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1.Uvod
1.1. Biologija Cijanobakterija (= Cyanophyta)

1.1.1. Povijest

Starost Zemlje procjenjuje se na 4,5 milijardi godina, a pojava bakterije na 3,8 — 3,5
milijardi godina. Postoje razni fosilni dokazi o takvom ranom razvoju zivota na Zemlji.
Stromatoliti (gré. otpdpo = pokrivaé, Aibog = kamen) su stijene slojevite strukture ¢iji je
karakteristian izgled nastao rastom i metaboli¢kom aktivnosti cijanobakterija i ostalih
mikroorganizama koji pripadaju domeni Bacteria. Fosili cijanobakterija pronadeni u Australiji
predstavljaju najstarije fosilne nalaze koji datiraju jo$ od prije 3,5 milijardi godina (Seckbach
i J. Stal, 2007; Tice i Lowe, 2004). Cijanobakterije su fotosintetski prokarioti za koje se
smatra da su prvi vrsili proces fotosinteze. Na pocetku se proizvedeni kisik vezao za otopljeno
Zeljezo u oceanima stvarajuci netopljive Zeljezove okside, najé¢eS¢e magnetit i hematit koji su
se talozili stvarajuci prepoznatljive slojeve u sedimentnim stijenama. Geoloski dokazi
pokazuju kako oksigenacija atmosfere pocinje tek prije 2,3 milijarde godina, te da je sve do
prije 2 milijarde godina atmosfera bila bez kisika (Stal, 2013). Cijanobakterije su dakle
zasluzne za obogacivanje praatmosfere kisikom, $to je omoguéilo daljnju evoluciju
organizama. Zbog brojnosti fosilnih nalaza cijanobakterija u razdoblju od 2,5 — 0,57 milijardi
godina Proterozoik se navodi kao ,,Doba cijanobakterija“ (Schopf i Walter, 1982).

Zanimljivo je da se morfologija cijanobakterija nije zna¢ajnije promijenila od trenutka
kada su se pojavile na Zemlji (Seckbach i J. Stal, 2007). Osim toga cijanobakterije su imale
vremena za diverzifikaciju i prilagodbu prema svim novo nastalim stanistima koja su se tada
pojavila na Zemlji. Uz proces fotosinteze i fiksaciju CO. odredene skupine cijanobakterija
mogu fiksirati N2 sto predstavlja sudjelovanje u dva vazna biogeokemijska ciklusa.
Cijanobakterije se smatraju jednim od vaZnijih organizama koji su znacajno formirali
ekoloske uvjete na za Zemlji. Prema tome cijanobakterije se smatraju pionirima Zivota na

Zemlji.

1.1.2. Stani¢na struktura cijanobakterija

Stani¢na grada cijanobakterija je jednostavnija od eukariota, ali isto tako se razlikuju
od grade jednostavnijih bakterija i arhea. Stani¢na stjenka sastoji se od vanjske membrane
koja je bogata lipopolisaharidima i predstavlja zastitnu membranu. Zatim unutarnja membrana
od peptidoglikana ili mureina koja stanici daje ¢vrstocu, a sastoji se od polimera N-acetil-
muraminske kiseline i N-acetil-glukozamina. Unutarnja i vanjska membrana odvojene su
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periplazmom. Za razliku od gram negativnih bakterija sloj peptidoglikana kod cijanobakterija
je pet puta deblji. Osim toga cijanobakterijske stanice mogu biti obavijene razli¢itim tipovima
slojeva; sluzavi omotac, kapsula ili plast. Kemijska analiza pokazuje da se ti slojevi uglavnom
sastoje od ugljikohidrata koji se proizvode i izlu¢uju van stanice te se nazivaju
egzopolisaharidi ili ekstracelularni polisaharidi (EPS). Slojevi EPS-a koji ostaju u
neposrednoj blizini stani¢ne povrSine nazivamo kapsularnim polisaharidima (CPS, eng.
capsular polysaccharides), osim toga razlikujemo i oslobodene polisaharide (RPS, eng.

released polysaccharides) koje stanice otpusStaju u okolni prostor (Kumar i sur., 2018).

