobac, 2015).

5.1.3.2. Epidemiologija ostalih kancera u Republici Srbiji i moguca veza sa cvetanjem

cijanobakterija u akumulacijama za snabdevanje vodom za pice

U periodu od deset godina (od 1999. do 2008. godine) posmatrana je moguca
povezanost cvetanja i pojave toksi¢nih proizvoda cijanobakterija u povrSinskim izvorima za
vodosnabdevanje iz 17 okruga Centralne Srbije sa incidencom 13 kancera (mozga, bronha i
pluc¢a, srca medijastinuma i1 pluéne maramice, jajnika, testis, bubrega, Zeluca, tankog creva,
kolorektuma, retroperitoneuma 1 peritoneuma, leukemija, malignog melanoma koze, kao i
primarnog kancera jetre). Statisticki podaci pokazali su da se srednja vrednost za tri kriticna
okruga (Nisavski, Topli¢ki i Sumadijski) u odnosu na preostale u Centralnoj Srbiji statisticki
znacajno razlikuje kod posmatranih deset kancera, odnosno za jetru, kolorektum, Zeludac,
mozak, leukemiju, peritoneum i retroperitoneum, maligni melanom koze, srce, medijastinum
i pleuru, jajnika i testisa. Medutim, statisticki znacajna razlika za kancer bubrega, tankog
creva, bronha 1 pluca u tri kritina okruga u odnosu na druge okruge Centralne Srbije nije
uocena (Svircev i sar., 2014a; Drobac, 2015).

Epidemioloski podaci za pet kancera (mozga, jajnika, testisa, malignog melanoma
koze i jetre) u tri kriticna okruga (Nisavski, Topli¢ki i Sumadijski), uporedeni su sa
preostalim okruzima Centralne Srbije i kontrolnim regionom, Vojvodinom (Grafikon 16)
(Svircev i sar., 2014a; Drobac, 2015).
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Grafikon 16. Razlika u incidencama pet kancera na 100.000 stanovnika izmedu
Vojvodine (V), tri kriticna okruga (TKO) i preostalih okruga Centralne Srbije (CS)
od 1999. do 2008. godine (Svircev i sar., 2014a, Drobac, 2015)

Incidence navedenih kancera bile su najvise u tri kriti¢na regiona, potom u preostalim
okruzima Centralne Srbije, a u Vojvodini su incidence imale najnize vrednosti (Svircev i sar.,
2014a; Drobac, 2015).

Epidemioloske studije ukazuju na moguéu vezu cvetanja cijanobakterija u
akumulacijama za snabdevanje vodom za pi¢e u okruzima Centralne Srbije sa povecanom
incidencom pojedinih kancera. Postoji mogucnost da cijanotoksini (ne samo mikrocistini) ili
neki drugi sekundarni metaboliti cijanobakterija deluju sinergisticki sa drugim faktorima
rizika 1 tako povecavaju ucestalost pojave kancera u Republici Srbiji. Neophodno je dodatno
istraziti ovaj novi 1 vazan spoljasnji faktor rizika u razvoju razlicitih kancera radi bolje
procene opasnosti koje cvetanje potencijalno toksi¢nih cijanobakterija ima po zdravlje ljudi
(Svir¢ev i sar., 2014a; Drobac, 2015).

5.1.4. Potencijalna toksi¢nost cvetajucih cijanobakterija sa teritorije Republike Srbije

na osnovu podataka iz sveta

Poznato je da cijanobakterije mogu da proizvode i mnoge druge cijanotoksine ¢ije
prisustvo nije dovoljno istrazivano na teritoriji Republike Srbije. Vrste cijanobakterija koje su
cvetale u vodenim ekosistemima sa teritorije Republike Srbije mogu biti pronadene i u
razli¢itim ekosistemima Sirom sveta, gde su dovedene u vezu sa detektovanim

cijanotoksinima (Tabela 40).
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Tabela 40. Primeri cijanobakterija registrovanih u Republici Srbiji

i detektovanih toksina u vodenim ekosistemima Sirom sveta

Cvetajuce cijanobakterije i

toksini koje proizvode

Lokalitet

Referenca

Microcystis aeruginosa

mikrocistin-LR

Pakowki jezero (Kanada)

Park i sar., 2001a

Jezero Sammamish

mikrocistin Jacoby i Welch, 2004
(Sjedinjene Americke Drzave)

L Rio de la Plata estuar . .

mikrocistin ] Giannuzzi i sar., 2012
(Argentina)

) o Rudyard jezero _

mikrocistin S ] Mur i sar., 1999
(Ujedinjeno Kraljevstvo)

] o Rutland rezervoar _ ]

mikrocistin Codd i Beattie, 1991

(Ujedinjeno Kraljevstvo)

+ Microcystis viridis

Ribnjaci Madaras,

Boaru i sar., 2006

mikrocistin Mihesul de Campie (Rumunija)
Jezera Mazais,
mikrocistin Jezero Lielais Baltezers, Eynard i sar., 2000
Jezero Sekitis (Letonija)
mikrocistin Sulejow rezervoar (Poljska) Gagata i sar., 2010
mikrocistin Rekreativna area Ledreux i sar., 2010
Champs-sur-Marne (Francuska)
mikrocistin Kucukcekmece laguna (Turska) Albay i sar., 2005

+ Pseudanabaena mucicola

Lalla Takerkoust jezero

Oudra i sar., 2001

mikrocistin (Maroko)

mikrocistin Jezero Thanh Cong (Vijetnam) Hummert i sar., 2001
mikrocistin Rezervoar na Tajvanu (Kina)  Leeisar., 1998
mikrocistin Jezero Biwa (Japan) Ozawa i sar., 2005
mikrocistin Jezero Mikata (Japan) Yoshida i sar., 2005

mikrocistin-RR

mikrocistin-LR

Laguna de Bay (Filipini)

Baldia i sar., 2003

mikrocistin

Reka Nil (Egipat)

Mohamed i sar., 2007

mikrocistin

Jezero Tana (Etiopija)

Mankiewicz-Boczek i

135



Diskusija

sar., 2014

mikrocistin

Hartbeespoort brana
(Juznoafricka Republika)

Ballot i sar., 2014

mikrocistin

Jezero Lalla Takerkoust
(Maroko)

Oudra i sar., 2001

+ Arthrospira fusiformis

mikrocistin

Jezero Nakuru (Kenija)

Kotut i sar., 2010

mikrocistin-RR
mikrocistin-YR
mikrocistin-LR

Jezero Baringo (Kenija)

Ballot i sar., 2003

Aphanizomenon flos-aquae

saksitoksin

Douro reka (Portugalija)

Ferreira i sar., 2001

saksitoksin

Jezero Dianchi (Kina)

Liu i sar., 2006

cilindrospermopsin

Jezero Heiliger See,

Jezero Melangsee (Nemacka)

Preussel i sar., 2006

Aph. flos-aquae var.

klebahnii +
Cylindrospermopsis
raciborskii

cilindrospermopsin

Jezero Svet
Jezero Dubice (Ceska)

Blahova i sar., 2009

Planktothrix agardhii (Oscillatoria agardhii)

mikrocistin

Hollingworth jezero

(Ujedinjeno Kraljevstvo)

Mur i sar., 1999

+ Planktothrix rubescens

mikrocistin

Jezero Steinsfjorden (Norveska)

Halstvedt i sar., 2007

mikrocistin

Bninskie jezero (Poljska)

Gagata i sar., 2010

Planktothrix rubescens (Oscillatoria rubescens)

mikrocistin-LR

mikrocistin-RR

Jezero Nantua (Francuska)

Jann-Para i sar., 2004

mikrocistin-RR
mikrocistin-YR
mikrocistin-LR

mikrocistin-LA

Jezero Albano
(vulkanski krater,

jezero u Centralnoj Italiji)

Messineo i sar., 2006
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mikrocistin-LW

mikrocistin

Jezero Ziros (Grcka)

Vareli i sar., 2009

+ Planktothrix agardhii

Jezero Steinsfjorden (Norveska)

Halstvedt i sar., 2007

mikrocistin

mikrocistin El Atazar rezervoar (Spanija)  Barco i sar., 2004
mikrocistin Jezero Albano (ltalija) Messineo i sar., 2006
mikrocistin Jezero Ammersee (Nemacka)  Ernsti sar., 2009
mikrocistin Jezero Vrutci (Srbija) Drobac, 2015
anatoksin-a Jezero Spino (Italija) Viaggiu i sar., 2004

Anabaena flos-aquae

anatoksin-a

Neimenovano jezero kod Tila
(Holandija)

van Hoof i sar., 1994

anatoksin-a

Teren za golf

(Sjedinjene Americke Drzave)

Behm, 2003

mikrocistin-LR

Balticko more

Kankaanpad i sar., 2009

Anabaena spiroides

+ Cylindrospermopsis
raciborskii
anatoksin

Tapacuré rezervoar (Brazil)

Molica i sar., 2005

Anabaena circinalis

homoanatoksin-a

Inniscarra rezervat (Irska)

Furey i sar., 2003

saksitoksin

Jezero Ainsworth (Australija)

Al-Tebrineh i sar., 2010

saksitoksin

Jezero Hume (Australija)

Bowling i sar., 2013

Microcystis viridis

+ Microcystis aeruginosa

mikrocistin

Ribnjaci Madaras,
Mihesul de Campie (Rumunija)

Boaru i sar., 2006

Aphanizomenon issatschenkoi

anatoksin

Jezero Stolpsee (Nemacka)

Ballot i sar., 2010

Arthrospira fusiformis

anatoksin-a

Jezero Nakuru (Kenija)

Ballot, 2004

anatoksin-a

mikrocistin-YR

Jezero Bogoria (Kenija)

Ballot, 2004

anatoksin-a

Jezero Sonachi (Kenija)

Ballot i sar., 2005
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mikrocistin-RR

anatoksin-a
mikrocistin-RR
mikrocistin-LR Jezero Simbi (Kenija) Ballot i sar., 2005
mikrocistin-LA

mikrocistin-YR

+ Microcystis aeruginosa . ]
) o Jezero Nakuru (Kenija) Kotut i sar., 2010
mikrocistin

Cylindrospermopsis raciborskii

Ribnjak kod Bangkoka

cilindrospermopsin ) Liisar., 2001
(Tajland)
cilindrospermopsin Rekreativno jezero (Novi S
Stirling i Quilliam, 2001
Zeland)
saksitoksin Tabocas rezervoar (Brazil) Molica i sar., 2002
+ Anabaena spiroides
anatoksin Tapacura rezervoar (Brazil) Molica i sar., 2005
saksitoksin
cilindrospermopsin Bninskie rezervoar,

] ] Kokocinski 1 sar., 2009
Bytynskie rezervoar (Poljska)

+ Apahnizomenon flos-
N Jezero Svet, ]
aquae var. klebahnii _ 5 Blahova i sar., 2009
. ) Jezero Dubice (Ceska)
cilindrospermopsin

saksitoksin . o
N ] Murray reka (Australija) Al-Tebrineh i sar., 2010
cilindrospermopsin

+ (vrsta cijanobakterije) — pored cvetajucée vrste postoji i navedena vrsta

cijanobakterija sa kojom je detektovana produkcija cijanotoksina

Jedna od najcesc¢ih vrsta koja cveta u Srbiji i u svetu, Microcystis aeruginosa, poznata
je kao producent mikrocistina §to potvrduje i veliki broj autora (Codd i Beattie, 1991; Lee i
sar., 1998; Mur i sar., 1999; Eynard i sar., 2000; Hummert i sar., 2001; Oudra i sar., 2001,
Park i sar., 2001a; Baldia i sar., 2003; Jacoby i Welch, 2004; Albay i sar., 2005; Ozawa i sar.,
2005; Yoshida i sar., 2005; Mohamed i sar., 2007; Gagata i sar., 2010; Ledreux i sar., 2010;
Giannuzzi i sar., 2012; Ballot i sar., 2014; Mankiewicz-Boczek i sar., 2014). U Republici
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Srbiji, pronadeno je da ova vrsta cveta u svim vodenim telima osim u akumulacijama sa
posebnom namenom (Jakovljevi¢ i Stankovi¢, 1931-1932; Proti¢, 1935; Milovanovi¢ i
Zivkovié, 1953, 1959; Milovanovié, 1963; Selesi, 1981, 1982; Pukié i sar., 1991a; Brankovié
I sar., 1998; Simeunovi¢, 2009; Sedmak i Svircev, 2011; Izvestaj Projekta Svetske Banke DM
4307, 2011; Svir€ev i sar., 2013d). Vrsta Microcystis viridis koja je pronadena u jezerima
Republike Srbije (Sedmak i Svircev, 2011), u cvetu sa Microcystis aeruginosa proizvodi
mikrocistine u ribnjacima u Rumuniji (Boaru i sar., 2006).

Aphanizomenon flos-aquae naje$¢e se javlja u barama, akumulacijama za
snabdevanje vodom za pice 1 navodnjavanje, ali i kanalima, ribnjacima, jezerima i rekama sa
teritorije Republike Srbije. Poznato je da vrsta Aphanizomenon flos-aquae ima sposobnost
produkcije saksitoksina (Ferreira i sar., 2001; Liu i sar., 2006), a prvi slucaj gde je
ustanovljeno da ova vrsta produkuje cilindrospermopsin konstatovan je u jezerima u
Nemackoj gde su otkrivene izuzetno velike koli¢ine cilindrospermopsina (Preussel i sar.,
2006). Aphanizomenon flos-aquae var. klebahnii je detektovana u jezerima u Ceskoj zajedno
sa vrstom Cylindrospermopsis raciborskii, kao i prisustvo cilindrospermopsina (Blahova i
sar., 2009). Na nasim prostorima cvetanje vrste Aphanizomenon issatschenkoi detektovano je
u akumulacijama za snabdevanje vodom za pice (Svircev i sar., 2009; Sedmak 1 Svircev,
2011). Produkcija anatoksina od ove vrste prvi put je detektovana u Nemackom jezeru
Stolpsee 2008. godine kada su bili prisutni i netoksi¢ni sojevi ove vrste (Ballot i sar., 2010).

Ustanovljeno je da je vrsta Planktothrix agardhii producent mikrocistina (Halstvedt i
sar., 2007; Gagata 1 sar., 2010), a njeno cvetanje primeceno je u kanalima, ribnjacima,
rekama, jezerima i akumulacijama za navodnjavanje sa teritorije Republike Srbije
(Simeunovi¢, 2009; Sedmak 1 Svir€ev, 2011; IzveStaj Projekta Svetske Banke DM 4307,
2011; Svir€ev i sar., 2013d). U Republici Srbiji cijanobakterija Planktothrix rubescens
cvetala je u akumulacijama sa posebnom namenom, rekama i jezerima (Shllaku i Landner,
1992; Sedmak i Sviréev, 2011). Cvetanje ove cijanobakterije delom Evrope (Francuska,
Spanija, Italija, Norveska, Gréka i Nemacka) povezano je sa pojavom mikrocistina i njihovih
varijanata u istraZzivanim vodenim ekosistemima (Jann-Para i sar., 2004; Barco i sar., 2004;
Messineo i sar., 2006; Halstvedt i sar., 2007; Vareli i sar., 2009; Ernst i sar., 2009). Prva
pojava ove vrste kao producenta anatoksina-a zabelezena u jezeru Spino u ltaliji (Viaggiu i
sar., 2004).

Vrsta Anabaena flos-aquae cveta u gotovo svim vodenim telima sa Republike Srbije
(Rankovi¢ i sar., 1994; Miljkovi¢ i sar., 2004; Svircev i sar., 2009; Sedmak i Svircev, 2011).

Poznato je da proizvodi anatoksin-a (van Hoof i sar., 1994; Behm, 2003), ali je nedavno
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ustanovljeno istrazivanjima Kankaanpaa i saradnika (2009) u Baltickom moru da proizvodi 1
mikrocistin. Na prostorima Republike Srbije vrsta Anabaena spiroides cveta u jezerima i
akumulacijama za navodnjavanje (Milovanovié i Zivkovi¢, 1963; Simeunovi¢, 2009; Sviréev
I sar., 2013d). Na osnovu prikupljenih podataka iz sveta, ustanovljeno je da u vodama
Brazila ima sposobnost samo prizvodnje anatoksina (Molica i sar., 2005). Druga vrsta ovog
roda, Anabaena circinalis, cveta u jezerima i akumulacijama za snabdevanje vodom za pice
(Miljkovi¢ i sar., 2004; Grasic i sar., 2004; Simeunovié¢, 2009; Svircev i sar., 2009), a poznata
je kao producent saksitoksina (Australija) i homoanatoksina-a (Irska) (Furey i sar., 2003; Al-
Tebrineh i sar., 2010; Bowling i sar., 2013).

Vrsta Arthrospira fusiformis cvetala je u barama sa teritorije Republike Srbije
(Fuzinato 1 sar., 2010). Smatrana je za netoksi¢nu, medutim, u jezerima u Keniji (Sonachi,
Simbi, Bogoria i Nakuru), je prvi put detektovano da ova vrsta poseduje gene i sposobnost
produkcije anatoksina i mikrocistina (Ballot, 2004; Ballot i sar., 2005). Zajedno sa vrstom
Microcystis aeruginosa autori Kotut i saradnici (2010) detektovali su ovu vrstu kao i pojavu
mikrocistina u jezeru Nakuru u Keniji.

U Republici Srbiji vrsta Cylindrospermopsis raciborskii se javlja sve ¢esce, a njeno
cvetanje zabelezeno je u akumulaciji za navodnjavanje (Simi¢ i sar., 2011; Pordevi¢ i Simic,
2014; Drobac, 2015). Izolacija cilindrospermopsina prvi put uradena je nakon cvetanja ove
cijanobakterije u Australiji 1979. godine (Bourke i sar. 1983). Kasnije je prisustvo ovog
toksina detektovano i u Aziji, Evropi, na Novom Zelandu, itd. (Li i sar., 2001; Stirling i
Quilliam, 2001; Kokocinski i sar., 2009; Blahova i sar., 2009; Al-Tebrineh i sar., 2010).
Istrazivanja su pokazala da Cilindrospermopsis raciborskii moze da produkuje i saksitoksine
u vodenim ekosistemima Juzne Amerike koji su ujedno i prvi put tamo detektovani (Lagos i
sar., 1999; Molica i sar., 2002; Molica i sar., 2005; Hoff-Risseti i sar., 2013). Kod vrste
Cilindrospermopsis raciborskii koja je pronadena u Evropi, Aziji i Australiji do sada nije
zabelezena produkcija saksitoksina (Acs i sar., 2013). Postoje jo$ neidentifikovana
neurotoksi¢na jedinjenja koja proizvodi Cylindrospermopsis raciborskii (Novakova i sar.,
2013), koja bi mogla biti dovedena u vezu sa pomorom ribe u Madarskoj (Vehovszky i sar.,
2015). Nedavno je u rezervoaru Bir M’cherga u Tunisu zabelezen je prvi sluc¢aj posedovanja
klastera gena za mikrocistin kod ove vrste, iako u rezervoaru nije detektovana proizvodnja
mikrocistina od strane ove cijanobakterije (Fathalli i sar., 2011).

Na osnovu podataka iz sveta, oCigledno je da mnoge vrste koje cvetaju u vodenim

ekosistemima Republike Srbije mogu da proizvode jedan ili viSe cijanotoksina (mikrocistine,
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cilindrospermopsin, anatoksin, saksitoksin) zbog ¢ega je neophodno imati u vidu moguénost

prisustva 1 drugih cijanotoksina tokom buducih istrazivanja.

5.1.5. Potencijalna produkcija ostalih sekundarnih metabolita od strane cvetajucih

cijanobakterija sa teritorije Republike Srbije na osnovu podataka iz sveta

Pored cijanotoksina, brojni su i sekundarni metaboliti cijanobakterija ¢ije dejstvo na
druge organizme i ekosistem u celini moze biti raznoliko. Cijanobakterije mogu da proizvode
raznolik spektar strukturno razli¢itih supstanci sa raznovrsnim efektima, od inhibicije enzima,
citotoksicnosti, preko imunosupresivnih, antiinflamatornih, do antifungalnih, antibakterijskih,
antivirusnih i algicidnih aktivnosti (Burja i sar., 2001). Izgleda da samo oni organizmi Kkoji
nemaju imuni sistem predstavljaju plodne proizvodace sekundarnih metabolita (Stone i
Williams, 1992), koji verovatno predstavljaju neku vrstu odbrambenog mehanizma.
Biosinteza ovakvih sekundarnih metabolita od strane cijanobakterija, bez obzira na ekosistem
koji naseljavaju, pokazuje kako ovi mikroorganizmi predstavljaju bogatstvo bioaktivnih
supstanci. U Tabeli 41 je predstavljen samo deo ovih raznovrsnih jedinjenja koje mogu da

proizvode neke od cvetajucih cijanobakterija koje se javljaju na teritoriji Republike Srbije.

Tabela 41. Moguci razliciti efekti metabolita vrsta cijanobakterija koje cvetaju
u Republici Srbiji

Cijanobakterije i metaboliti Aktivnost metabolita
) ) Referenca
koje proizvode (na Sta ispoljava dejstvo)

Microcystis aeruginosa

citotoksi¢nost
(mioblast pacova L6 ¢elije IC50)
toksi¢nost )
) ) Portmann i sar., 2008a,b
aeruciklamid A-D (Thamnocephalus platyurus)
antiparazitsko (Plasmodium
falciparum K1, Trypanosoma

brucei rhodesience STIB 900)

) antibakterijsko o
aeruginazol DA1497 Adiv i sar., 2012
(Staphylococcus aureus)

aeruginoguanidin 98A- 98C citotoksi¢nost Ishida i sar., 2002
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(P388 ¢elije leukemije)

aeruginopeptin
917SA do 917S-C

inhibicija proteaza (himotripsin)

citotoksi¢nost

Harada i sar., 2001

aeruginopeptin
95A, 95B, 228A i1 228B

inhibicija proteaza

Harada i sar., 1993

aeruginozamid

citotoksi¢nost (A2780 ljudske
tumorne Celije jajnika 1 K562

ljudske ¢elije leukemije)

Lawton i sar., 1999

aeruginozin 101

inhibicija proteaza

(tripsin, plazmin, trombin)

Ishida i sar., 1999

aeruginozin 102A i 102B

inhibicija proteaza

(tripsin, plazmin, trombin)

Matsuda i sar., 1996

aeruginozin 298A i 298B

inhibicija proteaza
(tripsin, trombin)

Steiner i sar., 1998
Murakami i sar., 1994

aeruginozin 89A i 89B

inhibicija proteaza

(tripsin, plazmin, trombin)

Ishida i sar., 1999

aeruginozin 98A, 98B i 98C

inhibicija proteaza

(tripsin, plazmin, trombin)

Murakami i sar., 1995

aeruginozin EI461

inhibicija proteaza (tripsin)

Ploutno i sar., 2002

aeruginozin KT608A,
KT608B, KT650, GH553 i
pseudoaeruginozin KT554

inhibicija proteaza (tripsin)

Lifshits i Carmeli, 2012

cijanopeptolin 1020

inhibicija proteaza
(tripsin, kalikrein, faktor Xia)

Gademann i sar., 2010

cijanopeptolin 954

inhibicija proteaza (himotripsin)

Elert i sar., 2005

alelopatsko, antialgalno

Ishida i Murakami,

kasumigamid (Chlamydomonas neglecta 2000
NIES-439)
kavagucipeptin A i B antibakterijsko Ishida i sar., 1996;
(Staphylococcus aureus) 1997a

o ) citotoksi¢nost Ishida i sar., 2000a;

mikrociklamid . .
(P388 celije leukemije misa) Ziemert i sar., 2008

mikrocistilid A citotoksi¢nost (HCT-116 i Tsukamoto i sar., 1993
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HCTVP35 ¢elijske linije)

mikroginin

inhibitor angiotenzin-

konvertujuéeg enzima

Okino i sar., 1993a

mikroginin
299A, 299B, 299C i 299D

inhibicija proteaza

(leucin aminopeptidaza)

Ishida i sar., 1997b;
Ishida i sar., 1998a

mikroginin
478, 51A, 51B i 91A-91E0

inhibicija proteaza
(aminopeptidaza M)
inhibitor angiotenzin-

konvertujuéeg enzima

Ishida i sar., 2000b

mikroginin SD755

inhibicija proteaza (goveda

amino peptidaza N)

Reshef i Carmeli, 2001

mikropeptin 103

inhibicija proteaza (himotripsin)

Murakami i sar., 1997a

mikropeptin 478A i1 478B

inhibicija proteaza

(plazmin, tripsin, himotripsin)

Ishida i sar., 1997c;
Gesner-Apter i
Carmeli, 2009

mikropeptin 88 N i 88Y

inhibicija proteaza (himotripsin)

Yamaki i sar., 2005

mikropeptin 88A i 88F

inhibicija proteaza (himotripsin

elastaza, himotripsin)

Ishida i sar., 1998b

mikropeptin 90

inhibicija proteaza

(plazmin, tripsin)

Ishida i sar., 1995

mikropeptin Ai B

inhibicija proteaza

(plazmin, tripsin)

Okino i sar., 1993b

mikropeptin C-F

inhibicija proteaza (himotripsin)

Kisugi i Okino, 2009

mikropeptin DR1056 i 1060,
DR1006, SF909

inhibicija proteaza (himotripsin,
himotripsin elastaza, himotripsin
aminopeptidaza N citosolna

aminopeptidaza)

Adiv i sar., 2010

mikropeptin EI992 i E1964

inhibicija proteaza (tripsin)

Ploutno i sar., 2002

mikropeptin KT1042

inhibicija proteaza (himotripsin)

Lifshits i Carmeli, 2012

mikropeptin SD944 i SD999,
SD979 i SD1002

inhibicija proteaza

(tripsin, himotripsin)

Reshef i Carmeli, 2001

mikropeptin T-20

inhibicija proteaza

(himotripsin, tirozinaza )

Okano i sar., 1999
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mikroviridin B i C inhibicija proteaza

(elastaza, himotripsin, tripsin)

Okino i sar., 1995

inhibicija proteaza

(svinjski tripsin, govedi

mikroviridin J _ o Rohrlack i sar., 2003
himotripsin, tripsin nalikujuce
preteaze dafnije)
mikroviridin inhibicija proteaza ) )
_ o _ o Reshef i Carmeli, 2006
SD1634, SD1652 i SD1684 (tripsin, ¢ himotripsin)

Aphanizomenon flos-aquae

anabenopeptin I i J inhibitor (karboksipeptidaza A)

Shini sar., 1997a;
Murakami i sar., 2000

Planktothrix agardhii (Oscillatoria agardhii)

aeruginozid 126A inhibicija proteaza (svinjski

tripsin, govedi plazma trombin)

Ishida i sar., 2007

o ) inhibicija proteaza (tripsin,
aeruginozin 205A i1 205B

Shini sar., 1997b

trombin)
) ) ) o ) Luukkainen i sar., 1993;
agardipeptin A'i B inhibicija proteaza (plazmin) Shin i sar.. 19964
anabenopeptin 908 i 915 inhibitor (karboksipeptidaza A)  Okumura i sar., 2009
anabenopeptin B opusta aortu kod pacova Murakami i sar., 1997b
anabenopeptin G i H inhibitor (karboksipeptidaza A) Itou i sar., 1999a

) L inhibicija proteaza
mikroviridin D-F _ o
(elastaza, himotripsin)

Shin i sar., 1996b

mikroviridin | inhibicija proteaza (elastaza)

Fujii i sar., 2000

oscilamid Y inhibicija proteaza (himotripsin)

Sano i Kaya, 1995:
Fujii i sar., 2000

) . ) inhibicija proteaza
oscilapeptilid 97A 1 97B _ o
(elastaza, himotripsin)

Fujii i sar., 2000

) ) inhibicija proteaza
oscilapeptin _ o
(elastaza, ¢ himotripsin)

Shin i sar., 1995

) ) inhibicija proteaza (himotripsin,
oscilapeptin A- F o )
elastaza, tripsin, plazmin)

Itou i sar., 1999b

oscilapeptin D inhibicija proteaza (tripsin)

Sano i sar., 1998
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] ) inhibicija proteaza(tirozinaza,  Sano i Kaya, 1996:
oscilapeptin G ) o L
himotripsin, elastaza) Fujii i sar., 2000

Planktothrix rubescens (Oscillatoria rubescens)

_ _ toksi¢nost (Thamnocephalus ]
oscilapeptin J Blom i sar., 2003
platyurus)

o inhibicija proteaza (tripsin, a- _
planktociklin ) L Baumann i sar., 2007
himotripsin, ljudska kaspaza 8)

planktopeptin inhibicija proteaza Grach-Pogrebinsky i
BL1125, BL843 i BL1061 (elastaza, himotripsin) sar., 2003

Anabaena flos-aquae

anabenopeptin A opusta aortu kod pacova Harada i sar., 1995

Anabaena spiroides

inhibicija proteaza (himotripsin)

o anticijanobakterijsko Kaya i sar., 2002
spiroidezin ) ) _
(Microcystis aeruginosa
NIES-88)
Anabaena circinalis
o o _ Sim i Mudge, 1993;
circinamid inhibitor enzima .
Negri i Jones, 1995
Microcystis viridis
inhibicija proteaza Kodani i sar., 1998

aeruginozin 103A o _
(trombin, tripsin, plazmin)

Kusumi i sar., 1987;

cijanoviridin RR toksicnost .
Tsukuda i sar., 1989

mikroviridin A inhibicija proteaza (tirozinaza)  Ishitsuka i sar., 1990

Anabaena affinis

] citotoksi¢nost ] o
9-deazaadenozin - o Namikoshi i sar., 1993
(L1210 ¢elije leukemije misa)

Cijanobakterije predstavljaju bogat izvor metabolita koji inhibiSu proteaze. Proteaze
mogu aktivno da indukuju proliferaciju i metastazu ¢elija kancera razliitim mehanizmima,
kao 1 da pomazu ¢elijama tumora i kancera da se odvoje od epitela i udu u tkiva proteolizama

ekstracelularnih matriks proteina (Nagarajan i sar., 2013). S obzirom da proteaze ucestvuju u
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varenju kod Zivotinja, jedna od teorija je da inhibitori proteaza imaju ulogu u spreavanju
ishrane, medutim, potrebna su dodatna istrazivanja da bi se ova teorija potvrdila (Chlipala i
sar., 2011). Inhibiciju proteaza poput tripsina, trombina, elastaza i drugih, mogu da vrse
aeruginozini, anabenopeptini, cijanopeptolini, mikroginini, mikropeptini, mikroviridini i
oscilapeptini, kao i brojni drugi metaboliti cijanobakterija (Chlipala i sar., 2011; Nagarajan i
sar., 2013). Cvetajuca vrsta sa teritorije Republike Srbije, Microcystis aeruginosa, produkuje
veliki broj jedinjenja medu koje spadaju i inhibitori velikog broja proteaza. Ovo svojstvo
imaju i vrste Microcystis viridis (Harada i sar., 1993; Okino i sar., 1993a,b; Murakami i sar.,
1994; Ishida i sar., 1995; Murakami i sar., 1995; Okino i sar., 1995; Matsuda i sar., 1996;
Murakami i sar., 1997a; Ishida i sar., 1997b,c; Ishida i sar., 1998a,b; Steiner i sar., 1998;
Ishida i sar., 1999; Okano i sar., 1999; Ishida i sar., 2000b; Harada i sar., 2001; Reshef i
Carmeli, 2001; Ploutno i sar., 2002; Rohrlack i sar., 2003; Elert i sar., 2005; Yamaki i sar.,
2005; Reshef i Carmeli, 2006; Gesner-Apter i Carmeli, 2009; Kisugi i Okino, 2009; Adiv i
sar.,, 2010; Gademann i sar., 2010; Lifshits i Carmeli, 2012), Planktothrix agardhii
(Luukkainen i sar., 1993; Sano i Kaya, 1995; Shin i sar., 1995; Sano i Kaya, 1996; Shin i sar.,
1996a,b; Shin i sar., 1997a,b; Sano i sar., 1998; Itou i sar., 1999a,b; Fujii i sar., 2000; Ishida i
sar., 2007; Okumura i sar., 2009), Planktothrix rubescens (Grach-Pogrebinsky i sar., 2003;
Baumann i sar., 2007), Anabaena circinalis (Sim i Mudge, 1993; Negri i Jones, 1995) i
Anabaena spiroides (Kaya i sar., 2002).

Brojni sekundarni metaboliti cijanobakterija poput kriptoficina, citotoksi¢ni su za
razne sisarske kancerozne Celijske linije (Chlipala i sar., 2011). Recimo, neke od supstanci
izolovanih iz cijanobakterija deluju citotoksiéno na kancer kolona (minutisamidi,
mikrocistilid A, laksaficini, cilindrociklofani i1 bauerini A-C), kancer dojki
(karbamidociklofani, dendroamidi, hapalosin i toliporfini), kancer plu¢a (pahaiokolid A) i
kancer prostate (tihonamid) (Nagarajan i sar., 2013). Citotoksi¢no dejstvo mogu da
ispoljavaju cvetajuce cijanobakterije Microcystis aeruginosa (Tsukamoto i sar., 1993;
Lawton i sar., 1999; Ishida i sar., 2002; Portmann i sar., 2008a,b) i Anabaena affinis
(Namikoshi i sar., 1993), a ove cijanobakterije mozemo naé¢i u brojnim vodenim
ekosistemima sa teritorije Republike Srbije.

Nekoliko bioaktivnih sekundarnih metabolita izolovanih iz cijanobakterija, poput
aeruciklamida A-D, ambigola A i C, calotriksina A i B, nostokarbolina, kao i tihonamida A i
B, imaju jako dejstvo protiv odredenih parazita koji prouzrokuju smrtonosne bolesti
(Nagarajan i sar., 2013). Od vrsta koje se javljaju na teritoriji Republike Srbije, Microcystis

aeruginosa proizvodi supstance sa antiparazitskim dejstvom na neke od teskih infektivih

146



Diskusija

bolesti poput malarije i bolesti spavanja (Portmann i sar., 2008a,b). Terapija prirodnim
supstancama moze da igra bitnu ulogu u kontroli smrtonosnih parazitskih bolesti pomocu
cijanobakterijskih metabolita (Nagarajan i sar., 2013).

Pojava novih infektivnih bolesti i razvoj otpornosti na ve¢ postojece patogene potice
na potragu i razvoj novih lekovitih supstanci. Poznato je da cijanobakterije mogu da
proizvedu antimikrobne supstance (antibakterijske, antiviralne i antifungalne) (Nagarajan i
sar., 2013). Neke od njih su aeruginazol, ambigol, ambiguin izonitrili, caloficin, komnostini
A-E, fiSerindoli, hapalindoli, hasalidin A i B, ihtiopeptini A i B, kavagucipeptini A i B,
nostokarbolini, noskomin, nostociklin A, nostofungicidin, scitoficini, Sizotrin A, tolitoksin,
tolibisidini A'i B (Chlipala i sar., 2011; Nagarajan i sar., 2013). Vrsta Microcystis aeruginosa
proizvodi antibakterijske supstance koje deluju na Staphylococcus aureus (Ishida i sar., 1996;
1997a; Adiv i sar., 2012). Kao i Planktothrix rubescens, moze da ispolji toksi¢nost i na jednu
vrstu slatkovodnog raci¢a (Thamnocephalus platyurus) (Blom i sar., 2003; Portmann i sar.,
2008a,b).

U borbi za hranu, svetlost i druge vazne faktore, cijanobakterije produkuju alelopatska
hemijska jedinjenja kojima supresuju ili zaustavljaju rast drugih algalnih ili cijanobakterijskih
vrsta. U ova jedinjenja spadaju fiSerelin A, nostokarbolin, nostocin A, nostociklamid,
portoamidi A i B, kao i spiroidezin (Nagarajan i sar., 2013). Microcystis aeruginosa i
Anabaena spiroides mogu da proizvode ovakva jedinjenja (Ishida i Murakami, 2000; Kaya i
sar., 2002).

Metaboliti cijanobakterija mogu da imaju znacajne, kako pozitivne tako i negativne,
bioloSke funkcije, a pitanje je koliko ih jo§ ima neindentifikovanih i kakva svojstva mogu da
imaju zbog Cega se potreba za proucavanjem ovih metabolita ne moze zanemariti. S obzirom
na literaturne podatke, moze se zakljuciti da postoji velika raznolikost sekundarnih metabolita
koje produkuju cijanobakterije sa teritorije Republike Srbije Sto znafajno moze uticati na

ekosistem, ali i na zdravlje ljudi.

5.2. Cijanobakterije i cijanotoksini iz jezera Ludos

5.2.1. Cijanobakterije i cijanotoksini u vodi iz jezera Ludo$

Kvalitet vode u jezeru Ludo$ ima veliki ekoloski znac¢aj za oCuvanje raznolikosti flore

i faune ovog Ramsarskog podrucja. Postoji veliki broj biljnih vrsta, riba i ptica
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karakteristi¢énih za mocvarne ekosisteme, $to je slucaj i sa jezerom Ludo$. Kompleksni
migracioni obrazac ptica ovog moc¢varnog ekosistema istrazivan je i dokumentovan od 1985.
godine. Medutim, netretirane otpadne vode iz okolnih naseljenih mesta se stalno,
nekontrolisano i direktno ulivaju u Ludos, §to doprinosi daljem pogorSanju kvaliteta vode
jezera 1 povecava koli¢inu mulja (Zavod za javno zdravlje Subotica, 2012). Monitoring
kvaliteta vode jezera Ludos vrsi se redovno 1 objavljuje u vidu godiSnjeg izvestaja. Promene
u kvalitetu vode mogu doprineti povecanju pojave i brojnosti cijanobakterija u jezeru Ludos
(Zavod za javno zdravlje Subotica, 2011, 2012, 2013). U cilju pracenja procesa eutrofikacije i
analize trofickog nivoa ispitivanog ekosistema, tokom izrade doktorske disertacije vrsena su
merenja hlorofila a, na osnovu ¢ega se zakljuCuje da je jezero Ludo$ u 2011. godini
uglavnom eutrofno, sa maksimalnom koncentracijom zabelezenom u julu u uzorcima sa doka
(189,60 mg/md).

Istorijski pregled pojave cijanobakterija u jezeru Ludo$, na osnovu baze podataka
cijanobakterija u Srbiji, pokazao je kontinuirano prisustvo cijanobakterija jo§ od 1970.
godine, posebno tokom letnjih meseci, §to su potvrdili brojni autori (Gajin 1 sar., 1983;
Brankovi¢ i sar., 1998; Nemes i Matavulj, 2006; Svircev i sar., 2007; Filipovi¢ i Obradovi¢,
2008). U jednom od prvih izvestaja autora Selesi (1981), evidentirano je cvetanje Microcystis
aeruginosa sedamdesetih godina. Sli¢na zapazanja su zabelezena osamdesetih od strane
buki¢ 1 saradnika (1991a). Devedesetih godina cveta joS jedna cijanobakterija
Aphanizomenon flos-aquae (Duli¢ i Mrki¢, 1999). Nakon 2000. godine, u jezeru Ludos$ cveta
viSe vrsta cijanobakterija poput Microcystis flos-aquae, Microcystis wesenbergii,
Planktothrix agardhii (Simeunovi¢, 2009), Microcystis viridis, Pseudanabaena limnetica
(Sedmak i Svircev, 2011), Anabaena spiroides (Svir¢ev i sar., 2013d). U poslednjih nekoliko
godina, potencijalno  toksitna 1 invazivna tropska/subtropska  cijanobakterija
Cilindrospermopsis raciborskii postaje dominantna u jezeru Ludo$ (Zavod za javno zdravlje,
Subotica, 2012; 2013). Pored toga, rezultati iz ove doktorske disertacije ukazuju na cvetanje
vrsta Limnothrix redekei i Pseudanabaena limnetica u vodenom ekosistemu Ludos u 2012.
godini. Prethodna istrazivanja pokazuju da rodovi Limnothrix (Bernard i sar., 2011; Humpage
i sar., 2012) i Psudoanabaena (Oudra i sar., 2001; Marsalek i sar., 2003; Nguyen i sar., 2007;
Gantar i sar., 2009) mogu da proizvedu toksic¢na jedinjenja kao §to su cijanotoksini. Trofican
nivo jezera Ludos, kao 1 prisustvo potencijalno toksi¢nih cijanobakterija ukazuju na negativan

uticaj koji ovi mikroorganizmi mogu da imaju na stanje jednog vodenog ekosistema.
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5.2.2. Uticaj cijanobakterija i cijanotoksina na ribe iz jezera Ludos

Akumulacija mikrocistina

U jezeru Ludos istrazivana je omnivorna vrsta ribe Carassius gibelio na prisustvo i
akumulaciju mikrocistina. Rezultati analize prisustva mikrocistina u tkivu babuske iz jezera
Ludo$ ukazuju na akumulaciju dve varijante mikrocistina (MC-LR i MC-RR). U crevu je
detektovan MC-LR, a u miSi¢ima MC-RR tokom oba perioda istrazivanja. U $krgama je
akumuliran MC-RR 2011. godine, a u bubrezima i gonadama MC-LR 2012. godine. Ranija
istrazivanja na istoj vrsti ribe u jezeru Pamvotis (Grcka), pokazala su akumulaciju
mikrocistina u razli¢itim organima riba prilikom cvetanja cijanobakterija, prvenstveno rodova
Microcystis sp. i Anabaena sp.. Najveée koncentracije mikrocistina pronadene su u jetri
(275,1 + 84,5 ng/g), zatim crevima (233,51 = 196,5 ng/g), bubrezima (155,8 + 35,8 ng/Q) i
mozgu (38,5 £ 26,9 ng/g). Najmanje koncentracije bile su u gonadama (21,02 £ 9,16 ng/g) i
miSi¢ima (16,05 = 11,97 ng/g) (Kagalou i sar., 2008). U 13 jezera u Grckoj gde su pretezno
dominirale Oscillatoria sp., Anabaena sp., Microcystis sp. i Aphanizomenon flos-aquae,
analiza uzoraka ribe ukazala je na prisustvo mikrocistina u tkivima jetre, creva, bubrega,
mozga, jajnika i miSica vrste Carassius gibelio (Papadimitriou i sar., 2010). Prilikom ranijih
istrazivanja pronadena je akumulacija cijanotoksina u crevima, miSi¢ima, Skrgama,
bubrezima i gonadama drugih riba, odnosno vrsta Tilapia rendalli, Hypophthalmichthys
nobilis, Liza sp., Cyprinus carpio, kao i Oreochromis niloticus (Magalhaes i sar., 2001,
Mohamed i sar., 2003; Li i sar., 2004; Soares i sar., 2004; Xie i sar., 2004, 2005; Cazenave i
sar., 2005; Chen i sar., 2006a; Adamovsky i sar., 2007; Romo i sar., 2012; Mitsoura i sar.,
2013).

Akumulacija cijanotoksina u razli¢itim tkivima ribe zavisi od nekoliko faktora. U
jezeru u Ohaju, SAD, samo dve od pet vrsta riba akumulirale su MC-LR u tkivu miSi¢a
(Schmidt i sar., 2013). Ovo podrazumeva postojanje razli¢itih mehanizama usvajanja MC-LR
kod razli¢itih vrsta riba. Postoji nekoliko istrazivanja o usvajanju razliCitth koncentracija
mikrocistina kod karnivornih, omnivornih i planktivornih vrsta riba (Xie i sar., 2005; Zhang i
sar., 2009b), medutim veza izmedu nacina ishrane i akumulacije mikrocistina nije u
potpunosti razjaSnjena (Ibelings i Chorus, 2007). Akumulacija mikrocistina moZe da varira u
zavisnosti od koncentracija toksina u vodi (Mohamed i sar., 2003; Deblois i sar., 2008), a
izmerene su i sezonske promene u koncentraciji MC-LR ekvivalenata u tkivima Tilapia
rendalli (Magalhaes i sar., 2001), Oreochromis niloticus (Mohamed i sar., 2003) i Carassius

gibelio (Kagalou i sar., 2008).
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Ispitivanja sprovedena u okviru izrade ove doktorske disertacije su pokazala da
mikrocistini nisu detektovani u jetri kod babuske iz jezera Ludos, §to moze biti objasnjeno
procesima detoksifikacije. Detoksikacija u jetri najcesS¢e zapocinje sa konjugacijom GSH,
koja je katalizovana od strane enzima GST. Ovom reakcijom se formiraju konjugati koji se
mogu dalje eliminisati bilijarnom ekskrecijom (Mohamed i Hussein, 2006). Eliminacija
mikrocistina iz ribe je dinamican proces i zavisi od mnogo faktora kao S§to je usvajanje i
metabolizam vrste (Malbrouck i Kestemont, 2006), vremena eliminacije, organa (Adamovsky
I sar., 2007), vrste ribe (npr. tipa ishrane) (Snyder i sar., 2002), kongenera mikrocistina (Xie i
sar.,, 2004) i faktora sredine (npr. temperature) (Yokoyama i Park, 2003). Eliminacija
mikrocistina moze da traje izvesno vreme jer su poviSene koncentracije pronadene i 15 do 40
dana nakon perioda akumulacije (Soares i sar., 2004; Xie i sar., 2004). Nakon 2 nedelje
depuracije, koncentracija mikrocistina u tkivu jetre i miSi¢a nije se znacajnije menjala kod
suncanice, Lepomis gibbosus (Smith i Haney, 2006). Konstantne vrednosti mikrocistina u
jetri 1 miSi¢ima suncanice kontradiktorne su rezultatima drugih istrazivanja depuracije
(Vasconcelos, 1995; Yokoyama i Park, 2003; Xie i sar., 2004), medutim, moguce je da su
posledica izgladnjivanja tokom zimskih uslova prilikom kojih ribe zadrzavaju odredene
koncentracije mikrocistina u tkivima (Smith i Haney, 2006). Neophodno je naglasiti da
detektovane vrednosti predstavljaju samo slobodne mikrocistine. Procenjuje se da u tkivima
cak 60 do 90% od ukupnog microcistina biva kovalentno vezano (Williams i sar., 1997a, b;
Ibelings 1 sar., 2005), medutim, toksi¢nost ovih kovalentnih kompleksa je mnogo manja u
poredenju sa slobodnim MC-LR (Falconer i sar., 1999; Metcalf i sar., 2000; Ito i sar., 2002;
Campos i Vasconselos, 2010). Postoji mogucnost da se peptidni fragmenti mikrocistina
oslobode enzimskim putem iz tkiva tokom vremena (Smith i sar., 2010; Lance i sar., 2014),
stoga predstavljaju dodatan pul potencijalno toksi¢nih analoga mikrocistina u ¢eliji 1 dodatan

nacin izlaganja organizama mikrocistinima.

Histoloske promene

Najvecéa oste¢enja primecena su u jetri babuske (Carassius gibelio), verovatno zbog
hepatotoksi¢ne prirode mikrocistina. ZabeleZzene promene kao $to su gubitak normalne
strukture parenhima, disocijacija celija, gubitak oblika hepatocita, gubitak glikogena,
vakuolizacija 1 nekroza sa piknozom tipicne su histoloSke promene nakon izlaganja ribe
mikrocistinima (Svircev i sar., 2015). Ove promene zapazene su i u Tinca tinca (Atencio i
sar., 2008a), Cyprinus carpio (Carbis i sar., 1996; Fisher i Dietrich, 2000; Jiang i sar., 2011),
Oryzias latipes (Djediat i sar., 2010; Trinchet i sar., 2011), Oreochromis sp. (Atencio i sar.,
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2008b) i Carassius auratus (Malbrouck i sar., 2003) nakon eksperimentalnog izlaganja
mikrocistinima, ali i kod Cyprinus carpio (Carbis i sar., 1997), Ictalurus punctatus (Zimba i
sar., 2001) i babuske, Carassius gibelio (Panagiotis i sar., 2014) koje su naseljavale jezera sa
toksi¢nim cvetanjem cijanobakterija.

U doktorskoj disertaciji potvrdeno je da mikrocistini imaju toksi¢ne efekte i na druge
organe iako su mikrocistini prvenstveno hepatotoksini. Glomerulopatija sa dilatacijom
Bovmanove kapsule, kao i vakuolizacija tubula babuske iz jezera Ludo$ predstavljaju Cesto
opisane histopatoloske promene u bubrezima nakon izlaganja mikrocistinima.
Dokumentovane su jo$ i kod Hypophthalmichthys molitrix (Li i sar., 2007), Cyprinus carpio
(Carbis i sar., 1996; Fisher i Dietrich, 2000), tilapija (Molina i sar., 2005; Atencio i sar.,
2008b) i Oncorhynchus mykiss (Kotak i sar., 1996b).

S obzirom na delikatnu stukturu i veliku kontaktnu povrSinu $krge su prvi organi na
koje uticu ksenobiotici koji se nalaze u vodi (Poleksi¢ 1 Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994; Bernet i
sar., 1999). Medutim, efekti mikrocistina na Skrge su veoma slabo dokumentovani. Najcesce
promene Skrga koje nastaju izlaganjem mikrocistinima su intenzivna hiperplazija sa
kompletnom fuzijom lamela, zatim edem i podizanje epitela koje su primeéene i kod
ulovljenih babuski. Ove promene smatraju se zastitnim mehanizmom riba koje tako smanjuju
respiratornu povrsinu i dodirnu povrsinu izmedu krvi i vode odnosno usvajanje ksenobiotika
(Poleksi¢ 1 Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994). Jiang i saradnici (2011) i autori Gupta i Guha (2006)
zapazili su slicne promene. Kod ispitivane babuSke detektovana je i hiperplazija hloridnih
¢elija koja moZe biti rezultat direktnog izlaganja mikrocistinima s obzirom da su Gaete i
saradnici (1994) i Vinagre i saradnici (2003) uo¢ili inhibitorni efekat mikrocistina na jonske
pumpe hloridnih ¢elija.

S obzirom da cijanobakterije ulaze u ishranu babusSke, detektovane histopatoloske
promene u crevnom sistemu verovatno su rezultat direktnog efekta cijanotoksina. Nekroti¢ni
enteritis sa deskvamacijom resica je, takode, primecena kod linjaka (Atencio i sar., 2008a),

tolstolobika (Ferreira i sar., 2010) i Oryzias latipes (Trinchet i sar., 2011).
5.2.3. Uticaj cijanobakterija i cijanotoksina na biljke iz jezera Ludo§
Brojna su istrazivanja efekata cijanotoksina na vodene biljke. U jezeru Ludo$

analizirane su Cetiri vrste vodenih biljaka (trska, rogoz, ljubicasti i1 zuti lokvanj) na prisustvo

cijanotoksina u razli¢itim tkivima.
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Mali je broj istrazivanja akumulacije mikrocistina u pomenutim vrstama makrofita u
svetu, a najvisSe podataka ima o efektima cijanotoksina na trsku. Prilikom istraZzivanja na
Ludosu detektovan je MC-RR u rizomu (0,218 ng/g) i starim listovima (0,685 ng/g) trske
Phragmites australis. Trska je Siroko rastrostranjena makrofita, ¢esto izlozena razli¢itim
toksinima eutrofnih voda. Ova emerzna makrofita bitna je za ekologiju vodenog ekosistema
zato Sto, izmedu ostalog, smanjuje zagadenost ekosistema i tolerantna je na izlaganje teSkim
metalima. Zbog bitne ekoloske uloge, smanjenje populacije ove biljke privuklo je paznju
mnogih istrazivaca Sirom Evrope (Ostendorp, 1989; Ye i sar., 1998; Armstrong i Armstrong,
2001; Meszaros i sar., 2003). ZabelezZeni efekti cijanotoksina na trsku su viSestruki. Toksi¢no
cvetanje mikrocistisa ima alelopatsko dejstvo na trsku jer dovodi do skracenja duzine stabla,
smanjenja suve tezine i apsorpcije nutrijenata i kiseonika (Yamasaki, 1993). Mathe i
saradnici (2007) ustanovili su histoloSke promene biljke Phragmites australis nakon izlaganja
MC-LR koje ukljuuju zapuSenje aerenhima, prerani razvoj lateralnih korenci¢a pa cak i1
nekroza rizoma. Stavise, izlaganje MC-LR dovodi do promena u citoskeletu §to prouzrokuje
promene u arhitekturi i razvoju rizoma, ali i celija biljke (Mathe i sar., 2009).
Cilindrospermopsin dovodi do promena u histologiji korena i organizaciji mikrotubula u trsci
gajene in vitro (Beyer i sar., 2009). Pflugmacher (2002) je zabelezio znacajne inhibitorne
efekte na fotosintezu Phragmites australis nakon izlaganja 0,5 pg/L MC-LR. Dobijeno je da
se MC-LR moze akumulirati u razli¢itim vodenim biljkama, ukljucujuéi i P. australis, i da se
toksin moze prenositi lancima ishrane (Pflugmacher 1 sar., 1998, 1999; Pflugmacher, 2004).
Radioaktivni MC-LR usvajan je od strane trske i to u stablu, rizomima i listovima
(Pflugmacher i sar., 2001).

Akumulacija MC-RR detektovana je u rizomu rogoza Typha latifolia (0,046 ng/g) i
ljubicastog lokvanja Nymphaea elegans (0,015 ng/g) iz Ludosa. Medutim, sli¢ni podaci nisu
pronadeni u dostupnoj literaturi.

Sa druge strane, primecena su i alelopatska dejstva jedinjenja rogoza i trske na rast
cijanobakterija. Etil 2-metilacetoacetat izolovan iz P. communis pokazao je jaku inhibiciju
rasta cijanobakterije Microcystis aeruginosa (Li i Hu, 2005). Detektovana je i alelopatska
aktivnost isparljivih ulja rogoza Typha latifolia pri koncentraciji ekstrakta od 50 mg/L koja su
dovela do inhibicije rasta od 43,3% i 47,9% cijanobakterije Microcystis aeruginosa (Wang i
sar.,, 2014). Druga vrsta rogoza, Typha angustifolia, koris¢ena je u fikoremedijaciji
slatkovodnih ekosistema zbog sposobnosti smanjenja nitratnog i1 fosfatnog zagadenja, a

samim tim i rasta mikrocistisa (Vidayanti i sar., 2012).
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Posto je jezero Ludos sa teritorije Republike Srbije na listi mo¢vara od medunarodnog
znacaja, stabilnost ovog vodenog ekosistema je veoma bitno. Stoga, su kontinualni i detaljan
monitoring cijanobakterija i pojave cijanotoksina i njihovih efekata, ali i posledica po

ekosistem neophodni za ocuvanje biodiverziteta ovog Ramsarskog podrucja.

5.3. Cijanobakterije i cijanotoksini u bioloskim lesnim pokoricama

5.3.1. Cijanobakterije u bioloskim lesnim pokoricama

Les predstavlja prasinu nanetu vetrom koja se talozi na prostranstvima srednjih
geografskih Sirina. Les 1 lesni sedimenti pokrivaju 10% Zemljine povrSine (Pecsi, 1990;
Heller i Evans, 1995; Smalley i sar., 2011). U Evropi, les i lesni sedimenti pokrivaju petinu
ukupne povrsine Evrope i tako ¢ine dominantan tip sedimenta, odnosno zemlji$ni materijal
od kojeg nastaju druga zemljista (Haase i sar., 2007). U Vojvodini se nalaze kompletne i
veoma guste lesno-paleosolne sekvence koje pokrivaju 60% povrsine i o€uvane su na Sest
zasebnih lesnih platoa: Backa, Srem, Tamis, Banat, juznoisto¢ni Banat 1 Titelski lesni plato
(Markovi¢ i sar., 2008).

Znacajnu biomasu u lesnim povrs$inama ¢ine bioloske lesne pokorice (Smalley i sar.,
2011). Novija hipoteza govori o tome kako nastanak lesa delom zavisi od cijanobakterija koje
luce polisaharide, zbog Cega je poznavanje sastava bioloskih zajednica u lesu znacajno.
Bioloske lesne pokorice imaju veoma bitnu ulogu u sakupljanju prasine, selekciji veli¢ine
Cestica, nakupljanju (tokom vlaznih perioda) 1 ocuvanju (tokom susnih perioda) prasine koja
ucestvuje u formiranju lesa. Navedeni procesi rezultat su Zivotnih strategija cijanobakterijskih
zajednica unutar pokorica, kao §to su adaptacije na prisustvo ili odsustvo vode, mehanizmi
zastite od Stetnog UV zracenja 1 nedostatak nutrijenata (Svir€ev i sar., 2013c).

Prilikom izrade ove doktorske disertacije determinisani rodovi u bioloskim lesnim
pokoricama su Chroococcus i Chroococcidiopsis. Pored pomenutih rodova, preliminarni
rezultati uzoraka lesnih pokorica iz Vojvodine ukazuju na to da se 90% bioloskih lesnih
pokorica sastoji od biomase cijanobakterija rodova Nostoc, Phormidium, Gloeocapsa,
Stigonema i Oscillatoria, a 10% od drugih mikroorganizama, pretezno bakterija.

Proizvodnja cijanotoksina od strane cijanobakterija koje se nalaze u lesnim
pokoricama i hipoteza da cijanotoksini mogu da doprinesu uspesnosti cijanobakterija u

procesima formiranja lesa zahteva dodatna istrazivanja.
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5.3.2. Cijanotoksini u bioloskim lesnim pokoricama sa teritorije Republike Srbije

Analizama u okviru ove doktorske disertacije nisu detektovani cijanotoksini ili
toksi¢nost u bioloskim lesnim pokoricama. Moguce je da su prisutne vrste cijanobakterija
netoksi¢ne ili da je koncentracija mikrocistina preniska za detekciju pomocu koriséenih
metoda. Metode detekcije cijanotoksina u bioloskim lesnim pokoricama se jo§ razvijaju i
optimizuju zbog Cega rezultate treba uzeti sa odredenom dozom opreza.

U literaturi nema podataka o prisustvu cijanotoksina u biolo§kim lesnim pokoricama.
Analize bioloskih lesnih pokorica iz severnog Irana ukazale su na moguénost prisustva
mikrocistina ili nekih toksi¢nih metabolita cijanobakterija (Duli¢ i sar., 2016). Sli¢no, niske
koncentracije mikrocistina su detektovane u pustinjskim pokoricama Katara (Metcalf i sar.,
2012). Pustinjske oluje mogu da sadrze cijanobakterije (Griffin, 2007), a moguce je da su i
cijanotoksini prisutni u praSini koju nosi vetar. Stoga, efekte hroni¢nog izlaganja
cijanobakterijama i njihovim toksinima prilikom inhalacije tokom pustinjskih oluja ne treba
zanemariti jer je moguce da dovode do zdravstvenih problema kod ljudi (Metcalf i sar.,
2012). Raznovrsne antropogene aktivnosti u pustinjama mogu da podignu cijanotoksine u
vazduh i dovedu do izlaganja ljudi cijanotoksinima putem inhalacije vazduha (Bener i sar.,
1996; Chen i sar., 2004a; Cox i sar., 2009; Griffin, 2007; Metcalf i sar., 2012). Troficne veze
cijanobakterija iz pustinja u lancima ishrane su slabo izu¢ene, medutim, postoji moguénost za

akumulaciju cijanotoksina u takvim lancima ishrane (Metcalf i sar., 2012).

5.3.3. Cijanotoksini u sojevima iz NSCCC poreklom iz bioloskih lesnih pokorica

Sojevi poreklom iz bioloskih lesnih pokorica sa teritorije Republike Srbije kultivisani
su u NSCCC. U okviru doktorske disertacije analizirana je toksi¢nost, prisustvo cijanotoksina
i moguénost ishrane dafnija u navedenim kulturama roda Nostoc (T17 i T18) i Chroococcus
(T39-T44).

Test toksi¢nosti sa racicem A. salina pokazao je veoma nizak mortalitet ispitivanih
sojeva, dok je ELISA testom detektovano prisustvo saksitoksina samo u jednom soju (T39)
poreklom iz lesa. Testom hranjenja pokazano je da je dafnija mogla da se hrani svim
sojevima, narocito sa T17 (Nostoc), T41 i T44 (Chroococcus).

Postoji nekoliko potencijalnih objasnjenja ovakvih rezultata. Jedno od objaSnjenja bi

moglo biti da u ispitivanom terestricnom ekosistemu nema cijanotoksina i da su prisutne
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samo netoksi¢ne vrste cijanobakterija. S obzirom da su cijanobakterije pionirski organizmi,
moguce je da ne dolazi do proizvodnje cijanotoksina usled nedostatka kompeticije sa drugim
mikroorganizmima u zemljiSnim ekosistemima. Zatim, dostupnost nutrijenata u terestricnim
ekosistemima ograni¢ena je u odnosu na vodene. Poznato je da u vodenim ekosistemima
smanjenje fosfata dovodi do smanjenja brojnosti cijanobakterija 1 sadrzaja cijanotoksina
(Rapala i sar., 1997). Ukoliko nema dovoljno neophodnih nutrijenata i vlage za normalan rast
i razvoj ¢elije mogu da se osuse i tako se intracelularne koncentracije cijanotoksina ocuvaju i
oslobode u zemljiste tek prilikom dolaska u kontakt sa vodom (Jones i sar., 1995; Chen i sar.,
2006b,c). Ukoliko dode do proizvodnje cijanotoksina U terestri¢nim ekosistemima, moze da
dode do njihove degradacije usled prisustva razli¢itih bakterija, usled UV zraCenja, itd.
Temperature u zemljisStu mogu da budu vise u odnosu na vodene ekosisteme, a povisene
temperature mogu da dovedu do demetilacije cijanotoksina (Rapala i sar., 1997) usled ¢ega se
smanjuje toksi¢nost. U zavisnosti od karakteristika zemljista mogu brze ili sporije da prolaze
kroz slojeve, odnosno razli¢ita je adsorpcija i duzina zadrzavanja cijanotoksina u razli¢itim
zemljistima (Morris 1 sar., 2000; Miller i sar., 2001; Miller i Fallowfield, 2001). Moguénost
detekcije cijanotoksina moze biti otezana vezivanjem cijanotoksina za ¢estice prasine, a moze
da zavisi i od sastava sedimenata. Joni metala gvozda i aluminijuma efikasno smanjuju
mogucnost detekcije mikrocistina odnosno redukcija u kvantifikaciji cijanotoksina moze da
bude rezultat degradacije cijanotoksina ili posledica ulazenja u komplekse sa jonima metala
(Oliveira i sar., 2005).

Prisustvo i uticaj cijanobakterija i cijanotoksina u vodenim ekosistemima dobro je
izu¢eno, medutim, isti podaci nedostaju za terestrine ekosisteme, kako u svetu, tako i u
Republici Srbiji. Metode detekcije cijanotoksina u zemljisnim i lesnim ekosistemima se jo$
razvijaju, a i najcesce se testira prisustvo dobro poznatih i ¢estih cijanotoksina, §to znaci da je
prisustvo drugih, manje poznatih cijanotoksina gotovo nemoguce utvrditi u terestriénim

ekosistemima.

5.4. Doprinos Novosadske kolekcija kultura cijanobakterija u analizi

svojstava cijanobakterija rasprostranjenih na teritoriji Republike Srbije

Sakupljanjem sojeva sa razli¢itih mesta sa teritorije Republike Srbije tokom
viSegodiS$njeg perioda istrazivanja, moguce je trajno zadrzati i oCuvati biodiverzitet ovih

mikroorganizama u vremenu i prostoru u vidu kolekcije kultura cijanobakterija. Tokom
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izrade doktorata na osnovu eksperimenta sa rai¢em roda Daphnia sp., pomocu testa
toksi¢nosti sa A. salina i ELISA testa dobijeni su novi podaci o svojstvima vodenih i
terestri¢nih sojeva koji pripadaju NSCCC sa ciljem da se stekne bolji uvid u efekte i

posledice koje ovi mikroorganizmi mogu da imaju u prirodnim sredinama.

5.4.1. Testiranje vodenih 1 terestricnih sojeva iz NSCCC putem testa toksicnosti sa

rac¢i¢em A. salina

Sekundarni metaboliti cijanobakterija, kako intracelularni tako i ekstracelularni, mogu
da dovedu do pojave toksi¢nih efekata kod test organizma A. salina, $to je potvrdeno velikim
brojem istrazivanja (Lindsay i sar., 2006). Smatra se da je ovaj test toksi¢nosti odgovarajué
za ispitivanje mikrocistina (Kiviranta i sar., 1991; Campbell i sar., 1994).

Prvobitno ispitivanje sojeva iz NSCCC radeno je pomocu testa toksi¢nosti sa A.
salina na 78 sojeva u eksponencijalnoj fazi rasta. Dobijena je niska intracelularna toksi¢nost
sojeva (12,8%) nakon 48 casa kod rodova Nostoc, Anabaena, Phormidium, Microcystis i
Synechocystis. Slican procenat terestricnih (12%) i vodenih (10,7%) sojeva je pokazao
intracelularnu toksicnost.

Dodatno je testirana 1 intracelularna i1 ekstracelularna toksi¢nost 26 sojeva u
stacionarnoj fazi rasta, posto je kod istih detektovano prisustvo cijanotoksina ELISA testom.
Cak 26,9% ponovno ispitivanih sojeva pokazalo je toksi¢nost u stacionarnoj fazi nakon 48
casova, iako to nije bio slu¢aj u eksponencijalnoj fazi. Soj V3 jedini je pokazao intracelularnu
toksi¢nost u obe faze rasta. U stacionarnoj fazi rasta jedino je soj T3 pokazao ekstracelularnu
toksic¢nost. Intracelularnu toksi¢nost pokazali su rodovi Nostoc, Leptolyngbya, Phormidium i
Geitlerinema, a ekstracelularnu samo jedan soj roda Nostoc. Intracelularnu toksi¢nost u
stacionarnoj fazi pokazalo je 16,6% terestri¢nih i duplo vise (35,7%) vodenih sojeva.

Ispitivani sojevi iz NSCCC prvenstveno su pokazali intracelularnu toksi¢nost u testu
toksi¢nosti sa A. salina, §to nije iznenadujue s obzirom na to da se 50% do 95%
cijanotoksina nalazi intracelularno tokom aktivnih faza rasta (Codd i sar., 1989; Rapala i sar.,
1993; Chorus i Bertram, 1999; Griffiths i Saker, 2003). Ulaskom u stacionarnu fazu dolazi do
smrti ¢elija cijanobakterija, a autolizom membrane postaju osetljive na napad bakterija (Berg
i sar., 1987). Cijanotoksini mogu biti oslobodeni tokom Zivota cijanobakterijske celije ili u
velikim koli¢inama posle njene smrti usled pasivnog izlazenja intracelularnog sadrzaja
(Fitzgerald, 2001). Dobijeni podaci o intracelularnoj toksi¢nosti u eksponencijalnoj fazi od

12,8%, u skladu su sa sliénim vrednostima drugih autora koji su dobili toksi¢nost

156



Diskusija

cijanobakterijskih sojeva od 13,9% (Jaki i sar., 1999), 9,1% (Mian i sar., 2003) i 12,7%
(Hisem i sar., 2011). NeSto veci broj toksi¢nih sojeva (24%) zabelezen je kod roda Nostoc
(Piccardi i sar., 2000), kao i u stacionarnoj fazi rasta (25%) sojeva iz NSCCC. Nasuprot tome,
Falch i saradnici (1995) registrovali su toksi¢nost kod ¢ak 80% sojeva testiranih u testu
toksi¢nosti A. salina. Komparirane su razlike izmedu toksi¢nosti sojeva poreklom iz
terestri¢nih i vodenih ekosistema.

Intracelularna toksi¢nost tokom izrade ove doktorske disertacije detektovana je kod
12% od 50 ispitivanih terestri¢nih sojeva. Nesto veéi procenat toksi¢nih sojeva, 22% od 18
terestricnih sojeva, dobili su Hisem i saradnici (2011) 1 16,6% od 30 terestri¢nih sojeva dobili
su Jaki 1 saradnici (1999). Mian 1 saradnici (2003) nisu detektovali intracelularnu toksi¢nost
kod terestricnih sojeva, dok su Piccardi i saradnici (2000) primetili toksi¢nost kod 75%
terestriénih sojeva, a Falch i saradnici (1995) kod 83% ispitivanih terestricnih sojeva.
Medutim, ovi autori su koristili mali broj sojeva (<12) u svojim istrazivanjima zbog ¢ega nije
moguce doneti pouzdane zakljucke.

U NSCCC 10,7% od 78 vodenih sojeva pokazivalo intracelularnu toksi¢nost u
eksponencijalnoj i ¢ak 35,7% od 26 sojeva u stacionarnoj fazi rasta. Piccardi i saradnici
(2000) i Mian i saradnici (2003) nisu detektovali intracelularnu toksi¢nost vodenih sojeva, ali
treba uzeti u obzir da su testirali mali broj sojeva. Hisem i saradnici (2011) su zabelezili
toksi¢nost u testu toksi¢nosti sa raCicem A. salina kod samo jednog vodenog soja od
testiranih 30.

Rezultati iz NSCCC ukazuju na porast intracelularne toksi¢nosti kod terestricnih i
vodenih sojeva u stacionarnoj fazi, u odnosu na eksponencijalnu. Ekstracelularna toksi¢nost
je izmerena samo kod jednog terestricnog soja u stacionarnoj fazi rasta. Moguce je da usled
odrzavanja optimalnih uslova za rast u kulturi izostaje oslobadanje toksi¢nih supstanci u
medijum. Prisustvo toksi¢nosti kod sojeva koji vode poreklo sa teritorije Republike Srbije

predstavlja stvaran problem koji u buduénosti treba da privu¢e mnogo vise pazZnje.

5.4.2. Testiranje vodenih i terestri¢nih sojeva iz NSCCC putem ELISA testa

Od 72 ispitivana soja iz NSCCC, nesto viSe od polovine (56,9%) nije produkovalo
merene cijanotoksine. Analizom sojeva ELISA testovima detektovani su mikrocistini ili/i
nodularini u osam rodova (Nostoc, Anabaena, Phormidium, Leptolyngbya, Gloeocapsa,
Oscillatoria, Geitlerinema i Microcystis) i dve mesane kulture (sa rodovima Jaaginema,

Aphanotece i Pseudanabaena limnetica u jednoj i Nostoc, Leptolyngbya i Spirulina u drugoj
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mesanoj kulturi), a saksitoksini kod dva roda (Nostoc i Chroococcus). Kod rodova Nostoc,
Anabaena i Phormidium detektovane su obe grupe cijanotoksina. Vece koncentracije
mikrocistina i nodularina su zabelezene kod soja TS50 roda Phormidium sa teritorije
Republike Srbije kod kojeg su bili detektovani i saksitoksini. Poznato je da Microcystis
aeruginosa PCC 7806 proizvodi mikrocistine u koncentraciji od 9,16 MC-LR ekvi. pg/mg
suve mase ili 11.906 pg/L (11,91 pg/mL), $to je detektovano metodom inhibicije enzima PP1
(Simeunovi¢, 2009). Drugi autori dobili su da intracelularni sadrzaj MC-LR u ovoj kulturi
iznosi 22 pg/mL (Jungmann, 1992). Vrednosti cijanotoksina u mikrocistin-ADDA ELISA
testu bile su iznad granica detekcije za ovaj soj. Ostale koncentracije cijanotoksina izmerene
kod sojeva iz NSCCC su bile unutar granica detekcije ELISA testova.

Od detektovanih toksi¢nih sojeva iz NSCCC u ELISA testovima 55,5% je bilo
vodenog, a 34,1% terestricnog porekla, §to znaéi da trecina terestri¢nih i skoro polovina
vodenih ispitivanih sojeva mogu da proizvedu cijanotoksine. Dobijeni rezultati potvrduju i
ranija istrazivanja koja pokazuju kako su mnoge vrste cijanobakterija toksigene, odnosno
sposobne da proizvedu raznovrsne cijanotoksine (Carmichael, 1992; Rao i sar., 2002), koji su
uglavnom detektovani u razliitim vodenim ekosistemima Sirom sveta. Nekoliko autora
potvrdilo je da rod Nostoc moze da proizvodi mikrocistine i saksitoksine (Sivonen i sar.,
1990; Sivonen i sar., 1992a; Oksanen i sar., 2004; Mohamed i sar., 2006; Silva i sar., 2014).
Sli¢ni nalazi dobijeni su i za rod Anabaena (Sivonen i sar., 1992b; Namikoshi i sar., 19923,
1992b; Rapala i sar., 1997; Neilan i sar., 1999; Halinen i sar., 2007; Fewer i sar., 2009;
Belykh i sar., 2011), i Phormidium (Aboal i sar. 2005; Teneva i sar., 2005; lzaguirre i sar.,
2007; Gantar i sar, 2009; Wood i sar., 2010; Kim i sar., 2010). Produkcija mikrocistina
pronadena je i kod rodova Microcystis (Eloff i Van der Westhuizen, 1981; Ripka i Hardman,
1992; Kiviranta i sar., 1992; Luukkainen i sar., 1994; Lyra i sar., 2001), Leptolygbya (Silva i
sar., 2014), Oscillatoria odnosno Planktothrix (Lindholm i Meriluoto, 1991; Luukkainen i
sar., 1993; Fastner i sar., 1999; Ernst i sar., 2001; Tonk i sar., 2005), Pseudoanabaena (Oudra
i sar., 2001; Marsalek i sar., 2003; Nguyen i sar., 2007), Chroococcus (Neilan i sar., 2008),
Spirulina (Ballot i sar., 2005) i Geitlerinema (Gantar i sar., 2009). Moguce je da produkcija i
koncentracija toksina zavisi od soja, uslova sredine i faze rasta Sto moze imati mnoge
implikacije kada se istrazuju vodeni ekosistemi.

OgraniCene su informacije o produkciji cijanotoksina u terestricnim sredinama.
Metcalf i saradnici (2012) su detektovali mikrocistin u osusenim herbarskim primercima
cijanobakterija koje poticu iz vodenih i terestri¢nih sredina 11 drzava starih do 170 godina.

Jones 1 saradnici (1995) pronasli su mikrocistin zaSti¢en od degradacije inkapsuliran u
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isuSenim celijama mikrocistisa u pokorici. VlaZenjem c¢elija moze do¢i do oslobadanja
cijanotoksina u okolnu sredinu. Sa druge strane, smatra se da cijanotoksini mogu da se nadu u
zemljistu nakon zalivanja, a takode kada se nakupine cvetajucih cijanobakterija koriste kao
organsko dubrivo (Chen i sar., 2006b,c). Kada se nadu u terestricnih ekosistemima,
cijanotoksini mogu veoma dugo da se zadrze (Jones i sar., 1995; Chen i sar., 2006b; Metcalf i
sar., 2012). Sa druge strane, adsorpcija sedimenata (Morris i sar., 2000; Miller i sar., 2001;
Miller i Fallowfield, 2001) i izlaganje bakterijama koje mogu da razlazu cijanotoksine (Miller
i Fallowfield, 2001; Chen i sar., 2006b; Manage i sar., 2009) mogu da ubrzaju proces
uklanjanja cijanotoksina iz zemljista. Prisustvo cijanotoksina u zemljistu i njegova dostupnost
terestricnim biljkama moze da ima potencijalno negativno dejstvo na terestricne ekosisteme u

celini, ne samo u Republici Srbiji nego i svetu.

5.4.3. Testiranje ishrane ra¢ica Daphnia pulex sojevima iz NSCCC i akumulacija

mikrocistina

Eksperimentalno je potvrdena moguénost ishrane dafnija toksi¢nim i netoksi¢énim
sojevima iz NSCCC, ali 1 moguénost akumulacije mikrocistina u tkivu dafnije.

Od 64 ispitivanih sojeva ¢ak 92,2% su dafnije koristile u ishrani tokom eksperimenta,
naro¢ito rod Anabaena, zatim rodove Nostoc i Leptolyngbya. U vecini slucajeva, kada se
dafnija prvog dana nije hranila cijanobakterijama, pocela je drugog, a posebno petog dana.
Dafnije su se hranile svim sojevima iz vodenih ekosistema tokom eksperimenta, a nisu se
hranile samo sa 5 sojeva (Nostoc, Anabaena, Leptolyngbya i Phormidium) iz NSCCC koji
poticu iz terestricnih ekosistema sa teritorije Republike Srbije. Moguce je da morfoloske
karakteristike cijanobakterija uti¢u na mogucnost ishrane dafnija.

Prisustvo filamentoznih i kolonijalnih cijanobakterija moZe izazvati inhibiciju ishrane
usled fizickih smetnji (Gliwicz 1 Lampert, 1990). Filamentozne cijanobakterije smanjenjem
stope ishrane dafnija mogu smanjiti unosenje druge hrane i time dovesti do nedostatka
energije (Gliwicz, 1990a). Pretpostavlja se da duzi filamenti u dobrom fizioloSkom stanju
izazivaju vece smetnje u ishrani dafnija (Gliwicz, 1990a; Gliwicz, 1990b; Gulati i sar., 2001).
U jednom istrazivanju (Dawidowicz, 1990) analiza stomacnog sadrzaja je pokazala da dafnija
izbegava duze trihome, dok su najkra¢i filamenti pozitivno selekcionisani. Smatra se da
dafnije mogu da razbijaju duge filamente 1 da ih time ¢ine dostupnijim kladocerama koje se

hrane filtriranjem. To moZe da dovede do smanjenja cijanobakterija i mozda bi moglo
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predstavljati nadin kontrole njihove gustine. Takode, neki autori su ukazali da inhibicija
ingestije moze biti povezana sa "loSim ukusom" (Henning i sar., 1991).

Jedan od nacdina akumulacije cijanotoksina u dafniji moze biti i1 ishranom
cijanobakterijama. Procenjena vrednost akumuliranog mikrocistina dobijena pri izradi ove
doktorske disertacije u individui vrste Daphnia pulex iznosi 0,015 ng MC-LR nakon 5 dana
izlaganja vrsti Microcystis aeruginosa PCC 7806. Sli¢no, pronadena je akumulacija
mikrocistina u drugoj vrsti ra¢ica, Daphnia magna, prilikom ishrane cijanobakterijom
Planktothrix rubescens. Vrednosti toksina MC-RR u dafniji varirale su u zavisnosti od
vremena izloZenosti (6-144 Casova) i koncentracije toksina (9,0-0,6 ug/L) i nakon 6 dana
iznosile su izmedu 0,02 1 0,07 ng po individui (Shams 1 sar., 2014). Dobijeni rezultati, kao i
prethodna istrazivanja ukazuju na moguénost akumulacije mikrocistina u dafniji (Thostrup i
Christoffersen, 1999; Gustafsson i Hansson, 2004), zbog Cega se postavlja pitanje da li je
ovaj test organizam pogodan za testiranje prisustva cijanotoksina. Treba skrenuti paznju i na
mogucu intoksikaciju ribe koja se hrani njima, odnosno na transfer cijanotoksina lancima
ishrane (Ibelings i sar., 2005).

Na ishranu, ali i prezivljavanje dafnija moze da uti¢e veliki broj faktora Sto ce

detaljnije biti obradeno u slede¢em poglavlju.

5.4.4. Sumirana analiza toksic¢nosti sojeva iz NSCCC

Sojevi koji su ispitivani u svim istrazivanjima tokom izrade doktorske disertacije i

njihovi rezultati uporedno su predstavljeni u Tabeli 42.

Tabela 42. Istrazivanja na sojevima iz NSCCC

Intracelularna

Rodovi | toksi¢nost
Mikrocistin/ Saksitoksin Prosek ishrane
Sifra eksponencijalne ) »
NSCCC S nodularin (ng/L) (ng/L) dafnija (%0)
artemijom (%)
Nostoc

T1 - + + +

T3 + (+42, ++40) + - ++

T4 + + - -
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T5 + +
T8 - +++
T9 + +++
T14 + ++
T16 + +++
T17 - +++
T18 - +
T19 ++ +
T22 - +++
T23 - +++
V2 - +
V3 +++ (+49) +++
V4 + +++
V5 - +++
Anabaena
T25 + +++
T26 - +++
T28 + +++
T29 ++ +++
T30 - ++
T31 + -
T32 - +++
T33 + +++
T34 + +++
T35 + +++
T36 + +++
T37 +++ +++
T38 + +++
Chroococcus

T39 + ++
T40 + ++
T41 + +++
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T42 + - - +

T43 + - - +

T44 + - - +++
Leptolyngbya

T45 + + - -

T49 + - - +++
Phormidium

T50 +++ + + -

V7 + + - ++
Gloeocapsa

V12 + - - +++

V13 + - - +++
Planktolyngbya

V15 - - - +++

V16 + - - +

V17 + - - +
Jaaginema

V20 + - - +++

V21 + - - +
Aphanizomenon

V25 + - - +++
Calotrix

T53 + - - .
Geitlerinema

/26 + (++9) + - +
Mesana kultura

V27 - + - +++

Legenda: +++ >90%,; ++50-90%, + <50%;, - nema ishrane dafnija/mortaliteta artemije

& intracelularna toksic¢nost u stacionarnoj fazi

bekstracelularna toksicnost u stacionarnoj fazi

Kada se dafnije nisu hranile sojevima T4 (Nostoc), T31 (Anabaena), T45

(Leptolyngbya) i T50 (Phormidium), detektovani su mikrocistini/nodularin, a kod T50 ¢ak i
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prisustvo saksitoksina. Kod soja T50 izmerena je 1 visoka toksi¢nost u testu toksi¢nosti sa
artemijom, ali kod preostalih sojeva mortalitet artemija bio je nizak.

U slucaju sojeva T8, T17, T18, T22 i T23 (rod Nostoc) i T26 (rod Anabaena), kod
kojih u testu toksi¢nosti sa A. salina nije izmeren mortalitet raci¢a, ni cijanotoksini nisu
detektovani, vecina dafnija se hranila sojevima, osim u slucaju soja T18 kojim su se dafnije
slabo hranile.

Kada je toksi¢nost bila >50%, iako nije bilo detektovanih cijanotoksina, vecina
dafnija se hranila sojevima V3 (Nostoc) i V17, T37 (Anabaena) sto nije bio slu¢aj sa sojem
T19 roda Nostoc.

Kada je kod dva soja toksi¢nost artemije zabelezena a mikrocistini/nodularini
detektovani, dafnija se veCinom hranila sojem T3 (Nostoc), a slabije sojem V26
(Geitlerinema). Zatim, u Sest sluCajeva toksiCnost artemije nije zabelezena uprkos
detektovanim cijanotoksinima, ali ve¢ina dafnija se hranile sojevima V5 (Nostoc), T30 i T32
(Anabaena), kao i jednom meSanom kulturom V27, a slabije sojevima T1 i V2 (Nostoc).
Prisustvo cijanotoksina detektovano je jos kod sojeva T28 (Anabaena), V7 (Phormidium) i
T39 (Chroococcus) kada je mortalitet artemije bio veoma nizak, a veéina dafnija se hranila
ovim sojevima.

Kada je mortalitet ra¢i¢a bio nizak a cijanotoksini nisu detektovani, vecina dafnija se
hranila sojevima, osim u nekoliko slucajeva kada se hranila sojevim roda Nostoc,
Chroococcus, Planktolyngbya i Jaaginema.

Generalno uzevsi, iako su postojali izuzeci, dafnija je mogla da se hrani sojevima bez
obzira na prisustvo cijanotoksina ili toksi¢nost. Jedno od objasnjenja ovakvih rezultata moze
se naci u pripremi sojeva razli¢itim metodama. Prilikom testiranja moguénosti ishrane dafnije
cijanobakterijama i u ELISA testovima ispitivan je zajednicki efekat intracelularnih i
ekstracelularnih metabolita cijanobakterija u stacionarnoj fazi rasta, dok je u testu toksi¢nosti
sa artemijom efekat intracelularne i ekstracelularne komponente bio zasebno testiran u
stacionarnoj i eksponencijalnoj fazi rasta. Razli¢iti toksini mogu da izazovu razli¢it stepen
toksi¢nosti (DeMott 1 sar., 1991). Dalje, vazno je 1 da i su toksini dostupni zivotinjama
putem Ccelija, rastvoreni ili preci§¢eni (Jungmann i Benndorf, 1994; Wiegand i sar., 2002).
Takode, produkcija toksina varira izmedu sojeva, a na nju utice i stanje kulture (Watanabe i
Oishi, 1985). Toksi¢no dejstvo moze se razlikovati 1 ukoliko soj potic¢e direktno iz prirodnog
uzorka ili iz laboratorijskih kultura (Ferrdo-Filho i Azevedo, 2003). Ranija istrazivanja su
pokazala da su neki od sojeva toksi¢ni, dok drugi nisu (Nizan i sar., 1986), i da neki sojevi

uticu na stopu ingestije zivotinja, a drugi ne (Henning i sar., 1991). Toksi¢nost sojeva M.
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aeruginosa uglavnom se povezuje sa proizvodnjom mikrocistina, medutim, poznato je da
cijanobakterije mogu da proizvode i druge supstance koje takode mogu biti toksi¢ne za druge
organizme (Jungmann, 1992; Jungmann i Benndorf, 1994).

Toksi¢nost uglavnom zavisi od doze toksina, nacina izlaganja i osetljivosti izloZzenog
organizma. Shodno tome, ve¢e koncentracije toksic¢nih cijanobakterija imaju tendenciju da
dovedu do izraZenijih negativnih efekata (DeMott i sar., 1991; Jungmann, 1992). Nasuprot
tome, neki sojevi mikrocistisa, verovatno oni sa niskim nivoom toksina, mogu da pospese rast
i prezivljavanje dafnije (De Bernardi i Giussani, 1990). Literatura koja se bavi odnosima
izmedu cijanobakterija i zooplanktona je raznovrsna i ¢esto oprecna, jer primeceni efekti
variraju od uginu¢a (Rohrlack 1 sar., 1999) do odsustva Stetnih posledica (Matveev 1 sar.,
1994; Chislock i sar., 2013). Delovanje mikrocistina na dafniju ogleda se u smanjenu stope
rasta, smanjenju fekunditeta i histoloskim promenama na crevima (DeMott i sar., 1991;
Ferrao-Filho i sar., 2000; Ferrao-Filho i Azevedo, 2003; Lurling, 2003; Chen i sar., 2005a;
Rohrlack i sar., 2005). Medutim, nedavna istrazivanja su pokazala da visoke koncentracije
mikrocistina ne sprecavaju dafniju u supresiji biomase fitoplanktona u prirodi (Chislock i
sar., 2013).

U svim navedenim primerima uspeSne ishrane bilo je izuzetaka, odnosno, neke
jedinke dafnija se nisu hranile, a inhibicija ishrane moguca je usled nekoliko razloga. lako je
poznato da su cijanobakterije neadekvatan izvor hrane zbog odsustva polinezasi¢enih masnih
kiselina sa dugim lancima i/ili sterola (Von Elert i Wolffrom, 2001), oc¢igledno je da se neke
kladocere mogu hraniti cijanobakterijama bez bilo kakvih negativnih efekata (Nandini, 2000).
Manje osetljive vrste dafnija ispoljavaju brzu inhibiciju ishrane, §to moze da predstavlja
adaptivni odgovor da bi se izbeglo unoSenje toksi¢nih ¢elija ili je to direktna posledica
oslabljenog stanja usled trovanja (DeMott i sar., 1991). Inhibicija ishrane povecava se sa
porastom veliine tela dafnije (Gliwicz, 1990a). Filamenti i kolonije mogu da ometaju
ishranu dafnija velikih dimenzija zbog zapuSenja aparata za filtriranja, dok se mali
zooplankton smatra manje osetljivim zato Sto su filamenti preveliki za njihovu ishranu
(Gliwicz, 1990c). Takode, razli¢ite zivotne faze u razvi¢u imaju razlicitu toleranciju prema
toksi¢nim cijanobakterijama. Juvenilne jedinke D. pulex su osetljivije od adultnih pri visokim
koncentracijama M. aeruginosa, dok adulti imaju nesto krace prezivljavanje pri najnizim
koncentracijama cijanobakterija (Reinikainen i sar., 1994).

Jedna od mogucih funkcija cijanotoksina moZe biti odbrana cijanobakterijskih ¢elija
od zooplanktona (Rohrlack i sar., 1999). Jang i saradnici (2007) su pruzili dokaze o

indukovanoj odbrani cijanobakterija povecanjem proizvodnje mikrocistina kao odgovor na
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veéu gustinu zooplanktona i povecanu koncentraciju signalnih molekula proizvedenih od
strane zooplanktona. S druge strane, dafnije razvijaju fizioloske i1 bihejvioralne osobine koje
im pomazu u prisustvu toksi¢nih cijanobakterija. Ovo potvrduju nalazi po kojima su lokalne
populacije dafnija poboljsale svoju efikasnost da toleriSu i koriste toksi¢ne cijanobakterije u
ishrani (Gustafsson i Hansson, 2004; Sarnelle i Wilson, 2005). Smatra se da se ove osobine
mogu preneti na potomstvo (Gustafsson i sar., 2005). Dakle, tolerancija je indukovana
odbrana koja se razvija tokom zivota, a moze se preneti na sledecu generaciju (Hairston i sar.,
2001; Gustafsson i sar., 2005). Zbog toga Sto dafnija sa ovim osobinama stvara veliki broj
potomaka koji se brze razvijaju i bolje opstaju (DeMott i sar., 1991), postoje jake selektivne
sile za brzo evoluiranje tih osobina (Hairston i sar., 2001). Indukovani otpor toksi¢nim
cijanobakterijama i indukovana odbrana od herbivornog zooplanktona moze objasniti
koegzistenciju i koevoluciju oba organizama tokom vremena u eutrofnim slatkovodnim
ekosistemima (Jang i sar., 2007).

Prethodna istrazivanja govore o veoma znacajnom biotehnoloskom potencijalu sojeva
iz NSCCC. Simeunovi¢ (2005) je zaklju¢ila da medu ispitivanim sojevima iz NSCCC
znacajan broj je imao veliku produktivnost biomase (produktivni sojevi 12 od 43 ispitivana
soja). Zatim, kod daleko veceg broja ispitivanih sojeva (40 sojeva) fikobiliski pigmenti
dominiraju u odnosu na hlorofil a, a analiza produkcije bioloski aktivnih jedinjenja ukazala je
na izrazeno svojstvo produkcije antibakterijskih, antifungalnih i antilarvalnih jedinjenja kod
znacajnog broja ispitivanih sojeva. Takode, od 21 ispitivanog soja 12 je pokazalo
antibakterijski efekat, 14 antifungalni, dok je od 18 sojeva polovina ispoljila antilarvalno
dejstvo. Autori Svirfev i saradnici (2008a) dobili su da od svih testiranih sojeva, 52%
pokazuje antifungalnu a 41% antibakterijsku aktivnost, dok dva od Sest testiranih sojeva
pokazuje citotoksi¢nu aktivnost. Rezultati od Milovanovi¢ i saradnika (2015) pokazuju da su
glavna isparljiva organska jedinjenja u ispitivanim vrstama roda Spirulina, Anabaena,
i Nostoc alkani srednje duzine lanca, ali detektovana su i druga mirisna jedinjenja. Kada su
sojevi kultivisani u medijumu bez azota pronadena je statisticki znacajna razlika u sastavu
fikocijanina i alofikocijanina, i fikobiliproteini su detektovani kod cijanobakterijskih sojeva
cuvanih 10 godina u uslovima suse i mraka (Simeunovi¢ i sar., 2013). Ispitivani sojevi roda
Phormidium, Nostoc, Oscillatoria, Anabaena i Calothrix ukazali su na antioksidativnu
aktivnost i prisustvo 15 fenola u etalnoskom ekstraktu (Babic i sar., 2015).

Pored velikog biotehnoloskog potencija sojeva iz NSCCC, ispitivanjima tokom izrade
doktorske disertacije pokazano je da se sojevi iz NSCCC mogu koristiti u ishrani dafnija, a

samim tim da mogu da se unesu cijanotoksine u lanac ishrane. Osim toga, primeceno je i

165



Diskusija

toksi¢no dejstvo ekstrakta sojeva na drugu vrstu raci¢a, A. salina. Moguca je i produkcija
cijanotoksina (mikrocistina/nodularina i saksitoksina) §to ukazuje na potencijalnu opasnost

pojave ovih mikroorganizama u razli¢itim ekosistemima sa teritorije Republike Srbije.

5.5. Prevencija cvetanja cijanobakterija i Stetnog dejstva njihovih toksina

5.5.1. Prevencija cvetanja cijanobakterija pomocu raci¢a Daphnia sp.

Evolucija tolerancije dafnija prema cijanobakterijama moze biti vazna za
biomanipulaciju i1 poboljSanje kvaliteta vode u eutrofnim jezerima (Hairston i sar., 2001;
Sarnelle 1 Wilson, 2005). Promene u lancima ishrane u vidu povec¢anja ishrane herbivornog
zooplanktona 1 time smanjenja brojnosti algi, moze biti nacin da se poboljSa stanje
ekosistema. Postavlja se pitanje: da li dafnija moze pomoci u reSavanju sve veceg problema
zagadenja vode?

Da bi se dao odgovor na postavljeno pitanje istrazivani su ribnjaci u Vojvodini pod
sifrom BO tokom 2010. godine. Pravovremenim uvodenjem dafnije u cilju prevencije
cvetanja cijanobakterija, dobijeni su rezultati koji ukazuju na nize vrednosti koncentracije
hlorofila a, mortaliteta larvi A. salina u testu toksi¢nosti, kao i koncentraciji mikrocistina u
eksperimentalnim jezerima u odnosu na kontrolna, potvrdujuéi da je cvetanje cijanobakterija i
produkcija cijanotoksina smanjeno.

U Republici Srbiji dafnija je koris¢ena za regulaciju proliferacije cijanobakterija i
produkcije cijanotoksina i u drugom kompleksu ribnjaka pod Sifrom MU. Tokom 2011.
godine ispitivano je 14 razli¢itih jezera koja su na sliCan nacin podeljena u tri grupe: rano
ubacivanje (RU), kasno ubacivanje (KU) i kontrolna jezera (K). Analizirana je intracelularna
i ekstracelularna toksi¢nost ispitivanih vodenih uzoraka u testu toksi¢nosti sa A. salina
(Tabela 43) (Tokodi i sar., 2013), kao i koncentracija mikrocistina PP1 esejem (Tabela 44)
(Tokodi i sar., 2014).
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Tabela 43. Prosecne vrednosti testa toksicnosti sa A. salina

u vodenim uzorcima iz ribnjaka pod sifrom MU (Tokodi i sar., 2013)

Proseéne vrednosti mortaliteta larvi A. salina

u testu toksi¢nosti (%0)

Uzorak
13. septembar 2011. godine 17. novembar 2011. godine
vode intracelularni  ekstracelularni intracelularni  ekstracelularni
sadrzaj sadrzaj sadrzaj sadrzaj
RU 5,26 2,40 8,90 4,41
KU 21,72 6,00 55,85 6,80
K 75,50 9,25 70,75 69,5

Legenda: RU- rano ubacivanje; KU- kasno ubacivanje; K- kontrola

Primecen je razli€it procenat smrtnosti artemije u zavisnosti od vremena introdukcije
dafnija u jezerima ribnjaka. Rezultati procene akutne toksi¢nosti u vodenim uzorcima
ribnjaka pod Sifrom MU pokazuju kako su vrednosti intracelularnog i1 ekstracelularnog
sadrzaja tokom oba ispitivana perioda bile najviSe u kontrolnim jezerima, zatim jezerima sa
kasnom introdukcijom, a najnize u jezerima sa adekvatnom introdukcijom dafnija (Tokodi i

sar., 2013). Prose¢ne vrednosti koncentracije mikrocistina pokazivale su sli¢an trend.

Tabela 44. Prosecne vrednosti koncentracije mikrocistina

u vodenim uzorcima iz ribnjaka pod Sifrom MU (Tokodi i sar., 2014)

Koncentracija mikrocistina (MC-LR ekviv. pg/L) u PP1 eseju

Uzorak  13. septembar 2011. godine 17. novembar 2011. godine
vode intracelularni  ekstracelularni intracelularni  ekstracelularni
sadrzaj sadrzaj sadrzaj sadrzaj
RU 10,78 7,28 8,05 6,06
KU 28,52 1,65 23,37 10,52
K 108,20 2,20 85,82 7,45

Legenda: RU- rano ubacivanje; KU- kasno ubacivanje; K- kontrola

Srednje vrednosti koncentracija mikrocistina u tri grupe jezera bile su vise u
septembru nego u novembru, a intracelularna toksi¢nost bila je viSa u odnosu na

ekstracelularnu. NajviSe prosecne vrednosti intracelularne koncentracije mikrocistina
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zabeleZene su u kontrolnim jezerima, a najnize u jezerima gde je dafnija ubacena pre cvetanja
cijanobakterija (Tokodi i sar., 2014). Kvalitet mesa ribe zna¢ajno je smanjen u kontrolnim i
jezerima sa kasnim ubacivanjem dafnija u odnosu na jezera sa ubacivanjem dafnija pre
cvetanja (Izvestaj Projekta Svetske Banke DM 4307, 2011; Drobac, 2015),

Novija istrazivanja ukazuju na to kako 1 tip dodatka ishrane riba utice na brojnost
cijanobakterija, dostupnost prirodne hrane kao i1 rast Sarana. Upotreba peletirane hrane
povezana je sa najnizom brojnosti cijanobakterija u odnosu na zitarice i ekstrudiranu hranu u
ribnjaku Kapetanski rit (Ciri¢ i sar., 2015).

Istrazivanja na ribnjacima u Vojvodini u skladu su sa rezultatima Pogozhev i
Gerasimova (2001) koji su pokazali kako Daphnia longispina moze da kontroliSe razvoj
fitoplanktona i tako poveca providnost vode u kojoj dolazi do cvetanja, kao i oporavak visoko
eutrofnih vodenih ekosistema. Mohamed (2001) je pokazao kako se dafnije fakultativno
hrane toksi¢nim cijanobakterijama u uslovima nedostatka adekvatnije hrane i da je moguca
akumulacija mikrocistina u dafniji. Stavie, visoke koncentracije mikrocistina ne spre¢avaju
dafnije u supresiji biomase fitoplanktona u prirodi (Chislock i sar., 2013). Ovi rezultati treba
da budu uzeti u obzir kada se primarni konzumenti, poput dafnije, koriste u biomanipulaciji
toksi¢nog fitoplanktona (Mohamed, 2001). Guo i Xie (2006) pokazali su da prethodno
izlaganje vrsti Microcystis sa ili bez produkcije toksina, povecava toleranciju na toksi¢an
Microcystis. Istrazivanja su ukazala da cijanobakterije imaju jak negativan efekat na dafnije i
druge zooplanktonske vrste, u vidu povecanog mortaliteta, smanjene stope rasta, usporenog
sazrevanja i smanjenog broja potomstva (npr. Lampert, 1981; Hietala i sar, 1995; De
Bernardi i Giussani, 1990; Lotocka, 2001; Deng i sar, 2008). Sa druge strane, postoje podaci
o odgovoru zooplanktona, kao Sto je ponasanje, koji povecavaju njihovu sposobnost da
koegzistiraju sa toksi¢nim cijanobakterijama (DeMott 1 sar., 1991). Prezivljavanje dafnija
povecano je u nekim slucajevima, kao i njihova veli€ina, kontinuiranim izlaganjem toksi¢nim
cijanobakterijama (Gustafsson i Hanson, 2004).

Navedeni rezultati mogu da ukazu na znacaj pravovremenog ubacivanja organizama
koji se hrane fitoplanktonom, poput dafnija, kao moguci nacin za ublazavanje efekata

toksi¢nih cvetanja.

5.5.2. Prevencija cvetanja cijanobakterija drugim organizmima

Pored dafnija, neki drugi organizmi mogli bi da se koriste u suzbijanju cvetanja

cijanobakterija kao i pri razlaganju cijanotoksina.

168



Diskusija

U vodenim rastvorima, odredeni sojevi probiotskih bakterija (Lactobacillus
rhamnosus soj GG i LC-705, Bifidobacterium longum 46, Bifidobacterium lactis 420 i
Bifidobacterium lactis Bb12) mogu da uklanjaju MC-LR (Nybom i sar., 2007). Odredeni
sojevi Sphingomonas sp. i Sphingopyxis sp. mogu da razlazu mikrocistine (Jones i Orr, 1994;
Bourne i sar., 2001; Park i sar., 2001b; Saito i sar., 2003; Ho i sar., 2007). Nove vrste
bakterija, poput Sphingosinicella microcystinivorans i Paucibacter toxinivorans, koje razlazu
mikrocistine identifikovane su u vodi (Rapala i sar., 2005b; Maruyama i sar., 2006). Lahti i
saradnici (1988) karakterizovali su 17% sojeva bakterija koji mogu da razlazu mikrocistine.
Berg (2009) je identifikovao 460 sojeva bakterija prisutnih u vodenim telima sa Cestim
cvetanjem cijanobakterija gde je Sphingomonas bio medu dominantnim vrstama. Mikrocistini
mogu da se akumuliraju i ostanu u vodenom stubu ukoliko odredene bakterijske vrste, koje
mogu da ih razloze, nisu prisutne tokom toksi¢nog cvetanja (Lahti i sar., 1988; Jones i Orr,
1994). Samim tim, prisustvo odredenih bakterija u vodenim ekosistemima mozZe znacajno da
doprinese uklanjanju toksi¢nih cijanobakterija i njihovih metabolita.

Bakterije koje mogu da degradiraju mikrocistine identifikovane su i u zemljiStu
(Miller i Fallowfield, 2001; Chen i sar., 2006b). Zemljisne bakterije, poput Arthrobacter sp.,
Brevibacterium sp. i Rhodococcus sp., mogu da razlazu mikrocistine (Manage i sar., 2009).

Istrazivanje na raku Pacifastacus leniusculus radeno je u barama u Svedskoj zbog
indikacija o akumulacije hepatotoksina koje produkuju bentnosne cijanobakterije Oscillatoria
sancta. Oko 50% rakova se hranilo toksi¢nim cijanobakterijama, medutim, svi su preziveli i
nisu pokazivali vidljive fizioloske promene u odnosu na rakove koji su se hranili netoksi¢nim
cijanobakterijama (Liras i sar., 1998). Tokom drugog istrazivanja ishrane rakova, larve i
juvenilne jedinke su, takode, bile otporne na M. aeruginosa i akumulirale su do 3 pg
mikrocistina po gramu suve tezine (Vasconcelos i Pereira, 2001). S obzirom na oc¢iglednu
otpornost rakova na cijanobakterijske toksine, predloZeno je da ovi organizmi Kkoriste
cijanobakterije kao izvor hrane i tako umanje njihovu brojnost u vodenim ekosistemima
(Vasconcelos, 1999).

Postoji mogucnost da se neke vrste riba koriste u biomanipulaciji, odnosno u kontroli
cvetanja cijanobakterija ili eliminaciji njihovih metabolita. Fitoplanktivorni beli tostolobik
vazna je riba za biomanipulaciju jer kontroliSe cijanobakterijsko cvetanje (Chen i sar.,
2006a). Sli¢no, potencijal belog 1 sivog tostolobika u biomanipulaciji istrazivali su Ke 1
saradnici (2009) i zakljuceno je da su ove dve vrste riba veoma efikasne u kontroli cvetanja
cijanobakterija u tropskim ili suptropskim eutrofnim vodama. Medutim, neophodno je

odrzavati dovoljnu brojnost ribe za efikasnu kontrolu biomase fitoplanktona (Ke i sar., 2009).
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Qui 1 saradnici (2007) pronasli su da fitoplanktivorne ribe pokazuju vecu otpornost na
toksi¢na cijanobakterijska cvetanja u odnosu na omnivorne i karnivorne vrste, zbog Cega
fitoplanktivorne ribe mogu da se upotrebe za kontrolu cijanobakterijskog cvetanja (Qui i sar.,
2007). U Brazilu je pracena pojava saksitoksina u jetri i miSi¢ima ribe Oreochromis niloticus
pre i posle procesa preciS¢avanja/depuracije (Galvao i sar., 2009). Ovaj toksin nije pronaden
u uzorcima ribe nakon procesa preciS¢avanja, stoga, ovaj proces moze da se primenjuje
tokom kultivisanja slatkovodnih riba radi smanjenja mikroorganizama, poboljSanja ukusa i
radi smanjenja ili eliminacije prisustva metabolita fitoplanktona (Galvao i sar., 2009).

Neke vrste makrofita mogu da se koriste prilikom fitoremedijacije zbog mogucnosti
uklanjanja odredenih jedinjenja iz vodenog eckosistema, ali i zbog efekta koji imaju na
fitoplankton, prvenstveno cijanobakterije. Makrofite (Equisetum ramosissium i Typha
angustifolia) su koriS¢ene kao reducenti nitratnog i fosfatnog zagadenja, kao i rasta
mikrocistisa prilikom fitoremedijacije u slatkovodnim ekosistemima (Vidayanti i sar., 2012).
Sli¢no, alelopatska aktivnost isparljivin ulja dve emerzne biljke (Typha latifolia i Arundo
donax) dovela je do inhibicije rasta od 43,3% i 47,9% kod Microcystis aeruginosa na
koncentraciji ekstrakta od 50 mg/L (Wang i sar., 2014). Isparljiva organska jedinjenja
detektovana su kod nekih vodenih biljaka. Na primer, dihidroaktinidiolid iz Vallisneria
spiralis deluje inhibitorno na Microcystis aeruginosa (Xian i sar., 2006). Shao i saradnici
(2011) takode su pokazali jak inhibitoran efekat B-jonona na M. aeruginosa. Ozaki i saradnici
(2008) su zapazili da isparljiva organska jedinjenja imaju liticki efekat na Microcystis. Zatim,
Harada i saradnici (2009) su, takode, pronasli da je B-jonon uzro¢nik lize ¢elija i smanjenje
sadrzaja hlorofila a roda Microcystis. Stoga, potrebno je dodatno istraziti uticaj makrofita na
prevenciju cvetanja cijanobakterija.

Temeljnijim monitoringom ribnjaka ali i ostalih vodenih ekosistema, kako na teritoriji
Republike Srbije, tako i u svetu, treba da se preciznije utvrde koncentracije cijanotoksina i
njihova akumulacija u organizmima koji mogu se koriste u ishrani ljudi da bi se sprecile

moguce negativne posledice po zdravlje i1 okolinu.

5.6. Eliminacija cijanobakterija i cijanotoksina

Ukoliko su mere prevencije neefikasne u spreavanju cvetanja cijanobakterija U
povrsinskim vodama, slede¢i korak u kontroli cijanotoksina u vodi bio bi menadzment

vodenih ekosistema, sto ukljucuje razliCite tehnike i tretmane sa ciljem smanjenja rasta
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cijanobakterija i produkcije cijanotoksina (Mouchet i Bonnelye, 1998; Chorus i Bartram,
1999). Postoji nekoliko mehanizama za uklanjanje kontaminanata tretmanima vode za pice.
Oni ukljucuju fizicko-bioloske i hemijske procese. Ovi procesi mogu da se upotrebljavaju

zasebno ili zajedno sa drugima kako bi proces uklanjanja bio §to efikasniji.

5.6.1. Fizi¢ko-bioloski tretmani vode

Koagulacija ili flokulacija uklju¢uje procese agregacije sitnijih Cestica u veée uz

pomo¢ hemijskih jedinjenja poput gvozde hlorida ili aluminijum sulfata. Pietsch i saradnici
(2002) pokazali su povecanje koncentracije rastvorenog MC-LR nakon flokulacije, stoga,
doze koagulanata, broj ¢elija 1 drugi parametri koji mogu da uticu na oslobadanje toksina
treba da se uzmu u obzir pri koris¢enju ovog tretmana. Veéina istrazivanja radeno je sa
mikrocistinima i znac¢ajno uklanjanje rastvorenih frakcija nije dobijeno sa drugim varijantama
cijanotoksina, poput saksitoksina i cilindrospermopsina (Hoeger i sar., 2004). Cak 93,5% M.
aeruginosa uklonjeno je sonikacija-koagulacija metodom, zbog ¢ega bi se ova kombinacija
tretmana mogla koristiti u prirodnim vodama (Zhang i sar., 2009c).

Flotacija rastvorenim vazduhom obi¢no se koristi za uklanjanje suspedovanih i

koloidnih ¢&vrstih Cestica (Wang i sar., 2005). Gas (najceS¢e vazduh) se ispusta pri dnu
vodene kolone $to dovodi do stvaranja balonci¢a za koje se vezuju Cestice dok se penju na
povrsinu. Flotacija je efikasan nacin za uklanjanje ¢elija cijanobakterija, jer ne dolazi do
oStecenja celija ili otpuStanja cijanotoksina. Efikasnost ovog tretmana je jo§ uvek nejasna.
Rezultati autora Ribau Teixeira i Rosa (2006a) ne pokazuju znacajno uklanjanje nekoliko
varijanti mikrocistina ovim tretmanom. Ekstracelularni mikrocistini nisu uklonjeni iz vode,
ali nije pronadeno ni oslobadanje toksina (Ribau Teixeira i Rosa, 2007). Stoga, flotacija moze
biti dobra za uklanjanje toksina koji se nalaze u ¢eliji, a bolje uklanjanje ostvarilo bi se u
kombinaciji sa drugim tretmanima.

Aktivna filtracija, spora i brza, moze da se koristi za uklanjanje ili inaktivaciju

mikrocistina iz vode za pice (Lahti 1 sar., 2001; Babica 1 sar., 2005; Bourne 1 sar., 2006;
Edwards i sar., 2008). Filtracija peskom moze da bude efikasan tretman za kompletno
uklanjanje MC-LR i MC-LA (Ho i sar., 2006a). Neka istrazivanja pokazuju kako brza
filtracija nije dovoljno efikasna u uklanjanju celija cijanobakterija, dok spora filtracija
peskom moze da ukloni 99% celija (Lepisto 1 sar., 1994; Mouchet i Bonnelye, 1998;
Grutzmacher 1 sar., 2002). Brza filtracija se najces¢e koristi nakon koagulacije uz ispiranje

filtera. Ukoliko se ovaj postupak ne obavlja adekvatno, moguce je liziranje celija
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cijanobakterija 1 oslobadanje cijanotoksina u vodu (Chorus, Bartram, 1999). Spora filtracija
peskom moze da dovede do pojave biofilma na filteru $to rezultuje biodegradacijom
mikrocistina (Sherman i sar., 1995; Grutzmacher i sar., 2002; Svrcek i Smith, 2004).

Filtracija membranama predstavlja fizicki proces kojim se odvajaju kontaminanti na

osnovu veli¢ine i elektricnog naboja u zavisnosti od fizi¢ko-hemijskih osobina membrane.
Efikasno je uklanjanje netaknutih ¢elija i intracelularnih toksina (Chow i sar., 1997), ali ovaj
tretman ne uklanja znacajno ekstracelularne toksine. Takode, pri korisé¢enju filtracije treba
uzeti u obzir moguénost liziranja ¢elija. Generalno, Cetiri procesa mogu da se koriste kada je
re¢ o tretmanu vode filtracijom na membranama i to: mikrofiltracija (MF), ultrafiltracija
(UF), nanofiltracija (NF) i reverzna osmoza (RO). Efikasnost uklanjanja zavisi od tipa
membrane. Rastvoreni mikrocistini mogu da budu uklonjeni nekim membranama, a to zavisi
od veli¢ine pore i kvaliteta vode. MF i UF pokazale su se efikasne u uklanjanju ¢elija
cijanobakterija (Gijsbertsen-Abrahamse i sar., 2006). Ove dve metode imale su efikasnost
uklanjanja oko 98% c¢elija (Chow i sar., 1997), medutim nisu uklonile rastvorene
cijanotoksine (Ribau Teixeira i Rosa, 2006b). RO i NF mogu da uklone rastvorene
mikrocistine (LR, RR, YR i LA) i anatoksin-a (Fawel i sar., 1993; Muntisov i Trimboli, 1996;
Vuori i sar., 1997; Neumann i Weckesser, 1998; Ribau Teixeira i Rosa, 2006b; Xagoraraki,
2007; Alvarez i sar., 2010), medutim, ovaj proces zavisio je od veli¢ine pora membrana i
kvaliteta tretirane vode (Gijsbertsen-Abrahamse i sar., 2006). Navedeni procesi zahtevaju
odrzavanje radi spreCavanja zacepljenja membrana organskom materijom 1 celijama
cijanobakterija pri cvetanju (Miller i sar., 2001; Drikas i sar., 2001).

Aktivni ugalj koristi se za uklanjanje cijanotoksina zbog relativno male, hidrofobne
prirode toksi¢nih organskih molekula. Naveden je kao proces koji se koristi za uklanjanje
cijanotoksina od strane SZO (2008). Moze da se koristi u vidu praska (PAC), kada se dodaje
povremeno ukoliko je potrebno, ili u vidu granuliranih adsorbera aktivnog uglja (GAC), koji
mogu da se koriste kontinualno (Newcombe, 2002). PAC predstavlja efikasan hemijski
pretretman 1 uspes$no se koristi za uklanjanje visokih koncentacija mikrocistina i anatoksina
(Nasri i sar., 2007; Xagoraraki, 2007; Alvarez i sar., 2010). Da bi tretman bio efikasan,
neophodne su visoke doze PAC i dugo kontaktno vreme (Chorus i Bartram, 1999; Song i sar.,
2005). GAC se pokazao uspesnim pri uklanjanju mikrocistina i anatoksina iz vode (Wang i
sar., 2007; Xagoraraki, 2007). GAC filteri sa odgovaraju¢om regeneracijom i zamenom mogu
da se koriste kao dodatna barijera za mikrocistin (Alvarez i sar., 2010). Newcombe (2002) i
Ho i sar. (2008) iznose da aktivni ugalj sa mikroporama ima najvecu sposobnost

adsorbovanja saksitoksina. Aktivni ugalj moze da adsorbuje i druge organske polutante $to
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treba imati u vidu pri upotrebi ovog tretmana. Nije uvek veoma efikasan metod (Haider i sar.,
2003). Pojava biofilma 1 prisustvo prirodnih organskih materija znacajno smanjuje proces
adsorbcije toksina (Falconer i sar., 1983; Lambert i sar., 1996; Newcombe i sar., 2003). Zbog
kratkotrajne mogucnosti adsorpcije aktivhog uglja, ¢esto mora da se menja i efikasnost
uklanjanja se smanjuje tokom vremena (Lambert i sar., 1996). Samim tim adsorbcija
aktivnim ugljem moze postati veoma skupa (Sadler, 1997; Lee i sar., 2005).

Apsorpcija UV zraka moze prekinuti molekulske veze bez dodataka hemijskih

jedinjenja i tako inaktivirati brojne patogene koji se mogu naci u vodi za pi¢e. Moguce je
razgraditi mikrocistin, anatoksin-a i cilindrospermopsin fotolitickom destrukcijom molekula
(Tsuji 1 sar., 1994; Chorus 1 Bartram, 1999; Senogles i sar., 2000). Medutim, za uspesno
uklanjanje mikrocistina, potrebne su veoma velike doze radijacije UV zracima, §to je
neprakti¢no za tretman voda (Drikas i sar., 2001; Svrcek i Smith, 2004).

Razli¢ite bakterije mogu da razlazu cijanotoksine. Bioloska degradacija predstavlja
pouzdani i efikasan sistem za degradaciju koji ne koristi Stetne hemikalije (Welgama, 2009).
Odredeni sojevi probiotskih bakterija (Lactobacillus rhamnosus soj GG i LC-705,
Bifidobacterium longum 46, Bifidobacterium lactis 420 i Bifidobacterium lactis Bb12) mogu
da uklanjaju cijanotoksine (MC-LR) u vodenim rastvorima. Najvec¢i procenat uklanjanja MC-
LR iznosio je 58,1%, od strane B. lactis Bb12. Sveze kultivisane bakterije mogu biti
efikasnije u uklanjanju mikrocistina u odnosu na liofilizovane ili nevijabilne bakterije.
Uklanjanje MC-LR zavisi od temperature ali i koncentracije bakterija. Stoga, neki od
testiranih sojeva bakterija mogli bi da se koriste za uklanjanje mikrocistina iz vodenih
rastvora (Nybom i sar., 2007). Nekoliko sojeva roda Sphingomonas sp. sposobni su da
degradiraju MC-LR i -RR (Jones i sar., 1994; Bourne i sar., 1996; Park i sar., 2001b; Saito i
sar., 2003; Harada i sar., 2004; Ishii i sar., 2004; Piccini i sar., 2006), ali ne i nodularin (Jones
i sar., 1994). Paucibacter toxinivorans sposoban je da degradira mikrocistin i nodularin
(Rapala i sar., 2005b). Lemes i sar. (2008) pronasli su da sojevi roda Burkholderia mogu da
vrse biodegradaciju. Rodovi Arthrobacter sp., Brevibacterium sp. i Rhodococcus sp. mogu da
razlazu Sest Cestih varijanata mikrocistina u netoksi¢na jedinjenja (Manage 1 sar., 2009;
Welgama, 2009). Methylobacillus sp. moze efikasno da degradira MC-LR i1 -RR (Hu i sar.,
2009). Predlozeno je da se bioloska degradacija treba da se koristi sa drugim tretmanima
poput UV/H202, ozonizacija, itd. (Alvarez i sar., 2010). OgraniCenje tretmana predstavlja
dugo vreme reakcije koje moze trajati od nekoliko sati do nekoliko dana zbog cega je

neodrziv (Angeline i sar., 1995).
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5.6.2. Hemijski tretmani vode

Hemijski proces uklanjanja cijanotoksina najce$¢e podrazumeva upotrebu oksidanata
za razlaganje toksi¢nih organskih molekula. Uz uklanjanje toksina, oksidanti mogu da
prouzrokuju Stetu na ¢elijskim membrana Sto dovodi do lize ¢elija i oslobadanja toksina.

Permanganat uglavnom reaguje sa dvostrukim vezama doniranjem kiseconika. Moguce
je uklanjanje 95% mikrocistina pomocu ove metode (Xagoraraki, 2007). U odnosu na druge
oksidante, permanganat se nekad preferira u tretmanu vode jer su troSkovi koris¢enja niski,
jednostavan je za upotrebu i efikasan u Sirokom pH opsegu (Waldamer i Tratnyek, 2006).
Medutim, ovaj tretman zahteva dugo kontaktno vreme, daje vodi roza boju, toksican je i
moze doéi do iritacije koze i mukoznih membrana, a moze biti i smrtonosan ukoliko se
proguta (EPA, 1999). Oksidacija organske materije permanganatom ne dovodi do formiranja
toksi¢nih nusproizvoda (Rodriguez i sar., 2007a).

Hlor reaguje sa aktiviranim aromati¢nim sistemima i neutralnim aminima, a hlor
dioksid reaguje sa tercijarnim aminima 1 aktiviranim aromati¢nim sistemima. Rezultati
pokazuju da je upotreba hlorinacije efikasan mehanizam inaktivacije mikrocistina i
nodularina (Nicholson i sar., 1994; Bruchet i sar., 1998; Hart i sar., 1998; Acero i sar., 2005;
Ho i sar., 2006b), cilindrospermopsina (Nicholson i sar., 1993) i saksitoksina (Nicholson i
sar., 2003). Efikasnost ovog tretmana zavisi od tipa jedinjenja hlora, koris¢ene koncentracije,
pH i vremena (Nicholson i sar., 1994; Tsuji i sar., 1997; Bruchet i sar., 1998; Hart i sar.,
1998; Merel 1 sar.,, 2010). Opasnosti upotrebe ovog jedinjenja su moguce toksicne
koncentracije hlora u vazduhu, rizik lize ¢elija i formiranje trihalometana (Chorus i Bartram,
1999; Newcombe, 2002; Acero i sar., 2005; Rodriguez i sar., 2007b).

Ozon se Cesto koristi kao primarni dezinfektant Sirom sveta jer je veoma efikasan i
brzo deluje degradiraju¢i mikrocistine (Kull i sar., 2004). Efikasnost ozonizacije varira u
zavisnosti od doze dezinfektanta i tipa cijanotoksina. Koristi se u svrhe dezinfekcije i
oksidacije, ukljucujuéi 1 preciS¢avanje voda i uklanjanje nepozeljnog mirisa, ukusa 1 boje
(Von Gunten, 2007). Stvaranje nusproizvoda je jedna od posledica koris¢enja ozonizacije u
tretmanu vode. Toksi¢nost nusproizvoda pri degradaciji cijanotoksina smanjuje se
povecanjem doze ozona (Brooke i sar., 2006; Rodriguez i sar., 2007c). Inicijalni troskovi
ozonacije su visoki, ozon je visoko korozivan 1 toksi¢an i zahteva velik stepen odrzavanja i
vestinu osobe koja upravlja procesom (EPA, 1999). Rezultati pokazuju kako je permanganat

dobra opcija za eliminaciju anatoksina i MC-LR, dok je hlor dobar oksidant za oksidaciju
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cilindropsermopsina i MC-LR, a ozon moze efikasno da oksiduje sva tri spomenuta toksina
(Rodriguez i sar., 2007c).

Fotoliza predstavlja prirodni mehanizam uklanjanja organskih supstanci iz
slatkovodnih ekosistema. Koristi se za uklanjanje visoko toksi¢nih supstanci prilikom
preCiS¢avanja voda. Fotokataliza ima mnoge prednosti u uklanjanju mikroorganizama,
toksi¢nih nusproizvoda hlorinacije 1 kontaminanata, uklju¢uju¢i mikrocistine (Xiaogang i
sar., 2006). Medutim, ovaj tretman je pogodan kada su koncentracije cijanotoksina nize.
Mnogo studija pokazuje kako fotoliticka oksidacija uz pomo¢ TiO2 moze da dovede do
degradacije MC-LR (Lawton i sar., 1995; Robertson i sar., 1997; Shepard i sar., 1998, 2002;
Lawton i Robertson, 1999; Cornish i sar., 2000; Senogles i sar., 2001; Liu i sar., 2002;
Lawton i sar., 2003; Bandala i sar., 2004; Xiaogang i sar., 2006). Drugi kongeneri poput MC-
LW, -LF, -RR, -YR, i -YA mogu uspes$no da se uniste za oko 45 min (Robertson i sar., 1997)
u prisustvu TiO2 i UV svetlosti (Shepard i sar., 1998; Lawton i sar., 2003). Ovaj tretman
rezultuje kompletnom razgradnjom cijanotoksina i uklanjenjem toksi¢nosti UV svetlom.
Tretman zavisi od pH kao i od intenziteta UV svetlosti i poCetne koncentracije.

Gvozde (I11) i ferat (V1) fotokataliza MC-LR mozZe da se ostvari, s tim da je efikasnost
ferat (IV) veca (Xing i sar., 2002; Yuan i sar., 2006). Degradacija MC-LR od 100% moze da

se postigne dozama od 0,08 do 0,17 mmol/L tokom ferat (I\V) fotokatalize (Sharma i sar.,
2009). Oksidacija MC-LR mora da se koristi kada je pH vrednost izmedu 6 i 10 (Sharma i
sar., 2009).

Fenton proces koris¢en je u degradaciji MC-LR. Fenton reagens je meSavina jona
gvozda 1 vodonik peroksida koja dovodi do produkcije reaktivnih hidroksil radikala. Fenton
proces zavisi od pH, koncentracije H2O2 i Fentonovog reagensa. Totalna degradacija MC-LR
I MC-RR moze da se ostvari za 60 sekundi Fentonovim procesom (Al Momani, 2007).
Ukoliko se ovaj tretman kombinuje sa nizim dozama ozona, Al Momani i saradnici (2008)
pronasli su da se najcesce varijante mikrocistina (LR i RR) mogu degradirati za 80 sekundi.
Uprkos visokoj efikasnosti, Fenton proces ima ograni¢enu upotrebu jer dolazi do stvaranja
mulja gvozda (Svrcek 1 Smith, 2004). Foto-Fenton proces efikasan je ¢ak kada je pH
neutralna, dok je Fentonov reagens ogranicen na kisele pH (Bauer i sar., 1999). Visoke
koncentracije Fentonovog reagensa dovode do viSe stope razgradnje, stoga, pri viSim
koncentracijama H2O> razgradnja MC-LR do 60% odvija se za 180 min (Bandala i sar.,
2004). Najvisa efikasnost razgradnje postize se uz UV zracenje tokom Foto-Fenton procesa, a
uklanjanje MC-LR dostiglo je 84% u prvih 25 min, a 100% za oko 35-40 minuta zracenja
(Bandala i sar., 2004).
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Ultrazvuéna degradacija cijanotoksina ili sonoliza se najces¢e koristi sa tretmanima

oksidacije, ali za razliku od njih, ultrazvuk ne zahteva upotrebu dodatnih hemikalija zbog
¢ega je podoban za uklanjanje cvetanja (de la Cruz i sar., 2011). Song i saradnici (2005,
2006) i Song i O’Shea (2007) opisali su destrukciju cijanotoksina ultrazvu¢nim zracenjem.
Sonoliza znacajno smanjuje broj ¢elija, bez povecavanja koncentracije mikrocistina u vodi
(Zhang 1 sar., 2009d). Ovaj tretman moZze biti uspeSno primenjen u slatkovodnim
ekosistemima koji sadrZze viSe vrsta algi i cijanobakterija Sirom sveta (De la Cruz i sar.,
2011).

Da bi se poboljsao kvalitet vode, razne tehnike i metode u postupcima za
precis¢avanje otpadnih voda moraju da se upotrebe. Ovi postupci koriste se za uklanjanje
¢elija cijanobakterija i toksina koji uticu na kvalitet vode. Efikasnost razliitih tretmana vode
u uklanjanju cijanobakterija i cijanotoksina varira. Prilikom konstantnog koris¢enja
optimalnih doza, podeSavanjem optimalne pH i1 odgovarajuc¢ih uslova rada, najvise uklanjanje
¢elija cijanobakterija moze se ostvariti koagulacijom, sporom filtracijom peskom i
membranskom filtracijom. Hlorinacija, feratna oksidna koagulacija, adsorpcija aktivnim
ugljem, fotokataliza, biodegradacija, Fenton i Foto-Fenton proces daju najbolje rezultate u
uklanjanju rastvorenih cijanotoksina (Panteli¢ i sar., 2013; modifikovano iz Chorus i Bartram,
1999; Alvarez i sar., 2010).

Efikasnost razli¢itih tretmana vode u uklanjanju intracelularnih i ekstracelularnih

cijanotoksina moze da varira, $to je predstavljeno u Tabeli 45.

Tabela 45. Efikasnost razlicitih tretmana vode u uklanjanju cijanotoksina
(modifikovano iz Panteli¢ i sar., 2013; Chorus i Bartram, 1999; Alvarez i sar., 2010)

Tretman i o¢ekivano ) )
o Dodatni komentari
uklanjanje?

Intracelularno Extracelularno

Pre-ozonacija

pomo¢ni Veoma efikasno u pojacavanju koagulacije, medutim,

proces ovaj proces moze da dovede do oslobadanja toksina.

Pre-hlorinacija

o Koristan je pri pomaganju koagulacije ¢elija, uz dodatne
pomocni . ) ) . L
— korake kojima se uklanja toksin. Zavisi od tipa jedinjenja
proces
hlora, koriStenih koncetracija, pH 1 vremena.
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Slobodan hlor

— >100 %

Efikasno kada je slobodan hlor >0,5 mg/L nakon >30
min na pH < 8 uz nizak rastvoreni organski ugljenik;
efekat je zanemarljiv na dozama nizim ili jednakim sa pH
8. Zavisi od tipa jedinjenja hlora, koristene koncentracije,
pH i vremena. Efikasnost uklanjanja: mikrocistin-da;
anatoksin-a-ne; cilintrospermopsin-da; saksitoksin-da.

Hloramin
— zanemarljivo  Neefikasno.
Hlorid dioksid
Nije efikasno uklanjanje dozama koje se koriste u
- zanemarljivo
tretmanu vode za pice.
Koagulacija
Efikasna metoda za eliminaciju Celija cijanobakterija iz
vode, ali ne 1 rastvorenih cijanotoksina. Tretman moze da
>90 % <10 % dovede liziranja ¢elija. Preozonacija pomaze koagulaciji.

Prirodne organske materije  smanjuju  efikasnost

uklanjanja toksina.

Feratna oksidacija-koagulacija

— >03 %

Ferat kombinuje oksidaciju i koagulaciju, stoga, u
prednosti je u odnosu na koriS¢enje hlora, ozona ili
peroksida za oksidaciju. Efikasnost uklanjanja zavisi od
doze ferata, pH i kontaktnog vremena. Uklanjanje toksina
nakon 30 minuta je 93 % na dozi ferata od 20 mg/L, i 98
% na dozi od 40 mg/L. Kada je pH vrednost izmedu 6 1
10, 40 mg/L doze ferata daje dobre rezultate u uklanjanju

toksina.

Flotacija rastvorenim vazduhom

nije
procenjivano,
40-80 % verovatno

zanemarljivo

Moguée je uklanjanje samo intracelularnih toksina.
Proces je veoma osetljiv. Ekstracelularni mikrocistini
nisu uklonjeni iz vode, ali nije pronadeno ni otpuStanje
toksina. Efikasnost uklanjanja ne zavisi od tipa prirodnih

organskih  materija 1  sadrzaja.  Ekstracelularni
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mikrocistini nisu uklonjeni iz vode, ali nije pronadeno ni
oslobadanje toksina. Efikasnost tretmana ne zavisi od

tipa ili sadrzaja prirodnih organskih materija.

Spora filtracija peskom

<86 %

verovatno

znacajno

Efikasno uklanjanje intracelularnih toksina. Efikasnost
uklanjanja rastvorenih mikrocistina zavisi od biofilma na
filteru. Spora filtracija peskom kao samostalan tretman
ne dovodi do smanjenje toksi¢nosti, ali potencijalno
moze da se koristi u kombinaciji sa nekim drugim

tretmanima vode.

Brza filtracija

>60 %

<10 %

Nije dovoljno efikasan metod za uklanjanje celija
cijanobakterija 1 ekstracelularnih toksina. Dolazi do
liziranja ¢elija i oslobadanja cijanotoksina. Najcesce se

koristi nakon koagulacije da se uklone Cestice.

Membranski procesi

>96 %

nepouzdano

Efikasno je uklanjanje netaknutih ¢elija i intracelularnih
toksina, ali ovaj tretman ne uklanja znacajno
ekstracelularne toksine. Rastvoreni mikrocistini mogu da
budu uklonjenim nekim membranama, a to zavisi od
veli¢ine pore 1 kvaliteta vode. Ovaj tretman dovodi do
liziranja celije. Ovi procesi odvajaju kontaminante u
zavisnosti od njihove veli¢ine 1 naboja u zavisnosti od

fizickih 1 hemijskih karakteristika membrane.

Adsorpcija aktivnim ugljem u prasku (Powdered activated carbon adsorption, PAC)

zanemarljivo

>85 %

Za efikasno uklanjanje toksina potrebne su veoma visoke
doze PAC (10 pg/L toksina: >20 mg/PAC/L).
Kompeticija rastvorenog organskog ugljenika smanjuje
kapacitet. Potrebno ga je menjati Cesto, a efikasnost
uklanjanja smanjuje se u zavisnosti od vremena koje

znacajno utice na troskove tretmana.

Adsorpcija granuliranim aktivnim ugljem (Granular activated carbon adsorption, GAC)

>60 %

>05 %

GAC filteri sa odgovaraju¢om regeneracijom i zamenom
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mogu da se koriste kao dodatna barijera za mikrocistin.
Prisustvo prirodnih organskih materija znacajno smanjuje

proces adsorbcije toksina.

Bioloski granulirani aktivni ugalj

znacajno >90 %

Bioloska aktivnost moze biti efikasnija od GAC.

Kalijum permanganat

- 95 %

Efikasno deluje na rastvoren toksin jedino u odsustvu
¢elija. Permanganat se preferira zbog niske cene,
jednostavnosti upotrebe i efikasnosti na razli¢itim pH
vrednostima i stabilnosti na povrSinama; medutim, ovi
procesi zahtevaju dugo kontaktno vreme, daju vodi rozu
boju, toksi¢ni su i iritiraju kozu 1 mukoznu membranu, a

mogu biti i smrtonosni ukoliko se progutaju.

Ozonacija

— >98 %

Ukoliko je potreba za rastvorenim organskim ugljenikom
zadovoljena, dolazi do brzog i efikasnog uklanjanja
razlozenih toksina. Najbolje je koristiti oksidaciju za
razlaganje rastvorenih cijanotoksina nakon uklanjanja
¢elija koagulacijom ili filtracijom. Inicijalni troskovi
ozonacije su visoki, ozon je visoko korozivan i toksi€an i
zahteva velik stepen odrzavanja i vestinu osobe koja
upravlja procesom. Prisustvo prirodnih  organskih
materija smanjuje efikasnost. Ozonacija dovodi do
liziranja Celijskog izda 1 oslobadanja intracelularnih

toksina.

UV zracdenje/napredne tehnologije oksidacije

— zanemarljivo

Moguéa je degradacija MC-LR, anatoksina-a i
cilindrospermopsina, ali samo u veoma visokim,
neprakticnim dozama. Kada se koristi UV, MC-LR i
MC-RR se brzo razlazu bez proizvodnje Stetnih
nusproizvoda. Povecanjem intenziteta UV, efikasnost
degradacije MC-LR raste. S obzirom da su potrebne

visoke doze, lampe pod niskim ili srednjim pritiskom,
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UV treatman nije preporucljiv u tretmanu cijanotoksina.

Dozvoljava sporo curenje toksina u prirodnu sredinu.

Titanium dioksid/napredne tehnologije oksidacije

100 %

Jedna od obecavajucih naprednih tehnologija oksidacije,
jeftina i fotokataliticki aktivna kataliza na UV i vidljivoj
svetlosti, bez upotrebe ili produkcije Stetnih jedinjenja.

MC-LR, -LW, -LF, -RR, -YR, i -YA mogu uspes$no da se
uni$te za oko 45 min u prisustvu TiO2 i UV svetlosti.
Rezultat je kompletna razgradnja cijanotoksina i
uklanjenje toksi¢nosti UV svetlom. Tretman zavisi od

pH, od intenziteta UV svetlosti i poCetne koncentracije.

Gvozde (III) i ferat (VI) fotokataliza

100 %

Dodavanjem ferat (VI) povecava fotokatalitiCku
oksidaciju MC-LR kada je kontaktno vreme 30 min, a
degradacija MC-LR od 100 % moze da se postigne
dozama od 0,08 do 0,17 mmol/L. Oksidacija MC-LR

mora da se koristi kada je pH vrednost izmedu 6 1 10.

Fenton i Foto-Fenton proces

60-100 %

Fenton proces zavisi od pH, koncentracije H.O; i
Fentonovog reagensa. Foto-Fenton proces efikasan je ¢ak
kada je pH neutralna, dok je Fentonov reagens ogranien
na kisele pH. Visoke H>O2 koncentracije = viSe stope
razgradnje; MC-LR razgradnja do 60 % odvija se za 180
min. NajviSa efikasnost razgradnje postize se uz UV
zraCenje tokom Foto-Fenton procesa, a uklanjanje MC-
LR dostiglo je 84 % u prvih 25 min, a 100 % za oko 35-

40 minuta zraenja.

Sonoliza

znacajno
redukuje broj
¢elija algi, bez

lize ¢elija

Sonoliza se najcesce koristi sa naprednim tehnologijama
oksidacije, ali za razliku od njih, ultrazvuk ne zahteva
upotrebu dodatnih hemikalija zbog ¢ega je podoban za
uklanjanje cvetanja. Sonikacija znacajno smanjuje broj

¢elija, bez povecavanja koncentracije mikrocistina u

180



Diskusija

vodi. Upotreba ultrazvucnog zracenja zahteva frekvencije

koje dovode do stvaranja ekstremnih uslova.

Biodegradacija

100 %

Nekoliko sojeva roda  Sphingomonas sp. ili
sfingomonadolikih sojeva sposobni su da degradiraju
MC-LR i -RR, ali ne 1 nodularin. Paucibacter
toxinivorans gen. nov., sp. nov. sposoban je da degradira
mikrocistin i nodularin.  Rodovi  Burkholderia,
Arthrobacter sp., Brevibacterium sp. i Rhodococcus sp.
mogu da razlazu Sest Cestih varijanata mikrocistina u
netoksi¢na jedinjenja; Methylobacillus sp. moze efikasno
da degradira MC-LR i -RR. Bioloska degradacija treba
da se Kkoristi sa drugim tretmanima poput UV/H20;,
ozon, itd.. Predstavlja pouzdani i efikasan sistem za
purifikaciju koji ne koristi Stetne hemikalije; ogranicenja
tretmana su dugo vreme reakcije koje moze trajati od

nekoliko sati do nekoliko dana zbog Cega je neodrziv.

®Verovatna efikasnost uklanjanja prilikom konstantnog kori$¢enja optimalnih doza, pH i

odgovarajucih uslova rada.

U Republici Srbiji postoji problem sa cvetanjem cijanobakterija i proizvodnjom

cijanotoksina u vecini povrSinskih voda koje se koriste kao akumulacije za snabdevanje

vodom za pice, rekreaciju 1 navodnjavanje. Sa druge strane, veoma mali broj vodovoda u

Republici Srbiji kontroliSe rast cijanobakterija, vr$i merenje koncentracije cijanotoksina u

povrSinskim vodama ili koristiti tretman vode za uklanjanje cijanotoksina. Za oc€uvanje

zdrave 1 odrzive Zivotne sredine ovakva praksa treba da se promeni kako bi se ponovo

uspostavila prirodna ravnoteza u vodenim ekosistemima.
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6. ZAKLJUCCI

Doktorska disertacija imala je za cilj da ispita prisustvo toksi¢nih cijanobakterija i
njihovih toksina u razli¢itim ekosistemima sa teritorije Republike Srbije i ustanovi koje su
moguce negativne posledice prouzrokovane od strane ovih mikroorganizama. Na osnovu

dobijenih rezultata doneseno je nekoliko zakljucaka:

1. Formirana Baza podataka cijanobakterija u Srbiji prilaZze veliki broj bitnih i korisnih
informacija iz preko 70 literaturnih izvora o prostiranju i ucestalosti pojave cijanobakterija i
njihovih toksina u periodu od 130 godina, kao i njihovih efekata na Zivi svet u vodenim
ekosistemima, ali i Sire. Istrazivana su 64 vodena ekosistema, ukljucujuci reke, jezera, bare,
kanale, ribnjake, akumulacije za navodnjavanje, akumulacije za snabdevanje vodom za pice i
akumulacije sa drugom namenom, gde je najceSce cvetalo pet vrsta cijanobakterija i to:
Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon flos-aquae, Planktothrix agardhii, Microcystis flos-
aquae i Planktothrix rubescens. Areal rasprostranjenja pomenutih vrsta sa teritorije
Republike Srbije se $iri. U brojnim vodenim telima detektovani su mikrocistini i to u visokim
koncentracijama. Ovakav nacin sistematizacije podataka o problemu cvetanja cijanobakterija
i pojavi njihovih toksina je pionirski na Balkanskom poluostrvu i kao takav predstavlja
primer drugim zemljama u okruZenju. Stoga, neophodno je nastaviti sa pra¢enjem i unosom
novih informacija o ovoj pojavi radi bolje procene stanja i mogucénosti predvidanja mogucih

problema koje cijanobakterije mogu da prouzrokuju u buduénosti.

2. IstraZivanjima na primeru vodenog ekosistema Ludos sa teritorije Republike Srbije tokom
2011. 1 2012. godine potvrdeno je prisustvo cijanobakterija 1 njihovih toksina u vodi 1
vodenim organizmima.

2.1. Troficki status jezera Ludo§ najcesce je eutrofan.

2.2. Cvetanje cijanobakterija kontinuirano je jos od 1970. godine, a rezultati iz
doktorske disertacije potvrduju da su vrste Limnothrix redekei i Pseudanabaena limnetica
nadene u stalnom cvetanju.

2.3. Detektovano je prisustvo mikrocistina/nodularina u biomasi i vodi jezera Ludo$
sa najvisim vrednostima (119,03 pg/L) na leto 2011. godine, kao i saksitoksina u veoma

malim koncentracijama tokom istrazivanog perioda.
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2.4. Cijanotoksin MC-RR detektovan je u vodenim biljkama iz jezera Ludos$, odnosno
u rizomu trske (Phragmites communis), rogoza (Typha latifolia) i ljubiastog lokvanja
(Nymphaea elegans), kao i u starim listovima trske.

2.5. Analize ribe ukazuju na akumulaciju dve varijante mikrocistina: MC-RR u
misi¢ima, $krgama i gonadama, i MC-LR u crevima i bubregu babuske (Carassius gibelio).
Histoloskim pregledom tkiva babuske pronadene su najizraZenije promene u jetri, bubrezima

i Skrgama, a primecene su i na crevima.

3. Testiranjem bioloskih lesnih pokorica sa teritorije Vojvodine nisu detektovani
mikrocistini/nodularini PP1 esejem. Testom toksi¢nosti sa ra¢i¢em A. salina nije detektovana
toksi¢nost uzoraka. Pretpostavlja se da su koncentracije cijanotoksina ispod granica detekcije
ili ih nema u testiranim bioloskim lesnim pokoricama. Razvojem novih metoda i
optimizacijom postojec¢ih za detekciju cijanotoksina u bioloskim lesnim pokoricama i drugim

terestricnim ekosistemima potrebno je proveriti dobijene rezultate.

4. Rezultati dobijeni prouc¢avanjem svojstva 84 soja cijanobakterija iz NSCCC, koji poticu iz
terestri¢nih i vodenih ekosistema sa teritorije Republike Srbije, ukazuju na potencijalnu
opasnost pojave ovih mikroorganizama 1 njihovih toksi¢nih metabolita u razliitim
ekosistemima sa teritorije Republike Srbije, a mogu posluziti i kao osnov za dalja istrazivanja
prevencije cvetanja.

4.1. Sojevi iz NSCCC mogu da deluju toksi¢no na raci¢a Artemia salina. Test
toksic¢nosti sa ra¢icem Artemia salina raden je na 78 sojeva. Rezultati pokazuju kako je medu
ispitivanim sojevima u eksponencijalnoj fazi rasta 12% terestricnih 1 10,7% vodenih sojeva
pokazivalo intracelularnu toksicnost, a u stacionarnoj fazi 16,6% terestri¢nih 1 35,7% vodenih
sojeva. Ekstracelularna toksi¢nost je izmerena samo kod jednog terestrinog soja (T3) sa
teritorije Republike Srbije.

4.2. Sojevi iz NSCCC mogu da produkuju cijanotoksine. ELISA testovima koji su
radeni na 72 soja detektovano je prisustvo mikrocistina, nodularina ili/i saksitoksina kod
34,1% terestri¢nih 1 55,5% vodenih sojeva koji poticu sa teritorije Republike Srbije.

4.3. Veliki broj jedinki dafnija (92,2%) koristio je istrazivane sojeve za ishranu,
odnosno ishrana je bila moguca sa svim vodenim 1 sa gotovo 90% terestricnih sojeva.
Eksperimentalno je potvrdena akumulacija mikrocistina u ra¢i¢u Daphnia pulex. O¢igledna je
potencijalna opasnost koju predstavljaju ovi organizmi zbog lanaca ishrane, ali i moguénost

upotrebe rac¢ica Daphnia pulex u prevenciji cvetanja cijanobakterija. Na osnovu ovih rezultata
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upotreba raci¢a Daphnia pulex u izvodenju bioloSkih testova za testiranje prisustva

cijanotoksina treba da se preispita.

5. Kompleks ribnjaka sa teritorije Republike Srbije koriS¢en je za istrazivanje potencijalnog
nacina prevencije pojave i cvetanja cijanobakterija uz pomo¢ pravovremenog unosenja racica
Daphnia sp..

5.1. Na osnovu koncentracije hlorofila a i trofickog statusa, kvalitativne i
kvantitativne analize fitoplanktona (cijanobakterija), toksi¢nosti vode 1 prisustva
cijanotoksina mikrocistina/nodularina i saksitoksina potvrdeno je smanjenje cvetanja
cijanobakterija i drugih negativnih efekata u eksperimentalnim jezerima u odnosu na
kontrolna.

5.2. S obzirom na ozbiljnost pojave i mogucih negativnih posledica po zdravlje ljudi,
postupci eliminacije ¢elija cijanobakterija i njihovih toksina treba da udu u praksu pri obradi

otpadnih voda i prec¢is¢avanja vode iz povrsinskih akumulacija u Republici Srbiji.
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8. PRILOG

Prilog | Podaci iz Baze podataka cijanobakterija u Srbiji

Prilog

Kanali

Datum

Cvetajuce* i dominantne
cijanobakterije

Mikrocistini pg/L (u

Drugi relevantni podaci

Reference

vodi) ili pg/g (u tkivu)
N.D.

Kralja Petra kanal leto 1930. Microcystis aeruginosa* N.D. Proti¢, 1935
(Veliki backi kanal)- Microcystis flos-aquae
Vrbas, Srbobran, Aphanothece stagnina
Becej Planktothrix agardhii
(ex. Oscillatoria agardhii)
Anabaena flos-aquae
Anabaena macrospora
Kralja Aleksandra leto 1930. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Proti¢, 1935
kanal-Mali Stapar Microcystis flos- aquae
Aphanothece stagnina
Planktothrix agardhii
(ex. Oscillatoria agardhii)
Anabaena flos-aquae
Anabaena macrospora
Veliki backi kanal- leto 1934. i Anabaena flos-aquae* N.D. N.D. Proti¢, 1936
Vrbas, Srbobran, 1935. Anabaena macrospora
Backo Gradiste i Oscillatoria agardhii
Becdej
Kanal: Odzaci — 1984. Microcystis flos-aquae N.D. N.D. Pujin i sar., 1986
Sombor i
Prigrevica-Bezdan
(8 uzorkovanih
lokaliteta)
Kanal DTD-Novi 15.06.1998. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Sad
Kanal DTD-Backo 2000. Oscillatoria limosa N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Gradiste
Kanal DTD-Vrbas Il | 19.06.2000. Oscillatoria chalybea N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Kanal DTD-Ba¢ 12.10.2000. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Kanal DTD-Backi 12.10.2000. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Petrovac
Kanal DTD-Backo 27.08.2002. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
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Gradiste Oscillatoria subtilissima
Kanal DTD-Backo 05.08.2003. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Gradiste Microcystis aeruginosa
Kanal DTD-Ba¢ 18.08.2003. Oscillatoria subtilissima N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Kanal DTD-Backo 2005.-2007. Anabaena flos-aquae* voda (PP1) Izolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009
Gradiste Anabaena circinalis 2005. Nostoc spp.

Anabaena planctonica leto: 104,34 MC

Anabaena spiroides jesen: 346,85 MC

Aphanizomenon flos-aquae* 2006.

Aphanizomenon ovalisporum zima: 2,34 MC

Limnothrix redekii prolece: 102,74 MC

Lyngbya sp. leto: 63,68 MC

Microcystis aeruginosa* jesen: 132,41 MC

Microcystis flos-aquae* 2007.

Oscillatoria sp. zima: 20,88 MC

Phormidium autumnale prolece: 50,2 MC

Phormidium sp. leto: 55,53 MC

Planktothrix agardhii* jesen: 52,4 MC
Kanal DTD- Becej 2005.-2007. Anabaena flos-aquae voda (PP1) Izolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009

Anabaena circinalis 2005. Oscillatoria spp.

Anabaena spiroides leto: 85,75 MC

Aphanizomenon flos-aquae* jesen: 65,32 MC

Calothrix sp. 2006.

Limnothrix redekii zima: 1,48 MC

Merismopedia sp. prolece: 16.85 MC

Microcystis aeruginosa* leto: 15,85 MC

Microcystis flos-aquae* jesen: 142,60 MC

Oscillatoria sp. 2007.

Phormidium autumnale zima: 21,55 MC

Phormidium sp. prolece: 36,93 MC

Planktothrix agardhii* leto: 50,6 MC

jesen: 41,5 MC

Kanal DTD-Vrbas 2005.-2007. Anabaena flos-aquae* voda (PP1) N.D. Simeunovi¢, 2009

Anabaena planctonica 2005.

Aphanizomenon flos-aquae leto: 7,99 MC

Aphanizomenon ovalisporum jesen: 10,63 MC

Lyngbya sp. 2006.

Microcystis aeruginosa* zima: 4,24 MC
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Microcystis flos-aquae

prolece: 9,78 MC

Oscillatoria sp. leto: 13,53 MC
Phormidium autumnale jesen: 48,4 MC
Planktothrix agardhii 2007.
zima: 6,92 MC
prolece: 13,8 MC
leto: 7,88 MC
jesen: 19,74 MC
Kanal DTD-S. 2005.-2007. Anabaena flos-aquae voda (PP1) N.D. Simeunovi¢, 2009
Mileti¢ Aphanizomenon flos-aquae 2005.
Aphanizomenon ovalisporum leto: 4,39 MC
Lyngbya sp. jesen: 9,01 MC
Microcystis flos-aquae* 2006.
Oscillatoria sp. zima: 1,86 MC
Phormidium autumnale prolece: 13,23 MC
Planktothrix agardhii* leto: 11,88 MC
jesen: 28,9 MC
2007.
zima: 8,15 MC
prolece: 31,6 MC
leto: 22,7 MC
jesen: 33,4 MC
Kanal DTD-RuskKi 15.06.2006. Planktothrix agardhii* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Krstur
Kanal DTD-S. 23.05.2007. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Mileti¢
Kanal DTD-Backo 29.07.2007. Anabaena flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Gradiste
Bare Datum Cvetajuce* i dominantne Mikrocistini pg/L (u Drugi relevantni podaci Reference
cijanobakterije vodi) ili pg/g (u tkivu)
Rakina bara, Jun-Octobar Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Jakovljevi¢ i Stankovié,
Sremdéica (1931-1932) Microcystis flos-aquae 1931-1932
Aphanocapsa sp.
Anabaena planctonica
Rokas, Franjina Jul-Septembar Aphanizomenon sp.* N.D. N.D. Milovanovi¢, 1970

skela,

1968.

Microcystis sp.
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Kupusinovadki Raphidiopsis sp.
Dunavac
Carska bara 1985. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Pujin i sar., 1987
Microcystis flos-aquae
Anabaena flos-aquae
Opovacki Dunavac 1991. Anabaena sp. N.D. N.D. Masla¢ i sar., 1992
Microcystis sp.
Aphanizomenon flos-aquae
Phormidium sp.
Slatina i pec¢ena 2003. Arthrospira fusiformis* N.D. N.D. Fuzinato i sar., 2010
slatina
Slatina-Opovo 2003. Oscillatoria willei N.D. N.D. Subakov-Simic¢ i sar.,
2004
Slatina 2006. Cylindrospermopsis raciborskii N.D. N.D. Cvijan i FuZinato, 2011
Reke Datum Cvetajuce* i dominantne Mikrocistini pg/L (u Drugi relevantni podaci Reference
cijanobakterije vodi) ili pg/g (u tkivu)
Dunav-Apatin 1281 | 1947.-1975. Aphanizomenon sp. Microcystis N.D. N.D. Obuskovi¢, 1979a
km, 1092 km i 945 pregled sp.
km
Sava Octobar1978. Oscillatoria sp. N.D. N.D. Obuskovié, 1979b
Anabaena sp.
Aphanizomenon sp.
Merismopedia sp.
Bosut-Morovi¢ 1981. Aphanizomenon sp.* N.D. N.D. Obuskovi¢, 1982a
Microcystis sp.
Anabaena sp.
Studva -Morovi¢ 1981. Phormidium sp. N.D. N.D. Obuskovi¢, 1982a
Sava (16 1984. Aphanizomenon sp.* N.D. N.D. Obuskovic, 1987
uzorkovanih Microcystis sp.
lokaliteta: Litije — Anabaena sp.
Ostruznica)
Pek-Blagojev kamen | 1984, Dactylococcopsis acicularis N.D. N.D. Obuskovi¢ i Kalafati¢,
var. grandis 1988
Ponjavica 1984. 1989. Microcystis flos-aquae* N.D. N.D. Obuskovi¢, 1991
Dunav (Panéevo — 1988. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Obuskovié¢, 1989

Donji Milanovac)

Microcystis sp.
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Anabaena sp.

Zapadna Morava 1990. i 1991. Oscillatoria chlorina N.D. N.D. Dukié i sar., 1994
(Stanc¢ic¢i i Grdica)
Bosut-Batrovci 22.06.1992, Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Studva-Morovi¢ 22.06.1992, Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bosut-Batrovci 29.08.1994, Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Studva-Morovi¢ 29.08.1994, Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bosut-Batrovci 30.06.1995. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Studva-Morovi¢ 30.06.1995. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bosut- Batrovci 18.08.1995. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Studva-Morovié¢ 18.08.1995. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Sava 12km Septembar Oscillatoria limosa N.D. N.D. LauSevié i sar., 1998
1995,
Studva-Morovié¢ 27.06.1996. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Bosut-Batrovci 28.08.1996. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Studva-Morovié¢ 28.08.1996. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Keres-Subotica 25.06.1997. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Bosut-Batrovci 30.06.1997. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Studva-Morovié¢ 30.06.1997. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Bosut-Batrovci 26.08.1997. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Tisa 1998. Oscillatoria limnetica N.D. N.D. Pujin i sar., 1999
Keres-Subotica 24.06.1998. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev 2011
Bosut-Batrovci 30.06.1998. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Studva-Morovié¢ 30.06.1998. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Krivaja-Srbobran 12.08.1998. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Bosut-Batrovci 25.08.1998. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Krivaja-Srbobran 19.10.1998. Oscillatoria limosa N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Keres-Subotica 28.07.1999. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Krivaja-Srbobran 28.07.1999. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Bosut- Batrovci 25.08.1999. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Zlatica-Vrbica 10.04.2000. Oscillatoria limosa N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Bosut- Batrovci 29.06.2000. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bosut- Batrovci 17.08.2000. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Studva-Morovié 17.08.2000. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Keres-Subotica 30.08.2000. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bosut- Batrovci 25.10.2000. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Studva-Morovié 25.10.2000. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
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Krivaja-Mali Ido§ 2001. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Purkovi¢ i sar., 2004
Ponjavica 2001. Oscillatoria sp. N.D. N.D. Karadzi¢ i Subakov-

Phormidium sp. Simié¢, 2002
Bosut-Batrovci 25.04.2001. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Studva-Morovi¢ 25.04.2001. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Studva-Morovi¢ 20.06.2001. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bosut-Batrovci 20.06.2001. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Keres-Subotica 15.08.2001. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Studva-Morovié¢ 21.08.2001. Aphanizomenon issatschenkoi N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Ponjavica 2001.-2002. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Karadzi¢ i sar, 2005

Oscillatoria limnetica

Oscillatoria redekii

Anabaena affinis

Microcystis aeruginosa

Microcystis incerta
Bosut-Batrovci 21.08.2002. Oscillatoria subtilissima N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Keres-Subotica 21.08.2002. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bosut-Batrovci 18.06.2003. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011

(ex. Oscillatoria rubescens)
Studva-Morovié¢ 18.06.2003. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011

(ex. Oscillatoria rubescens)
Krivaja-Srbobran 11.08.2003. Anabaena flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Krivaja-Mali Ido$ 11.08.2003. Microcystis aeruginosa* N.D. Jul-mortalitet ribe Sedmak i Sviréev, 2011
Bosut-Batrovci 20.08.2003. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011

(ex. Oscillatoria rubescens)
Studva-Morovié¢ 20.08.2003. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011

(ex. Oscillatoria rubescens)
Krivaja- Srbobran 2005.-2007. Anabaena flos-aquae voda (PP1) Izolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009

Aphanizomenon flos-aquae* 2005. Anabaena spp.

Limnothrix redekii leto: 14,01 MC Aphanizomenon spp.

Lyngbya sp. jesen: 79,56 MC Oscillatoria spp.

Microcystis flos-aquae* 2006.

Oscillatoria sp.* zima: 1,43 MC

Phormidium autumnale prolece: 33,11 MC

Phormidium sp. leto: 13,34 MC

Planktothrix agardhii* jesen: 41,2 MC

2007.
zima: 16,2 MC
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prolece: 9,1 MC

leto: 27,6 MC
jesen: 29,25 MC
Tisa-Novi Knezevac | 2005.-2007. Aphanizomenon flos-aquae voda (PP1) N.D. Simeunovi¢, 2009
Aphanizomenon ovalisporum 2005.
Calothrix sp. leto: 6,87 MC
Limnothrix redekii jesen: 5,48 MC
Lyngbya sp. 2006.
Merismopedia sp. zima: 8,44 MC
Microcystis aeruginosa prole¢e: 10,37 MC
Microcystis flos-aquae* leto: 12,04 MC
Oscillatoria sp. jesen: 29,8 MC
Phormidium autumnale 2007.
Phormidium sp. zima: 38,1 MC
Planktothrix agardhii* prolece: 15,67 MC
leto: 25,93 MC
jesen: 19,3 MC
Begej-Sr. Itebej 2005.-2007. Lyngbya sp. voda (PP1) N.D. Simeunovi¢, 2009
Microcystis flos-aquae 2005.
Oscillatoria sp. leto: 1,75 MC
Phormidium autumnale jesen: 8,74 MC
Phormidium sp. 2006.
zima: 1,67 MC
prolece: 11,92 MC
leto: 10,77 MC
jesen: 17,1 MC
2007.
zima: 18,4 MC
prolece: 8,32 MC
leto: 21,47 MC
jesen: 21,9 MC
Tamis-Botos 2005.-2007. Anabaena flos-aquae voda (PP1) Izolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009
Microcystis flos-aquae 2005. Nostoc spp.
Oscillatoria sp. leto: 1,42 MC
Phormidium autumnale jesen: 8,84 MC
Phormidium sp. 2006.
Planktothrix agardhii zima: 1,64 MC
prolece: 5,03 MC
leto: 15,57 MC
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jesen: 20,1 MC

2007.
zima: 29,27 MC
prolece: 18 MC
leto: 32,8 MC
jesen: 27,27 MC
Ponjavica-L1 2008. Geitlerinema amphibium voda (HPLC/PDA) N.D. Nati¢ i sar., 2012
Aphanothece clathrata Jun: <0,1 MC
Jaaginema spp. Jul: 0,5 MC
Limnothrix planctonica Avgust: 1,1 MC
Microcystis sp. Septembar: 1,1 MC
Octobar: 0,3 MC
Novembar: <0,1 MC
Ponjavica-L2 2008. Cylindrospermopsis raciborskii voda (HPLC/PDA) N.D. Nati¢ i sar., 2012
Raphidiopsis mediterranea Jun: <0,1 MC
Planktothrix agardhii Jul: 0,6 MC
Aphanizomenon sp. Avgust: 1,0 MC
Phormidium sp. Septembar: 1,5 MC
Anabaena flos-aquae Octobar: 0,3 MC
Novembar: <0,1 MC
Ponjavica-L3 2008. Cylindrospermopsis raciborskii voda (HPLC/PDA) N.D. Nati¢ i sar., 2012
Jaaginema spp. Jun: <0,1 MC
Phormidium sp. Jul: 0,5 MC
Microcystis aeruginosa Avgust: 1,3MC
Planktothrix agardhii Septembar: 1,5 MC
Aphanizomenon sp. Octobar: 0,2 MC
Limnothrix planctonica Novembar: <0,1 MC
Ponjavica-L4 2008. Cylindrospermopsis raciborskii voda (HPLC/PDA) N.D. Nati¢ i sar., 2012
Jaaginema spp. Jun: <0,1 MC
Microcystis spp. Jul: 0,5 MC
Planktothrix sp. Avgust: 0,9 MC
Anabaena spp. Septembar: 1,2 MC
Aphanocapsa sp. Octobar: <0,1 MC
Phormidium sp. Novembar: <0,1 MC
Chroococcus spp.
Ponjavica 2009. voda (ELISA) Mortalitet stoke i ribe Karadzi¢, 2011

April: 2,49 MC
Maj: 4,73 MC
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Jun: 3,55 MC
Jul: 3,14 MC
Avgust: 4,84 MC
Novembar: 3,12 MC
MC pg/100g, Novembar
5, 68 mulj

5,04 vodene biljke |
4,52 vodene biljke 11

2,64 riba |
3,34 riba Il
Ribnjaci Datum Cvetajuce* i dominantne Mikrocistini pg/L (u Drugi relevantni podaci Reference
cijanobakterije vodi) ili pg/g (u tkivu)
Ecka 1949.-1951. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Milovanovié i Zivkovié,
Microcystis flos-aquae 1953
Microcystis marginata
Aphanizomenon flos-aquae
Anabaena spp.
Zivata Maj-Octobar Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Milovanovié i Zivkovi¢,
1951.-1955. 1959
Kolut Jul-Septembar Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Milovanovi¢, 1963
1961. Aphanizomenon flos-aquae
Anabaena flos-aquae
Anabaena spiroides
Futog | 1977. Anabaena sp.* N.D. N.D. Risti¢ i sar., 1979
Anabaena spiroides
Anabaenopsis sp.
Kapetanski rit 2010. Cylindrospermopsis raciborskii N.D. N.D. Ciri¢ i sar., 2010
Biserno ostrvo-EIl1 2010.-2011. Aphanizomenon flos-aquae* 12.08.2010. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
Pseudanabaena limnetica 9,34 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011

Gomphosphaeria lacustris
Microcystis aeruginosa*

3,12 voda (ELISA)
1,15 meso ribe (ELISA)
2,05 jetra ribe (ELISA)

15.09.2010.
4,43 voda (PP1)

1,74 voda (ELISA)

0,57 meso ribe (ELISA)

12.08.2010. 17%
15.09.2010. 16%
29.10.2010. 26%
01.12.2010. 14%
22.05.2011. 11%
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0,98 jetra ribe (ELISA)
29.10.2010.
10,96 voda (PP1)
01.12.2010.

4,61 voda (PP1)
0,59 mulj (ELISA)
22.05.2011.

9,46 voda (PP1)

Biserno ostrvo-EI2

2010.-2011.

Aphanizomenon flos-aquae*
Gomphosphaeria lacustris
Microcystis aeruginosa*

12.08.2010.
14,27 voda (PP1)
6,24 voda (ELISA)
1,85 meso ribe (ELISA)
1,94 jetra ribe (ELISA)
15.09.2010.

5,08 voda (PP1)
2,58 voda (ELISA)
0,85 meso ribe (ELISA)
1,74 jetra ribe (ELISA)
29.10.2010.

9,50 voda (PP1)
0,61 vodene biljke
(ELISA)

0,54 mulj (ELISA)
01.12.2010.

5,80 voda (PP1)
0,61 vodene biljke
(ELISA)
22.05.2011.

7,34 voda (PP1)

Smrtnost u testu toksi¢nosti
A. salina (%)
12.08.2010. 21%
15.09.2010. 21%
29.10.2010. 31%
01.12.2010. 11%
22.05.2011. 13%

Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011

Biserno ostrvo-LI1

2010.-2011.

Phormidium foveolarum*
Aphanizomenon flos-aquae*
Pseudanabaena limnetica
Gomphosphaeria lacustris
Limnothrix redekii

12.08.2010.

7,23 voda (PP1)
3,84 voda (ELISA)
0,89 meso ribe (ELISA)
1,57 jetra ribe (ELISA)
15.09.2010.
20,62 voda (PP1)
6,82 voda (ELISA)
0,22 meso ribe (ELISA)
2,64 jetra ribe (ELISA)

Smrtnost u testu toksi¢nosti
A. salina (%)
12.08.2010. 22%
15.09.2010. 72%
29.10.2010. 42%
01.12.2010. 21%
22.05.2011. 12%

Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011
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29.10.2010.
16,73 voda (PP1)
01.12.2010.
7,37 voda (PP1)
1,77 vodene biljke
(ELISA)

1,99 mulj (ELISA)
22.05.2011.
7,89 voda (PP1)

Biserno ostrvo-LI2

2010.-2011.

Phormidium foveolarum*
Aphanizomenon flos-aquae*
Pseudanabaena limnetica
Gomphosphaeria lacustris
Limnothrix redekii

12.08.2010.

8,13 voda (PP1)
4,93 voda (ELISA)
1,08 meso ribe (ELISA)
2,34 jetraribe (ELISA)
15.09.2010.
21,23 voda (PP1)
18,12 voda (ELISA)
2,08 meso ribe (ELISA)
3,34 jetra ribe (ELISA)
29.10.2010.
17,66 voda (PP1)
1,38 vodene biljke
(ELISA)

0,85 mulj (ELISA)
01.12.2010.
11,66 voda (PP1)
1,82 vodene biljke
(ELISA)

2,29 mulj (ELISA)
22.05.2011.

8,39 voda (PP1)

Smrtnost u testu toksi¢nosti
A. salina (%)
12.08.2010. 16%
15.09.2010. 36%
29.10.2010. 46%
01.12.2010. 16%
22.05.2011. 14%

Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011

Biserno ostrvo-C1

2010.-2011.

Phormidium foveolarum*
Aphanizomenon flos-aquae
Pseudanabaena limnetica
Limnothrix redekii

12.08.2010.

5,81 voda (PP1)
4,81 voda (ELISA)
1,24 meso ribe (ELISA)
2,09 jetra ribe (ELISA)
15.09.2010.
35,94 voda (PP1)
9,45 voda (ELISA)

Smrtnost u testu toksi¢nosti
A. salina (%)
12.08.2010. 23%
15.09.2010. 63%
29.10.2010. 33%
01.12.2010. 23%
22.05.2011. 12%

Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011
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6,94 meso ribe (ELISA)
12,59 jetra ribe (ELISA)
29.10.2010.
19,89 voda (PP1)
1,16 vodene biljke
(ELISA)

1,12 mulj (ELISA)
01.12.2010.
10,89 voda (PP1)
2,11 vodene biljke
(ELISA)

4,52 mulj (ELISA)
22.05.2011.

8,15 voda (PP1)

Biserno ostrvo-C2

2010.-2011.

Aphanizomenon flos-aquae*
Limnothrix redekii

Microcystis aeruginosa
Limnothrix redekii Phormidium
foveolarum

12.08.2010.

7,82 voda (PP1)
5,68 voda (ELISA)
1,17 meso ribe (ELISA)
1,89 jetra ribe (ELISA)
15.09.2010.
52,08 voda (PP1)
12,83 voda (ELISA)
3,17 meso ribe (ELISA)
28,94 jetra ribe (ELISA)
29.10.2010.
22,04 voda (PP1)
0,78 vodene biljke
(ELISA)

1,39 mulj (ELISA)
01.12.2010.
20,41 voda (PP1)
2,47 vodene biljke
(ELISA)

3,09 mulj (ELISA)
22.05.2011.

7,82 voda (PP1)

Smrtnost u testu toksi¢nosti

A. salina (%)
12.08.2010. 17%
15.09.2010. 87%
29.10.2010. 49%
01.12.2010. 27%
22.05.2011. 14%

Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011

Ribnjak Becej

2010.-2011.

12.08.2010.
4,78 voda (PP1)
3,99 voda (ELISA)

Smrtnost u testu toksi¢nosti

A. salina (%)
12.08.2010. 34%

Izvestaj Projekta Svetske
Banke DM 4307, 2011

230




15.09.2010. 15.09.2010. 74%
32,92 voda (PP1) 29.10.2010. 49%
17,29 voda (ELISA) 01.12.2010. 29%
29.10.2010. 22.05.2011. 14%
17,33 voda (PP1)
01.12.2010.
13,73 voda (PP1)
22.05.2011.
7,83 voda (PP1)
Muzlja-Maja jezero | 2011. Planktolyngbya limnetica 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
10,56 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
4,95 voda (ELISA) 13.09.2011.
0,19 meso ribe (ELISA) 3,1 vancelijska
0,85 jetra ribe (ELISA) 17.11.2011.
17.11.2011. 3,6 unutarcelijska;
9,45 voda (PP1) 5 vancelijska.
3,42 voda (ELISA) histopatoloske promene u jetri,
1,09 meso ribe (ELISA) | bubrezima, Skrgama, srcu, slezini i
1,15 jetra ribe (ELISA) crevima riba
Muzlja-Jezero 4 2011. Microcystis aeruginosa* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
Jaaginema subtilissimum 9,6 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
3,92 voda (ELISA) 17.11.2011.
0,91 meso ribe (ELISA) 3,6 unutarcelijska;
1,24 jetra ribe (ELISA) 7 vancelijska.
17.11.2011. histopatoloske promene u jetri,
13,1 voda (PP1) bubrezima, $krgama, srcu, slezini i
4,38 voda (ELISA) crevima riba
0,87 meso ribe (ELISA)
1,43 jetra ribe (ELISA)
Muzlja-Veliko Klosi | 2011. Microcystis aeruginosa* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
jezero Planktothrix agardhii* 22,6 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011

Pseudanabaena limnetica*
Phormidium sp.

3,84 voda (ELISA)
0,45 meso ribe (ELISA)
1,24 jetra ribe (ELISA)

17.11.2011.

17,8 voda (PP1)
3,84 voda (ELISA)
0,87 meso ribe (ELISA)
1,09 jetra ribe (ELISA)

13.09.2011.
5 unutaréelijska;
7,1 vancelijska
17.11.2011.

2,2 unutarcelijska.
histopatoloske promene u jetri,
bubrezima, Skrgama, srcu, slezini i
crevima riba
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Muzlja-Jezero 3 2011. Pseudanabaena limnetica 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
Arthrospira fusiformis 27,6 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
3,79 voda (ELISA) 13.09.2011.
0,92 meso ribe (ELISA) 11,7 unutaréelijska
1,31 jetra ribe (ELISA) 17.11.2011.
17.11.2011. 18,6 unutaréelijska;
18,6 voda (PP1) 9 vancelijska
8,26 voda (ELISA)
0,90 meso ribe (ELISA)
1,46 jetra ribe (ELISA)
Muzlja-Joca jezero | 2011. Pseudanabaena limnetica 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
Anabaenopsis elenkenii 21,9 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
14,31 voda (ELISA) 13.09.2011.
0,87 meso ribe (ELISA) 3 unutarcelijska;
1,24 jetra ribe (ELISA) 4,2 vancelijska
17.11.2011. 17.11.2011.
13,8 voda (PP1) 12,7 unutaréelijska
4,44 voda (ELISA)
1,22 meso ribe (ELISA)
1,03 jetra ribe (ELISA)
Muzlja-Novo 2011. Jaaginema subtilissimum* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
Misino jezero Planktothrix agardhii* 16,70 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
3,79 voda (ELISA) 13.09.2011.
0,21 meso ribe (ELISA) 11,9 unutaréelijska
1,78 jetra ribe (ELISA) 17.11.2011.
17.11.2011. 12,5 unutaréelijska;
12,00 voda (PP1) 5,5 vancelijska.
4,58 voda (ELISA) histopatoloske promene u jetri,
0,64 meso ribe (ELISA) bubrezima, $krgama, srcu, slezini i
1,66 jetra ribe (ELISA) crevima riba
Muzlja-Beba jezero | 2011. Leptolyngbya sp.* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske

Planktothrix agardhii

27,1 voda (PP1)
15,19 voda (ELISA)
1,46 meso ribe (ELISA)
2,51 jetraribe (ELISA)
17.11.2011.

41,6 voda (PP1)
14,92 voda (ELISA)
1,58 meso ribe (ELISA)

A. salina (%)
13.09.2011.
37 unutarcelijska;
3,8 vancelijska
17.11.2011.
50 unutarcelijska;
8,7 vancelijska.
histopatoloske promene u jetri,

Banke DM 4307, 2011
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2,16 jetraribe (ELISA)

bubrezima, Skrgama, srcu, slezini i
crevima riba

Muzlja-Daphnia 2011. Microcystis aeruginosa* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
jezero Planktothrix agardhii* 15,23 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
Pseudanabaena limnetica* 11,96 voda (ELISA) 13.09.2011.
2,33 meso ribe (ELISA) 15,5 unutaréelijska;
2,54 jetra ribe (ELISA) 15,5 vancelijska
17.11.2011. 17.11.2011.
18,5 voda (PP1) 84 unutarcelijska
6,89 voda (ELISA)
2,98 meso ribe (ELISA)
2,13 jetraribe (ELISA)
Muzlja-Malo Klosi 2011. Microcystis aeruginosa* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
jezero Pseudanabaena limnetica 37,22 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
10,26 voda (ELISA) 13.09.2011.
1,07 meso ribe (ELISA) 15,4 unutaréelijska
2,5 jetraribe (ELISA) 17.11.2011.
17.11.2011. 33,4 unutarcelijska;
32,00 voda (PP1) 14 vancelijska.
10,97 voda (ELISA) histopatoloske promene u jetri,
1,85 meso ribe (ELISA) | bubrezima, Skrgama, srcu, slezini i
2,32 jetraribe (ELISA) crevima riba
Muzlja-Misa jezero | 2011. Pseudanabaena limnetica 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
41,4 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
9,6 voda (ELISA) 13.09.2011.
1,17 meso ribe (ELISA) 19 unutarcelijska;
1,88 jetra ribe (ELISA) 4,7 vancelijska
17.11.2011. 17.11.2011.
42,7 voda (PP1) 56 unutarcelijska;
8,19 voda (ELISA) 4,5 vanéelijska.
1,33 meso ribe (ELISA) histopatoloske promene u jetri,
1,88 jetra ribe (ELISA) bubrezima, $krgama, srcu, slezini i
crevima riba
Muzlja-Magda 2011. Planktothrix agardhii* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksicnosti Izvestaj Projekta Svetske

jezero

Pseudanabaena limnetica

48,1 voda (PP1)
15,25 voda (ELISA)
3,88 meso ribe (ELISA)
3,42 jetraribe (ELISA)

A. salina (%)
13.09.2011.

95 unutarcelijska;
5 vancelijska

Banke DM 4307, 2011
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17.11.2011.

35,6 voda (PP1)
9,41 voda (ELISA)
3,25 meso ribe (ELISA)
3,92 jetra ribe (ELISA)

17.11.2011.

58 unutarcelijska.
histopatoloske promene u jetri,
bubrezima, Skrgama, srcu, slezini i
crevima riba

Muzlja-Veliko 2011. Planktothrix agardhii* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksicnosti Izvestaj Projekta Svetske
jezero 180,9 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
111,05 voda (ELISA) 13.09.2011.
4,41 meso ribe (ELISA) 35 unutarcelijska;
8,26 jetra ribe (ELISA) 7 vancelijska
17.11.2011. 17.11.2011.
149,2 voda (PP1) 100 unutarcelijska;
115,9 voda (ELISA) 95,5 vancelijska.
4,33 meso ribe (ELISA) histopatoloske promene u jetri,
8,54 jetra ribe (ELISA) bubrezima, $krgama, srcu, slezini i
crevima riba
Muzlja-Jezero 2 2011. Geitlerinema amphibium* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
Planktothrix agardhii 98,2 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
12,53 voda (ELISA) 13.09.2011.
3,53 meso ribe (ELISA) 72 unutarcelijska;
3,27 jetra ribe (ELISA) 15 vancelijska
17.11.2011. 17.11.2011.
81,9 voda (PP1) 25 unutarcelijska;
70,68 voda (ELISA) 82,5 vancelijska.
5,35 meso ribe (ELISA) histopatoloske promene u jetri,
3,72 jetraribe (ELISA) bubrezima, $krgama, srcu, slezini i
crevima riba
Muzlja-Jezero 7 2011. Microcystis aeruginosa* 13.09.2011. Smrtnost u testu toksi¢nosti Izvestaj Projekta Svetske
Pseudanabaena limnetica 114,4 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011

77,94 voda (ELISA)
4,1 meso ribe (ELISA)
5,02 jetra ribe (ELISA)

17.11.2011.
106,4 voda (PP1)

91,6 voda (ELISA)
2,81 meso ribe (ELISA)
3,17 jetra ribe (ELISA)

13.09.2011.
100 unutarcelijska;
10 vancelijska
17.11.2011.
100 unutarcelijska;
100 vancelijska
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Akumulacije za Datum Cvetajucée* i dominantne Mikrocistini pg/L (u Drugi relevantni podaci Reference
navodnjavanje cijanobakterije vodi) ili pg/g (u tkivu)
Jegricka Jul-Octobar Anabaena spiroides* N.D. N.D. Milovanovié¢ i Zivkovié,
1959. i 1960. Cylindrospermum stagnale 1963
Oscillatoria spp.
Mrtva Tisa-Mol 1974, Microcystis sp.* N.D. N.D. Kalafati¢ i sar., 1982
Aphanizomenon flos-aquae
Oscillatoria bornetii
Borkovac 1981.-1990. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. buki¢ i sar., 1991a
Aphanizomenon flos-aquae*
Zobnatica 1981.-1990. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Puki¢ i sar., 1991b
Anabaena flos-aquae
Anabaena spiroides
Borkovac 1982. Microcystis sp. N.D. N.D. Svircev, 1983
Mandelos 31.08.1992. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Jegritka-Zabalj 22.07.1999. Anabaena flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bukulja 2005. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Karadzi¢ i sar., 2010
Planktothrix agardhii
Borkovac 2005.-2007. Anabaena circinalis voda (PP1) N.D. Simeunovi¢, 2009
Aphanizomenon flos-aquae* 2005.
Microcystis aeruginosa leto: 165,48 MC
Microcystis flos-aquae jesen: 152,78 MC
Oscillatoria sp. 2006.
Phormidium sp. zima: 26,06 MC
Planktothrix agardhii* prolece: 12,90 MC
leto: 11,38 MC
jesen: 23,9 MC
2007.
zima: 11,13 MC
prolece: 26,22 MC
leto: 42,6 MC
jesen: 21,73 MC
Zobnatica 2005.-2007. Anabaena circinalis voda (PP1) I1zolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009
Anabaena flos-aquae 2005. Phormidium spp.
Anabaena planctonica leto: 10,97 MC Nostoc spp.
Anabaena spiroides jesen: 121,07 MC
Aphanizomenon flos-aquae* 2006.
Aphanizomenon ovalisporum zima: 1,91 MC
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Gloeocapsa sp.

prolece: 18,77 MC

Merismopedia sp. leto: 16,41 MC
Microcystis aeruginosa jesen: 47,8 MC
Microcystis flos-aquae 2007.
Oscillatoria sp. zima: 22,4 MC
Phormidium autumnale* prolece: 14,6 MC
Planktothrix agardhii* leto: 63,2 MC
jesen: 25,73 MC
Koviljski rit 2005.-2007. Anabaena flos-aquae voda (PP1) N.D. Simeunovi¢, 2009
Anabaena spiroides 2005.
Lyngbya sp. leto: 9,13 MC
Microcystis aeruginosa jesen: 96,32 MC
Microcystis flos-aquae* 2006.
Microcystis wesenbergii* zima: 1,25 MC
Oscillatoria sp. prolece: 10,06 MC
Phormidium autumnale leto: 7,56 MC
Phormidium sp. jesen: 21,7 MC
Planktothrix agardhii 2007.
Spirulina maxima zima: 26,27 MC
prolece: 22,07 MC
leto: 45,67 MC
jesen: 19,45 MC
Tavankut 2005.-2007. Lyngbya sp. voda (PP1) Izolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009
Oscillatoria sp. 2005. Oscillatoria spp.
Phormidium autumnale leto: 3,65 MC
Phormidium sp. jesen: 8,71 MC
Planktothrix agardhii 2006.
Spirulina maxima zima: 2,76 MC
prolece: 6,84 MC
leto: 5,32 MC
jesen: 23,4 MC
2007.
zima: 11,82 MC
prolece: 10,48 MC
leto: 16,45 MC
jesen: 8,52 MC
Mrtva Tisa-Backo 2005.-2007. Anabaena flos-aquae voda (PP1) Izolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009
Gradiste Anabaena spiroides 2005. Anabaena spp.

Aphanizomenon flos-aquae*

leto: 115,36 MC
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Aphanizomenon ovalisporum
Limnothrix redekii
Merismopedia sp.
Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aquae
Oscillatoria sp.

Phormidium autumnale
Phormidium sp.

Planktothrix agardhii*

jesen: 25,29 MC
2006.
zima: 8,37 MC
prolece: 122,39 MC
leto: 71,11 MC
jesen: 172,30 MC
2007.
zima: 119,15 MC
prolece: 63,44 MC
leto: 279,87 MC
jesen: 112,09 MC

Jegricka 2005.-2007. Anabaena flos-aquae voda (PP1) N.D. Simeunovi¢, 2009
Anabaena planctonica 2005.
Merismopedia sp. leto: 12,34 MC
Microcystis aeruginosa jesen: 5,98 MC
Microcystis flos-aquae 2006.
Nostoc sp. zima: 0,98 MC
Oscillatoria sp. prolece: 5,00 MC
Phormidium autumnale leto: 14,81 MC
Phormidium sp. jesen: 20,5 MC
2007.
zima: 16,5 MC
prolece: 10,36 MC
leto: 38,47 MC
jesen: 28,53 MC
Provala 2006.-2007. Anabaena planctonica 2006. N.D. Simeunovi¢, 2009
Aphanizomenon flos-aquae* leto: 10,25 MC
Aphanizomenon ovalisporum jesen: 25 MC
Lyngbya sp. 2007.
Microcystis flos-aquae zima: 2,12 MC
Nostoc sp. prolece: 6,66 MC
Oscillatoria sp. leto: 20,6 MC
Phormidium autumnale jesen: 26,2 MC
Phormidium sp.
Pavlovci 2006.-2007. Anabaena flos-aquae* 2006. N.D. Simeunovié, 2009
Aphanizomenon flos-aquae* leto: 50,17 MC
Microcystis aeruginosa jesen: 16,53 MC
Microcystis flos-aquae* 2007.
Oscillatoria sp. zima: 37,07 MC
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Phormidium sp.

prolece: 63,6 MC

Planktothrix agardhii* leto: 35,07 MC
jesen: 15,77 MC
Mrtva Tisa Maj 2007. Aphanizomenon flos-aquae* 63,44 MC N.D. Sviréev i sar., 2013d
u uzorcima vode (PP1)
Provala Maj 2007. Gomphosphaeria sp. 6,66 MC N.D. Sviréev i sar., 2013d
u uzorcima vode (PP1)
Zobnatica Maj 2007. Pseudanabaena limnetica 29,12 MC N.D. Sviréev i sar., 2013d
u uzorcima vode (PP1)
Pavlovci Maj 2007. 6,36 MC N.D. Sviréev i sar., 2013d
u uzorcima vode (PP1)
Zobnatica 10.05.2007. Planktothrix agardhii* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Provala 20.05.2007. Gomphosphaeria lacustris* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Zobnatica 15.06.2007. Anabaena affinis* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Pseudanabaena limnetica*
Pavlovci 26.06.2007. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Mrtva Tisa- Backo 20.07.2007. Anabaena flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Gradiste
Bukulja 21.7. 2007. Anabaena flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Gomphosphaeria aponina*
Mrtva Tisa Septembar Planktothrix sp. 112,09 MC N.D. Svir€ev i sar., 2013d
2007. u uzorcima vode (PP1)
Provala Septembar Gomphosphaeria sp. 23,12 MC N.D. SvirCev i sar., 2013d
2007. u uzorcima vode (PP1)
Zobnatica Septembar Planktothrix agardhii* 34,65 MC N.D. SvirCev i sar., 2013d
2007. u uzorcima vode (PP1)
Borkovac Septembar Aphanizomenon flos-aquae* 12,98 MC N.D. Svircev i sar., 2013d
2007. u uzorcima vode (PP1)
Pavlovci Septembar Aphanizomenon flos-aquae* 1,1 MC N.D. SvirCev i sar., 2013d
2007. u uzorcima vode (PP1)
Aleksandrovac Septembar Cylindrospermopsis raciborskii N.D. N.D. Simi¢ i sar., 2011
2010. Pseudoanabaena sp.
Anabaena bergeii
Mrtva Tisa 1 2010.-2011 Aphanizomenon flos-aquae 12.08.2010. Smrtnost u testu toksicnosti Izvestaj Projekta Svetske
Pseudanabaena limnetica 15,08 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
Phormidium agardhii 8,05 voda (ELISA) 12.08.2010. 22%
15.09.2010. 15.09.2010. 32%
36,65 voda (PP1) 29.10.2010. 42%
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16,36 voda (ELISA)

01.12.2010. 23%

29.10.2010. 22.05.2011. 10%
28,12 voda (PP1)
01.12.2010.
18,10 voda (PP1)
22.05.2011.
8,23 voda (PP1)
Mrtva Tisa 2 2010.-2011. Aphanizomenon flos-aquae 12.08.2010. Smrtnost u testu toksicnosti Izvestaj Projekta Svetske
Pseudanabaena limnetica 5,13 voda (PP1) A. salina (%) Banke DM 4307, 2011
Phormidium agardhii 4,32 voda (ELISA) 12.08.2010. 24%
15.09.2010. 15.09.2010. 64%
45,11 voda (PP1) 29.10.2010. 44%
15,51 voda (ELISA) 01.12.2010. 26%
29.10.2010. 22.05.2011. 19%
25,87 voda (PP1)
01.12.2010.
18,75 voda (PP1)
22.05.2011.
9,31 voda (PP1)
Aleksandrovac 2012. Cylindrospermopsis raciborskii* N.D. Masivna smrtnost ribe Svirev i sar.
(submitirano)
Jezera Datum Cvetajuce* i dominantne Mikrocistini pg/L (u Drugi relevantni podaci Reference
cijanobakterije vodi) ili pg/g (u tkivu)
Ludo$ 1970.-1981. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Selesi, 1981
Aphanizomenon flos-aquae
Lyngbya limnetica
Oscillatoria tenuis
Savsko jezero kraj leta 1974.- | Aphanizomenon sp. Microcystis N.D. N.D. Obuskovi¢, 1981
1975. Sp.
Savsko jezero 1974.-1975. Aphanizomenon sp.* Microcystis N.D. N.D. Obuskovi¢, 1982b
sp.
Pali¢ 1977.-1982. Microcystis aeruginosa* N.D. Mortalitet riba Selesi, 1982
Lyngbya limnetica
Oscillatoria planctonica
Pali¢ 1981.-1990. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Pukic¢ i sar., 1991¢

Aphanizomenon flos-aquae
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Ludos$ jesen Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Puki¢ i sar., 1991d
1981.-1990. Aphanizomenon flos-aquae

Jezero Gazivode 1987. Planktothrix rubescens N.D. N.D. UroSevié, 1990-1991
(ex. Oscillatoria rubescens)

Jezero Gazivode Septembar1987. | Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Shllaku i Landner, 1992
(ex. Oscillatoria rubescens)

Pali¢ 1991.-1994, Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Brankovi¢ i sar., 1998
Aphanizomenon flos-aquae

Sjenic¢ko jezero 21.07.1995. Planktothrix rubescens N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)

Sjenic¢ko jezero 25.07.1995. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)

Ludos 10.07.1996. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011

Pali¢ 1997. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Duli¢ i Mrki¢, 1998
Oscillatoria chlorina

Pali¢ 20.08.1997. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011

Ludos 20.08.1997. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011

Sjenic¢ko jezero 18.09.1997. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)

Ludos 1998. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. N.D. Duli¢ i Mrki¢, 1999
Oscillatoria chlorina
Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aquae
Anabaena flos-aquae

Pali¢ 1998.-2000. Microcystis flos-aquae* N.D. N.D. Duli¢ i Mrki¢, 2001
Microcystis aeruginosa

Sjenicko jezero 03.07.1998. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)

Pali¢ 20.08.1998. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011

Ludos 20.08.1998. Microcystis incerta N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
Microcystis aeruginosa

Ludo$ 30.08.2000. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011

Pali¢ 30.08.2000. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011

Pali¢ 08.08.2002. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011

Ludo$ 08.08.2002. Microcystis aeruginosa* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011

Veliki Zaton jezero 2003. Anabaena affinis N.D. N.D. Miljkovié i sar., 2004

Anabaena circinalis*
Anabaena flos-aquae*
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Pali¢ 01.09.2003. Microcystis viridis* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Ludo$ 01.09.2003. Microcystis viridis* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Sjenic¢ko jezero 17.09.2003. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)
Pali¢ 2005.-2007. Anabaena circinalis* voda (PP1) I1zolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009
Anabaena flos-aquae 2005. Phormidium spp.
Anabaena spiroides™ leto: 60,98 MC Anabaena spp.
Aphanizomenon flos-aquae jesen: 119,43 MC Microcystis
Aphanizomenon ovalisporum 2006.
Aphanocapsa sp. zima: 9,45 MC
Lyngbya sp. prolece: 136,68 MC
Merismopedia sp. leto: 322,76 MC
Microcystis aeruginosa* jesen: 389,30 MC
Microcystis flos-aquae* 2007.
Microcystis wesenbergii* zima: 87 MC
Oscillatoria sp. prolece: 199,87 MC
Phormidium sp. leto: 317,91 MC
Planktothrix agardhii jesen: 49,3 MC
Ludos 2005.-2007. Anabaena circinalis voda (PP1) Izolovani sojevi u NSCCC: Simeunovi¢, 2009
Anabaena flos-aquae 2005. Microcystis spp.
Anabaena planctonica leto: 80,59 MC
Anabaena spiroides jesen: 362,68 MC
Aphanizomenon flos-aquae* 2006.
Aphanizomenon ovalisporum zima: 4,21 MC
Microcystis aeruginosa* prolece: 268,07 MC
Microcystis flos-aquae* leto: 603,61 MC
Microcystis wesenbergii* jesen: 176,30 MC
Oscillatoria sp. 2007.
Phormidium sp. zima: 144,87 MC
Phormidium autumnale prolece: 238 MC
Planktothrix agardhii* leto: 527,25 MC
Spirulina maxima jesen: 55,81 MC
Ludos$ 06.06.2006. Microcystis flos-aquae* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Pseudanabaena limnetica*
Palié 10.06.2006. Merismopedia tenuissima* N.D. N.D. Sedmak i Svirc¢ev, 2011
Pseudanabaena limnetica*
Pali¢ Maj 2007. Microcystis aeruginosa* 199,87 MC N.D. Svir¢ev i sar., 2013d

u uzorcima vode (PP1)
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Ludos$ Maj 2007. Anabaena spiroides™ 238,00 MC N.D. Sviréev i sar., 2013d
u uzorcima vode (PP1)
Pali¢ Septembar Merismopedia tenuissima 49,30 MC N.D. Sviréev i sar., 2013d
2007. u uzorcima vode (PP1)
Ludos$ Septembar Microcystis sp.* 55,81 MC N.D. Sviréev i sar., 2013d
2007. u uzorcima vode (PP1)
Pali¢ 2011. Anabaena sp. Zavod za javno zdravlje,
Lyngbya sp. Subotica 2012
Microcystis sp.
Oscillatoria sp.
Spirulina sp.
Ludo$ 2011. Anabaena sp. Zavod za javno zdravlje,
Lyngbya sp. Subotica 2012
Microcystis sp.
Oscillatoria sp.
Ludo$ 2011.-2012. Microcystis flos-aquae* 3.7.2011. histopatoloske promene u jetri, Izvestaj Projekta Svetske
84,777 voda (ELISA) bubrezima, $krgama, srcu, slezinii | Banke DM 4307, 2011
29.3.2012. crevima riba
15,35 voda (ELISA)
23.8.2012.
33,623 voda (ELISA)
Pali¢ 2012. Lyngbya sp. Zavod za javno zdravlje,
Microcystis sp. Subotica 2013
Oscillatoria sp.
Spirulina sp.
Cylindrospermopsis raciborskii
Ludo$ 2012. Anabaena sp. Zavod za javno zdravlje,
Anabaenaopsis sp. Subotica 2013
Cylindrospermopsis sp.
Lyngbya sp.
Microcystis sp.
Oscillatoria sp.
Akumulacije sa Datum Cvetajuce* i dominantne Mikrocistini pg/L (u Drugi relevantni podaci Reference
drugom namenom cijanobakterije vodi) ili ug/g (u tkivu)
DPerdap Avgust 1971. i Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Milovanovi¢, 1973
Avgust,

242



Prilog

Novembar
1972,
Derdap 1973. Aphanizomenon sp. Microcystis N.D. N.D. Obuskovié, 1974
sp.
Derdap 1973. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Obuskovi¢, 1983
Aphanizomenon flos-aquae
Derdap leto 1984, Microcystis sp. Aphanizomenon N.D. N.D. Martinovi¢-Vitanovic i
sp. Kalafati¢, 1990
Radoinja 21.10.1999. Planktothrix rubescens N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)
Radoinja 03.08.2001. Planktothrix rubescens N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)
Anabaena solitaria
Kokin Brod 21.08.2002. Planktothrix rubescens N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)
Potpeé 16.09.2002. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Svirc¢ev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)
Kokin Brod 03.10.2003. Planktothrix rubescens* N.D. N.D. Sedmak i Svir¢ev, 2011
(ex. Oscillatoria rubescens)
Akumulacije za Datum Cvetajuce* i dominantne Mikrocistini pg/L (u Drugi relevantni podaci Reference
snabdevanje cijanobakterije vodi) ili pg/g (u tkivu)
vodom za pice
Gruza 1984. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Comié i Rankovi¢ 1991;
Anabaena flos-aquae kancera jetre Svircev i sar., 2009
Oscillatoria tenuis
Gruza leto 1988. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Rankovi¢ i Comié¢ 1989;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Gruza 1988. 1992. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Rankovi¢ i Simi¢ 2005;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Gruza 1988. i Avgust | Anabaena flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Rankovi¢ i sar., 1994;
1992. kancera jetre Svir¢ev i sar., 2009
Celije 12.09.1991. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svir€ev, 2011;
kancera jetre Svir¢ev i sar., 2009
Gruza 01.07.1992. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011,
kancera jetre Svir¢ev i sar., 2009
Gruza 02.07.1993. Anabaena solitaria* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svir¢ev, 2011,
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kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Grliste prolece i leto Oscillatoria sp. N.D. Epidemioloska studija primarnog | Naki¢ i BoZovi¢ 1994;
1993. Anabaena sp. kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Microcystis sp.
Gruza 07.07.1994. Anabaena constricta* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Bovan 05.08.1994. Anabaena solitaria* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svir¢ev, 2011;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Gruza 01.08.1995. Anabaena solitaria* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Garasi 17.08.1995. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Zavoj 14.09.1995. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Microcystis aeruginosa
Celije 18.07.1996. Oscillatoria splendida N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Barje 30.07.1996. Anabaena solitaria N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Bovan 06.08.1996. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Gruza 28.08.1996. Anabaena solitaria* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre Svircev i sar., 2009
Bovan 27.08.1997. Anabaena solitaria* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svir¢ev, 2011;
kancera jetre Svircev i sar., 2009
Gruza 03.09.1997. Anabaena solitaria* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
Aphanizomenon issatschenkoi kancera jetre SvirCev i sar., 2009
Krajkovac 1998. Gomphosphaeria lacustris N.D. N.D. Cado i sar., 2004
Aphanizomenon flos-aquae
Gruza 09.08.1998. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev 2011;
kancera jetre SvirCev i sar., 2009
Celije leto 1998.1999. | Anabaena circinalis* voda Epidemioloska studija primarnog | Grasi¢ i sar., 2004;
leto 2001., leto | Aphanizomenon flos-aquae* 2003. kancera jetre Svir¢ev i sar., 2009;

2003. 2004. Jul

Microcystis aeruginosa*

Avgust: 20,616 MC
Septembar: 19,429 MC
Octobar: 18,765 MC
Novembar: 18,433 MC
Decembar: 15,445 MC
2004.

Januar: 15,401 MC

Mortalitet riba;
Hospitalizovan dermatitis u 5
slucajeva nakon plivanja u vodi
koja cveta

Sedmak i Svircev, 2011
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Februar: 15,671 MC
Mart: 12,752 MC
April: 10,954 MC

voda:
460 MCLR (HPLC)
170 MCRR (HPLC)

voda za pice (iz slavine):

2 MCLR (HPLC)
0,6 MCRR (HPLC)
voda iz akumulacije:

650 MC
finalna voda iz

domacinstva u Krusevcu:

2,5MC
Gruza 07.09.1999. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Gruza 18.08.2000. Aphanizomenon flos-aquae N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Bovan 03.09.2000. Anabaena solitaria N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Bojnik 08.09.2000. Aphanizomenon flos-aquae N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Bovan 22.08.2001. Aphanizomenon issatschenkoi N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011,
kancera jetre Svir¢ev i sar., 2009
Celije 23.08.2001. Aphanizomenon issatschenkoi* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Gruza 20.09.2001. Aphanizomenon flos-aquae N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Gros$nica 21.09.2001. Oscillatoria limosa N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svir¢ev, 2011;
kancera jetre SvirCev i sar., 2009
Barje 13.09.2002. Microcystis aeruginosa N.D. N.D. Sedmak i Sviréev, 2011
Bovan 30.07.2003. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Svircev i sar., 2009
Grliste 01.08.2003. Aphanizomenon flos-aquae N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Svircev i sar., 2009
Celije 13.09.2003. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Svircev i sar., 2009
Gruza 25.09.2003. Lyngbya limnetica N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
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kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Krajkovac 14.10.2003. Gomphosphaeria lacustris* N.D. N.D. Sedmak i Svircev, 2011
Aphanizomenon flos-aquae*
Bresnica 15.10.2003. Gomphosphaeria lacustris N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svir¢ev, 2011;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Pridvorica 16.10.2003. Gomphosphaeria lacustris* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svir¢ev, 2011;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Garasi 2005. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Karadzi¢ i sar., 2010;
Anabaena affinis kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Microcystis aeruginosa
Planktothrix agardhii
Celije 21.7.2007. Jaaginema subtilissimum* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre Svircev et al. 2009
Gruza 21.7. 2007. Aphanizomenon flos-aquae* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Bovan 21.7. 2007. Pseudanabaena limnetica* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Svircev, 2011;
kancera jetre Svirev i sar., 2009
Garasi 21.7.2007. Microcystis aeruginosa* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre Sviréev i sar., 2009
Grliste 21.7. 2007. Gomphosphaeria aponina* N.D. Epidemioloska studija primarnog | Sedmak i Sviréev, 2011;
kancera jetre SvirCev i sar., 2009
Gruza 2011. Aphanizomenon flos-aquae* Cijanobacterija (ind/L) - Utrastrukturalne, nekroti¢ne i Perendija i sar., 2011

420 000 tokom cvetanja

apopti¢ke promene jetre i efekat na
antioksidativne biomarkere ribe
Perca fluviatilis
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Prilog Il Hromatogrami prilikom LC-MS/MS analize tkiva biljaka

1. Hromatogram standarda

& RT: 13.91 NL: 3.00E4

& MA: 332167 m/z= 134.50-135.50 F: + ¢ ES| SRM ms2 519.900

'5:' 100 SN: 52791 [102.500-103.500, 104.500-105.500, 126.500-127.500,
Q 134.500-135.500, 212.500-213.500] MS

g 50 samples_131004_16

>

E O \'M(‘?T\RE"I '|"'I'“‘\"‘\"'I“'|"‘\"‘\"'\“'I"‘|"'I"‘I"‘\"‘\"'\

= 0 10 20 30 40

RETENCIONO VREME (min)

2. Hromatogram detektovanog MC-RR u rizomu trske (Phragmites communis) 2012. godine

- RT: 13.95 NL: 3.09E3

§ MA: 33517 m/z= 134.50-135.50 F: + ¢ ESI SRM ms2 519.900

2 100 SN: 35 [102.500-103.500, 104.500-105.500, 126.500-127.500,
é 134.500-135.500, 212.500-213.500] MS

2 50 samples_131004_05

< MC-RR

= 0

3 0 10 20 30 40

4

RETENCIONO VREME (min)

3. Hromatogram detektovanog MC-RR u starim listovima trske (Phragmites communis) 2012. godine

& RT: 13.80 NL: 6.06E3
- MA: 61822 m/z= 134.50-135.50 F: + ¢ ES| SRM ms2 519.900
s J- SN: 15RMS [102.500-103.500, 104.500-105.500,

5 126.500-127.500, 134.500-135.500, 212.500-213.5
2 50 MS plant_ludas_06

< MC-RR

=

E 0 10 20 30 40

2 RETENCIONO VREME (min)

4. Hromatogram detektovanog MC-RR u rizomu rogoza (Typha latifolia) 2012. godine

RT: 13.91 NL: 3.09E3
MA: 7141 m/z=134.50-135.50 F: + ¢ ESI SRM ms2 519.900
SN: 68rMs [102.500-103.500, 104.500-105.500, 126.500-127.500,

134.500-135.500, 212.500-213.500] MS
samples_131004_10

0 10 20 30 40

RETENCIONO VREME (min)

RELATIVNA ZASTUPLJENOST

5. Hromatogram detektovanog MC-RR u rizomu ljubicastog lokvanja (Nymphaea elegans) 2012. godine

i RT: 13.91 NL: 3 09E3
g MA: 2365 miz= 134.50-135.50 F: + ¢ ESI SRM ms2 519.900

i o SN: 424Rus [102.500-103.500, 104.500-105.500, 126.500-127.500,
- 134.500-135 500, 212.500-213.500] MS

5 o samples_131004 18

) MC-RR

B L A A i i L L L L M A L i i

= 0 10 20 30 40

o

RETENCIONO VREME (min)
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1. Hromatogram standarda-ekstrakt Microcystis NIES-107

Prilog 11l Hromatogrami prilikom LC-MS/MS analize tkiva riba

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path
Analysis Time
Raport Time

Last Calib Update

Analysis Info
Acg Time
Pasition
Dilution

Inj Vel

Sample Type

D\ MassHunter)Data' Biokemi\Batches\QuantResults| 140912 batch. bin

5/15/2014 10:23 AM
9/15/2014 10:25 AM
9/15/2014 10:23 AM

2014-09-12 15:36
P1-A3

i

-1

Calibration

Sample Chromatogram

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Sample Info
Acq Method File
Comment

admin
admin
Processad

140912044
Mizs-107 50x

Cyanatoxins.m

+ TIC MBM (™ -==*) 14051204 d
£ ot
3
G 2
7
&
5
ad
a
2
N L_Al“
N
T T T T T T T T T y T u T T T T T
05 1 15 2 25 3 35 & 45 & 55 & 65 7 75 & T
itian Time (min}
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response  ISTD Resp RR Conc Accuracy
dmMCRR 1.234 G704 20,3668 78.33
MCRR 1.401 302322 208.6383 81.50
dmMCYR 1.826 7349 01666 83.30
MCYR 2.056 11479 39.8380 83.00
dmMCLR 2107 2294 01692 84.62
MCLR 2145 4349 87.5341 67.33
2. Hromatogram standarda-ekstrakt Microcystis PCC 7820
Quantitative Analysis Sample Report
Batch Data Path D:\MassHunterData'\Biokemi) Batche s\ QuantResults! 14091 2b.batch. bin
Analysis Time 97152014 8:13 PM Analyst Name admin
Report Time 9/15/2014 8:14 PM Reporter Name admin
Last Calib Update 9/15/2014 8:13 PM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2014-09-12 16:30 Data File 140%1205.d
Position P1-AB Sample Name Ma7820 S0x
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol -1 Acqg Method File  Cyanotoxins.m
Sample Type Calibration Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MBERM (™ -= =) 14081208 d
£ w10
5 J
[+] 354
2254
3
275
2.5
2254
0.75
0.5 R ——
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3 1.5 < 4.5 5 8.5 [:3 55 7 7.5 ] 85 9 95
Acquisiten Tirme {min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response  ISTD Resp RR Conc  Accuracy
dmMCLR 2.000 1239 16,7993 89.36
MCLR 2141 11374 1689636 78.22
MCLY 4167 1223 18.4701 98.25
MCOLW 4 838 3289 63.4457 101.03
MCLF 5.087 3717 45,5445 112.18
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3. Hromatogram detektovanog MC-LR (PCC 7820) u crevu babuske (Carassius gibelio) 2011. godine

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path

D:\MassHunter|Data\Bickemi\ Batches| QuantResults| 140912b.batch.bin

Analysis Tima 9/15/2014 8:13 PM Analyst Name  admin
Report Time 9/15/2014 8:14 PM Reporter Name admin
Last Calib Update 9/15/2014 8:13 PM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2014-09-12 19:54 Data File 14051228.d
Pasition P1-C9 Sample Name LI 2
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol -1 Acq Method File  Cyanotoxins.m
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIG MEM (** o= **) 14091228 d
{ x'u;
&

1.8

1.5

1.4

1.2

n

0.8+

0.6+

0.4+

0.24

o5 § 15 2 25 3 35 4 45 & 55 & 65 3 75 & 85 & 85
Acquisitan Time {min)

Quantitation Results
Compound ISTD RT Response  ISTD Resp RR Conc  Accuracy
dmMCLR 2.146 141 2.9065
MCLR 2477 1052 269932
MCLY 4230 194 2.9076
MCLW 4,805 126 31641
MCLF 5081 B4 1.6028

4. Hromatogram detektovanog MC-LR (NIES107) u crevu babuske (Carassius gibelio)

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path

D:\MassHunter\Data)\Bickemi\Batches\QuantResults\ 140912 .batch. bin

Analysis Time 9/15/2014 10:23 AM Analyst Name admin
Report Time 9/15/2014 10:25 AM Reporter Name  admin
Last Calib Update 9/15/2014 10:23 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acqg Time 2014-03-12 19:54 Data File 14091226.d
Position P1-C3 Sample Name L1 2
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol -1 Acqg Method File  Cyanotoxins.m
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MBEM (** = **) 14091228 d
£l
IS
1.8
1.6+
1.4
1.2+
1
0B+
0.6+
0.4
0.24
T T T T T T T T T T T T T T T T =T T T
05 15 25 35 & 45 5 55 [ 865 7 75 8 a5 9 95
Acquisiton Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT  Response  ISTD Resp RR Conc  Accuracy
dmMCRR 1473 4872 1.7563
MCRR 1424 1984 133506
dmMCYR 1.830 12939 0.2821
MCYR 2083 1569 6.5485
dmMCLR 2146 141 0.0331
JI"‘ICLR 2177 1052 27.5872

2011. godine
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5. Hromatogram detektovanog MC-RR (NIES107) u mi$i¢ima babuske (Carassius gibelio) 2011. godine

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

[:\MassHunter\Data\Bickemi\Batches|QuantResults| 140912, batch. bin

9/15/2014 10:23 AM
9/15/2014 10:25 AM

Last Calib Update  9/15/2014 10:23 AM
Analysis Info

Acqg Time 2014-09-12 20:15
Position P1-02

Dilution 1

Inj Vol -1

Sample Type Sample

Sample Chromatogram

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Sample Info
Acg Method File
Comment

admin
admin
Processed

14091230.d
LiM_2

Cyanotoxins.m

B oqnd

Caunt:

+ TIG BABM (55 = =*) 14081230.d

T T T T T
[ 6.5 7 75 8 85 9 895

Acquisitan Time {min)

Compound
dmMCRR

Vhcrr
dmMCYR
MCYR
dmMCLR
MCLR

Quantitation Results

ISTD

1330
1383
1782

2138
2180

Response  ISTD Resp RR Conc  Accuracy
&0 0.8120
230 12,2101
2935 0.0766
31 2.0524
28 0.0260
] 8.5%65

6. Hromatogram detektovanog MC-RR (NIES107) u skrgama babuske (Carassius gibel

i0) 2011. godine

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path

D+:\MassHunter|Data\Bickemi\Batches\QuantResults| 140912 batch. bin

Analysis Time 9/15/2014 10:23 AM Analyst Name admin
Report Time 9/15/2014 10:25 AM Reporter Name  admin
Last Calib Update 9/15/2014 10:23 &AM Batch State Processed
Analysis Info
Acqg Time 2014-09-13 01:58 Data File 14091262.d
Position P1-F5 Sample Name s 1
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol -1 Acq Method File  Cyanotoxins.m
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MBEM (7 -= **) 14081262 .d
£ x0t
2
[+ 2
74
&
5
4
a4
2
1
0.5 1 156 2 25 a Aas 4 45 & 55 & &5 7 1.5 8 85 4 355
Acquisiton Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc  Accuracy
dmMCRR 1318 G154 19,6703
JH(RR 1.388 7252 211.8439
dmMCYR 1822 10873 0.2354
MCYR 2.048 6557 233032
dmMCLR 2.0 5020 0.3416
MCLR 2137 o759 185.8934
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7. Hromatogram detektovanog MC-LR (PCC 7820) u bubregu babuske (Carassius gibelio) 2012. godine

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path

D:\MassHunter\Data\Biokemi\Batches| QuantResults) 14091 2b.batch. bin

Analysis Time 9/15/2014 2:13 PM Analyst Name admin
Report Time 9/15/2014 2:14 PM Reporter Name  admin
Last Calib Update 9/15/2014 2:13 PM Batch State Processed
Analysis Info
Acqg Time 2014-09-12 20:47 Data File 140591233
Paosition P1-D5 Sample Name L2K_2
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol -1 Acq Method File  Cyanotoxins.m
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIE MR [~ > =) 14081293 d
£ x103
E o2ed
24
224
FE|
1.8
1.5
1.4
1.2
1
0.8
0.6
0.4
o5 1 15 3 25 4 a5 4 45 & 55 6 &5 7 785 8 85 § 85
Acquisiton Time {min}
Quantitation Results
Compound ISTD RT  Response  ISTD Resp RR Conc
dmMCLR 2128 128 2.6968
Vo 213 EEx 15,7355
MCLY 4706 116 17290
MCLW 4004 160 3810
MCLF 5.185 125 20971

Accuracy

8. Hromatogram detektovanog MC-LR (NIES107) u bubregu babuske (Carassius gibeli

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

Last Calib Update

9/15/2014 10:23 AM
9/15/2014 10:25 AM
9/15/2014 10:23 AM

Analysis Info

Acqg Time 2014-09-12 20:47
Position P1-05

Dilution 1

Inj Vol -1

Sample Type Sample

Sample Chromatogram

[:\MassHunter\Data\Bickemi'Batches\QuantResults| 140912 batch. bin

Analyst Name admin
Reporter Name

Batch State

admin
Processed

Data File
Sample Name
Sample Info
Acg Method File
Comment

14091233.d
12K _2

Cyanatoxins.m

+TIC MAEM (= = =) 14091 293.d
£ x103 |
26
24
22

2
1.8
1.5
1.4
1.2

Caur

14
D.Eo
0.6+
0.4+

T T
75 &

o
o
~a

T
85
Acquisiton Time {min}

T
9

T
4.5

Quantitation Results
Compound

dmMCRR

MCRR

dmMCYR

MCYR

dmMCLR

ok

ISTD Resp
1326
1380
1842
21277
2.126
2133

RR

Conc
0.8202
12,9381
018590
27115
0.0321
12,6571

Accuracy

0) 2012. godine
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9. Hromatogram detektovanog MC-LR (PCC 7820) u crevu babuske (Carassius gibelio) 2012. godine

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

Last Calib Update

9/15/2014 8:13 PM
9/15/2014 8:14 PM
9/15/2014 8:13 PM

Analysis Info

Acqg Time 2014-09-12 21:52
Pasition P1-E2

Dilution 1

Inj Vol -1

Sample Type Sample

Sample Chromatogram

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Sample Infa
Acq Method File
Comment

admin
admin
Processed

14091239.d
L2

Cyanotoxins.m

D:\MassHunter\Data\Bickemi\Batches|QuantResults\ 140912b.batch.bin

+ TIC MEM (* -= **) 14081238 d
£ x03
1.6+
1.54
1.44
1.3+
1.24
1.14

1
0.9+
0.8
0.7+
0.6+
0.5+
0.4
0.3

Cour

S S S

75 8 &85 8 95

Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound
dmMCLR
Vhcr
MCLY
MCLW
MCLF

RT
2075
2141
4.182
4.802
5.044

Responss
54

m

59

B9

&7

ISTD Resp RR Conc  Accuracy
1.7958

16.3626
0.8618
24622

13363

10. Hromatogram detektovanog MC-LR (NIES107) u crevu babuske (Carassius gibelio

) 2012. godine

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path
Analysis Tima
Report Time

Last Calib Update

9/15/2014 10:23 AM
9/15/2014 10:25 AM
9/15/2014 10:23 AM

Analysis Info

Acqg Time 2014-09-12 21:52
Position P1-E2

Dilution 1

Inj Vol -1

Sample Type Sample

Sample Chromatogram

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Sample Info
Acq Method File
Comment

admin
admin
Processed

14091239.d
Lz 2

Cyanaotoxins.m

D:\MassHunter|Data)\Biokemi\Batches|QuantResults| 140912 . batch. bin

+ TIC MBM (= = **) 1409123%.d
£ x|
1.6+
1.5
1.4
1.3
1.2
1.1

Caunt:

1
0.9+
0.2+
0.7+
0.6+
D.5+
0.4+
D.34

75 8 &5 § 95
Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound

dmMCRR:

MCRR

dmMCYR

MCYR

dmMCLR

Vo

ISTD

RT
1.200
1416
1.034

2075
214

Response
661
588
527

279

ISTD Resp RR Conc  Accuracy
0.9299
12,4423

0.0256

1.5588

0.0276
13.5262
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11. Hromatogram detektovanog MC-RR (NIES107) u misi¢ima babuske (Carassius gibelio) 2012. godine

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path

[:\MassHunter\Data\Biokemi'Batches\QuantResults! 140912 batch. bin

Analysis Time 9/15/2014 10:23 AM Analyst Name admin
Report Time 9/15/2014 10:25 AM Reporter Name  admin
Last Calib Update 9/15/2014 10:23 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acg Time 2014-09-12 20:26 Data File 14091231.d
Position P1-D3 Sample Name L2M_2
Dilution b Sample Info
Inj Vol -1 Acq Method File  Cyanotoxins.m
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
FTIC MAM (— == = 14081237 d
£ x03
H 4
3}
14
0.8+
0.8+
0.74
0.64
0.54
DA
0.34
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0s 1 15 2 25 i as 45 5 E5 [ &5 7 75 8 8.5 g 95
Anquisition Time {min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response  ISTD Resp RR Conc  Accuracy
dmMCRR 1.346 212 03419
JHCRR 1.297 639 12,4756
dmMCYR 1.026 2311 0.062%
MCYR 2012 282 22257
dmMCLR 2005 14 0.0251
MCLR 2161 21 8.8454

12. Hromatogram detektovanog MC-RR (NIES107) u gonadama babuske (Carassius gi

belio) 2012. godine

Quantitative Analysis Sample Report

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

Last Calib update

Analysis Info
Acq Time
Paosition
Dilution

Inj Vol

Sample Type

D\ MassHunter\Data\Biokemi\Batches\QuantRasult=| 140912 batch. bin

9/15/2014 10:23 AM
9/15/2014 10:25 AM
9/15/2014 10:23 AM

2014-09-12 20:05
P1-D1

1

-1

Sample

Sample Chromatogram

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Sample Info
Acq Methed File
Comment

admin
admin
Processed

14051229.4
126_2

Cyanotoxins.m

£ x10+]
2 134
1.24
1.1

=]
L&}

+ TIE MM (** = **) 14081229 d

T T T T
75 & &5 0§ 85
Acquisiton Time (min)

Quantitation Results
Compound
dmMCRR
Vhiore
dmMCYR
MCYR
dmMCLR
MCLR

IsTD

1.312
1401
1.012

2103
2137

Response
35

472

5627

102

L1

ISTD Resp RR Conc  Accuracy
08639
12,3672
01310
16199
0.0277
85818

253



Biografija

Biografija

Nada Tokodi rodena je 21. januara 1986. godine u
Subotici. Osnovnu Skolu ,,Matija Gubec* zavrSila je u
\ Tavankutu, a gimnaziju ,,Svetozar Markovi¢*“ u Subotici
2004. godine kao odlican ucenik. Prirodno-matematicki
fakultet u Novom Sadu, smer diplomirani biolog, upisala je
Skolske 2004/05 godine. Osnovne studije je zavrSila 2008.
godine sa proseénom ocenom 9,28. Diplomske akademske-
master  studije, smer  diplomirani  biolog-master
(mikrobiologija) upisala je Skolske 2008/09 godine i sve
ispite polozila sa ocenom 9,75. Doktorske akademske
studije i smer diplomirani biolog-master (profesor
‘ biologije) wupisuje  Skolske 2009/10 godine. Na
dvogodisnjim master studijama (profesor biologije) sve ispite polozila je sa prosecnom
ocenom 9,89. Tokom 2010. godine stiCe zvanje istrazivaca-pripravnika na Prirodno-
matematickom fakultetu i ucestvuje u izvodenju vezbi iz predmeta Hidrobiologija i
Biotehnologija, a tokom 2013. godine sti¢e zvanje istrazivaca-saradnika. Radni odnos na
odredeno vreme zasniva 2011. godine radi realizacije Republickog projekta “Transformacija
geoprostora Srbije-proslost, savremeni problemi i predlozi reSenja“.

Clan je Laboratorije za paleoekolosku rekonstrukciju (LAPER) i pomaZe u
odrzavanju kolekcije kultura cijanobakterijskih sojeva Departmana za biologiju i ekologiju.
Bavi se prouc¢avanjem cijanobakterija, cijanotoksina i njihovih negativnih efekata na zdravlje
ljudi i ekosistema. Na epidemioloskom nivou analizira povezanost pojave malignih bolesti i
cvetanja  cijanobakterija, takode ispituje potencijalne puteve ekspozicije ljudi

cijanotoksinima, kao i prenoSenje cijanotoksina putem lanaca ishrane. Iz dosadasnjeg
naucnog rada proizaslo je oko 15 radova i saopStenja od kojih se 5 radova nalazi na SCI listi.

Novi Sad, 2016. godine Nada Tokodi




Kljucna dokumentacija

UNIVERZITET U NOVOM SADU
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET
KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Redni broj:

RBR

Identifikacioni broj:

IBR

Tip dokumentacije: Monografska dokumentacija
TD

Tip zapisa: Tekstualni Stampani materijal
TZ

Vrsta rada (dipl., mag., dokt.):
VR

Doktorska disertacija

Ime i prezime autora:
AU

Nada Tokodi

Mentor (titula, ime, prezime, zvanje):
MN

Prof. dr Zorica Sviréev

Naslov rada: Toksi¢ne cijanobakterije sa teritorije Republike
NR Srbije

Jezik publikacije: Srpski (latinica)

JP

Jezik izvoda: srp. / eng.

JI

Zemlja publikovanja: Republika Srbija

ZP

UZe geografsko podrudje: Srbija, Vojvodina

UGP

Godina: 2016.

GO

Izdavac: autorski reprint

1Z

Mesto i adresa: Novi Sad, Departman za biologiju i ekologiju,
MA Prirodno-matematicki fakultet, Trg Dositeja

Obradovica 2

Fizi¢ki opis rada:

Broj poglavlja 8 stranica 253 referenci 839

FO grafikona 16 tabela 45 slika 37 Sema 1 priloga 3
Naucna oblast: Biologija

NO

Naucna disciplina: Hidrobiologija

ND

Predmetna odrednica, klju¢ne reéi:
PO

Baza Podataka, Cijanotoksini, Cvetanje,
Novosadska Kolekcija Kultura Cijanobakterija,
Republika Srbija, Toksi¢ne Cijanobakterije,

UDK
(:Juva se: Biblioteka Prirodno-matematic¢kog fakulteta u
CU Novom Sadu, Trg Dositeja Obradovica 2, Srbija




Kljucna dokumentacija

VaZna napomena: -
VN

Izvod:
1z

Ispitano je prisustvo toksi¢nih cijanobakterija u razli¢itim ekosistemima sa teritorije
Republike Srbije i analizirane su negativne posledice koje mogu da prouzrokuju ovi
mikroorganizmi. Formirana je Baza podataka cijanobakterija u Srbiji koja prilaze veliki broj
bitnih i korisnih informacija iz preko 70 literaturnih izvora o prostiranju i ucestalosti pojave
cijanobakterija i njihovih toksina u periodu od 130 godina, kao i njihovih efekata na Zivi svet u
vodenim ekosistemima, ali i Sire. Istrazivana su 64 vodena ekosistema, ukljucujuéi reke,
jezera, bare, kanale, ribnjake, akumulacije za navodnjavanje, akumulacije za snabdevanje
vodom za pi¢e i akumulacije sa drugom namenom, gde je najceS¢e cvetalo pet vrsta
cijanobakterija i to: Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon flos-aquae, Planktothrix
agardhii, Microcystis flos-aquae i1 Planktothrix rubescens koje ujedno i Sire svoj areal
rasprostranjenja na teritoriji Republike Srbije. U brojnim vodenim telima detektovani su
mikrocistini i to u visokim koncentracijama.

Istrazivanje vodenog ekosistema Ludos sa teritorije Republike Srbije vrseno je da bi se
ustanovilo prisustvo i uticaj cijanobakterija i cijanotoksina na druge biljne i Zivotinjske
organizme u prirodnim uslovima. Troficki status jezera Ludos naj¢escée je eutrofan, a cvetanje
cijanobakterija kontinuirano jo§ od 1970. godine. Tokom 2011. i 2012. godine vrste
Limnothrix redekei i Pseudanabaena limnetica nadene u cvetanju. Detektovano je i prisustvo
mikrocistina/nodularina i saksitoksina u biomasi i vodi, a mikrocistini su detektovani i u tkivu
vodenih biljaka (trske Phragmites communis, rogoza Typha latifolia i ljubi¢astog lokvanja
Nymphaea elegans) i ribi (Carassius gibelio) iz jezera LudoS. Histoloskim pregledom tkiva
ribe pronadene su naizraZenije promene u jetri, bubrezima i $krgama, a prime¢ene su i na
crevima.

Testiranjem bioloskih lesnih pokorica sa teritorije Vojvodine nisu detektovani
mikrocistini/nodularini, a nije detektovana ni toksi¢nost uzoraka. Pretpostavlja se da su
koncentracije cijanotoksina ispod granica detekcije ili ih nema u testiranim bioloskim lesnim
pokoricama. Razvojem novih metoda i optimizacijom postojecih za detekciju cijanotoksina u
bioloskim lesnim pokoricama i drugim terestricnim ekosistemima potrebno je proveriti
dobijene rezultate.

Prouc¢avanjem svojstva 84 soja cijanobakterija iz NSCCC, koji poti¢u iz terestri¢nih i
vodenih ekosistema sa teritorije Republike Srbije, dobijena je intracelularna toksi¢nost u
eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta, kao i ekstracelularna toksi¢nost kod jednog soja koji
potice sa terestrinog ekosistema. Dobijeni su i pozitivni rezultati na prisustvo mikrocistina,
nodularina ili/i saksitoksina kod 34,1% terestri¢nih i 55,5% vodenih sojeva koji poti¢u sa
teritorije Republike Srbije. Rezultati ukazuju na potencijalnu opasnost pojave ovih
mikroorganizama i njihovih toksi¢nih metabolita u razli¢itim ekosistemima sa teritorije
Republike Srbije.

Eksperimentalno je potvrdena akumulacija mikrocistina u ra¢i¢u Daphnia pulex usled
ishrane toksi¢nim sojem iz NSCCC, zbog €ega upotreba ove vrste raci¢a u izvodenju bioloskih
testova za testiranje prisustva cijanotoksina treba da se preispita. Stavise, veliki broj jedinki
dafnija (92,2%) koristio je istrazivane sojeve iz NSCCC za ishranu, odnosno ishrana je bila
moguca sa svim vodenim i sa gotovo 90% terestricnih sojeva, §to moze posluziti kao osnov za
dalja istrazivanja prevencije cvetanja.

S obzirom na moguénost ishrane rac¢ica Daphnia sp. cijanobakterijama, kompleks
ribnjaka sa teritorije Republike Srbije koris¢en je za istraZivanje potencijalnog nacina
prevencije pojave 1 cvetanja cijanobakterija u zavisnosti od pravovremenog unoSenja
pomenutog raci¢a. Na osnovu koncentracije hlorofila a i trofikog statusa, kvalitativne i
kvantitativne analize cijanobakterija, toksi¢nosti vode i prisustva cijanotoksina
mikrocistina/nodularina i saksitoksina, potvrdeno je smanjenje cvetanja cijanobakterija i
drugih negativnih efekata u eksperimentalnim jezerima u odnosu na kontrolna. Ukoliko pak
dode do cvetanja i proizvodnje toksina cijanobakterija u vodenim ekosistemima, zbog
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ozbiljnost pojave 1 mogucih negativnih posledica po zdravlje ljudi, neohodno je uvesti

postupke eliminacije ¢elija cijanobakterija i njihovih toksina u praksu pri obradi otpadnih voda

i prec¢is¢avanja vode iz povrsinskih akumulacija u Republici Srbiji.
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Abstract:

AB

The presence of toxic cyanobacteria in different ecosystems from the territory of the
Republic of Serbia was analyzed as well as the negative consequences that may be causeed by
these microorganisms. Serbian Cyanobacterial Data Base was formed where great number of
important and useful information from over 70 literary sources regarding the distribution and
frequency of cyanobacteria and their toxins over a period of 130 years, as well as their effects
on wildlife in aquatic ecosystems, and beyond was presented. The study consisted of 64
aquatic ecosystems, including rivers, lakes, ponds, canals, irrigation reservoirs, reservoirs for
drinking water supply and reservoirs with other purpose, where five species of cyanobacteria
Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon flos-aquae, Planktothrix agardhii, Microcystis flos-
agquae and Planktothrix rubescens frequently bloomed, and also expanded their area of
distribution on the territory of the Republic of Serbia. In many water bodies microcystins were
detected in high concentrations.

Research into aquatic ecosystem Ludos, located on the territory of the Republic of
Serbia, was performed in order to determine the presence and effect of cyanobacteria and
cyanotoxins on other plant and animal organisms in natural conditions. Trophic status of the
lake Ludo$ was usually eutrophic, and cyanobacteria bloom is constant since 1970. During
2011 and 2012, the species Limnothrix redekei and Pseudanabaena limnetica were found in
blooming. Presence of microcystins/nodularin and saxitoxin was detected in biomass and
water, and microcystins were detected in tissues of aquatic plants (reed Phragmites communis,
cattail Typha latifolia and royalblue waterlily Nymphaea elegans) and fish (Carassius gibelio)
from the lake Ludo$. Histological examination of tissue showed most prominent changes in
liver, kidney and gills, and alterations were also observed in the intestine.

Testing of the biological loess crust from Vojvodina showed no presence of
microcystins/nodularin and toxicity of samples was not detected as well. It is assumed that
cyanotoxin concentrations were below detection limit or are absent from the tested biological
loess crusts. The development of new methods and optimization of existing ones for detection
of cyanotoxins in biological loess crusts and other terrestrial ecosystems is necessary in order
to revise obtained results.

Research of the properties from 84 strains of cyanobacteria from NSCCC originating
from terrestrial and aquatic ecosystems from the territory of the Republic of Serbia, resulted in
intracellular toxicity in exponential and stationary growth phase, as well as extracellular
toxicity of a strain originating from terrestrial ecosystems. The obtained results were positive
for the presence of microcystins, nodularin and/or saxitoxin for 34.1% terrestrial and 55.5%
aquatic strains originating from the territory of the Republic of Serbia. These results
demonstrate the potential risk of occurrence of these microorganisms and their metabolites in
different ecosystems from the territory of the Republic of Serbia.

Accumulation of microcystins in shrimp Daphnia pulex after feeding with toxic strain
from NSCCC was experimentally confirmed, indicating that the use of this species of shrimp
in biological tests which determine the presence of cyanotoxins needs to be revisited.




Kljucna dokumentacija

Moreover, a large number of Daphnia individuals (92.2%) used the investigated strains of
NSCCC for food, and the feeding was possible with all the water strains and nearly 90% of
terrestrial strains, which can serve as a basis for further research of bloom prevention.

With regard to the possibility shrimp Daphnia sp. feeding with cyanobacteria, a
complex of ponds from the territory of the Republic of Serbia was used to explore potential
ways of prevention the occurrence and blooming of cyanobacteria, depending on the timely
introduction of the aforementioned shrimp. Based on the concentrations of chlorophyll a and
trophic status, qualitative and quantitative analysis of cyanobacteria, the toxicity of water and
the presence of cyanotoxins microcystins/nodularin and saxitoxin, reduction in blooming
cyanobacteria and other negative effects in the experimental lakes when compared to the
control lakes was confirmed. If the blooming regardless occurres as well as production of
cyanobacterial toxins in aquatic ecosystems, due to the seriousness of the phenomenon and the
possible negative consequences for human health, it would be necessary to introduce
procedures for the elimination of cells of cyanobacteria and their toxins into practice in waste
water treatment and purification of water from surface reservoirs in the Republic of Serbia.
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