Unutar stani¢ne membrane koja je od stani¢ne stijenke odvojena periplazmatksim
prostorom nalazi se citoplazma s tilakoidima, plinskim vakuolama, granulama za skladiStenje
polimera, karboksisomima i genetickim materijalom (Slika 1.). Tilakoidi su intracelularne
membrane u kojima se odvija fotosinteza, one zauzimaju veci dio perifernog dijela citoplazme
i rasporedeni su u nizu koncentri¢nih cilindara. Uz tilakoide nalazimo i fikobilisome koji
predstavljaju antenalne komplekse koji apsorbiraju onaj dio spektra koji ne mogu Klorofil a i
karotenoidi. Karboksisomi sadrzavaju enzim Rubisco (1,5-bifosfat karboksilazu-oksigenazu)
(Norena-Caro i Benton, 2018).

karboksisomi )
granule za skadi$tenje | _ nukleoid
polimera f

sluzavi omota¢ _— plazmid

___— ribosomi

kapsula—_

_ plinske vakuole
mukoidna
ovojnica

vanjska - fikobilisomi1

membrana

periplazmatski
prostor

sloj " citoplazma
peptidoglikana fa 7
257 ; o a LY ,/‘
stanicna tjlakoidi |

membrana

Slika 1. Stani¢na struktura cijanobakterija (preuzeto iz Norena-Caro i Benton, 2018)



1.1.3. Morfologija i klasifikacija

Do nedavno su cijanobakterije identificirane i kategorizirane samo prema morfoloskim
osobinama kao $to su dimenzija, oblik, boja, vrsta grananja i sadrzaj stanice. Cijanobakterije
mogu biti jednostani¢ne, kolonijalne ili filamentozne. Rippka i sur. (1979) predlazu podjelu
cijanobakterija na 5 odjeljaka, na osnovu toga nomenklatura cijanobakterija nije podijeljena
na redove ve¢ na pododjeljke I (= Chroococcales), 1l (= Pleurocapsales), I1(=
Oscillatoriales), IV (= Nostocales) i V (= Stigonematales). Jednostani¢ne cijanobakterije
grupirane su u pododijeljke I'i 1. U pododjeljku I reprodukcija cijanobakterija odvija se
dvojnom diobom dok one u pododjeljku Il mogu podijeliti i mnogostrukom diobom stvarajuci
mnostvo baeocita, stanica kéeri iz kojih se razviju odrasle stanice. U pododjeljke I11-V

smjestene su filamentozne cijanobakterije.

Filamentozne cijanobakterije ¢iji se trihomi sastoje samo od vegetativnih stanica (npr.
Oscillatoriales) smjestene su u pododjeljak III. U pododjeljcima IV i V obuhvacene su
filamentozne cijanobakterije koje imaju mogucénost diferencijacije stanica, stvarajuci
heterocite koje im omogucuju fiksaciju N2. Nadalje ove filamentozne cijanobakterije mogu
razviti akinete koje im omogucuju prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima (produljena
razdoblja bez vode, hladnoc¢a, nedostatak hranjivih tvari, promjena pH). Akinete su obi¢no
vece od vegetativnih stanica i sadrzavaju veliku koli¢inu pohranjenih hranjivih tvari vidljivih
kao granule (Kaplan-Levy i sur., 2010). Osim toga filamentozne cijanobakterije mogu stvarati
hormogonij koji im sluzi u reprodukciji. Hormogonij predstavlja najcesc¢e pokretni fragment
trihoma osloboden od nepokretnog roditeljskog trihoma. Oslobadanje hormogonija ili
fragmentacija moze se odviti na podru¢ju nekridija (mrtvih stanica) koje se pojavljuju kod
nekih vrsta (npr. Lyngbya aestuarii, Oscillatoria princeps ) (Kothari,Vaughn i Garcia-Pichel,
2013). Nova istrazivanja istiu i predlazu novu reviziju klasifikacije na osnovi taksonomije
koriStenjem polifaznog pristupa. Pri cemu se obuhvacaju molekularni, stani¢ni, ekoloski i
morfoloski podaci s ciljem postizanja boljih i objektivnih zaklju€aka o srodstvenim odnosima

medu vrstama (Dvorak i sur., 2017; Komarek i sur., 2014).

1.2. StaniSta

Do 2013. godine opisano je 2,698 vrsta cijanobakterija, a pomocu ,,Gompertz* modela
njihova brojnost procjenjuje se na 6,280 vrsta (Nabout i sur., 2013). Cijanobakterije su jedna

od najraznolikijih i Siroko rasprostranjenih organizama koji su evoluirali tijekom ranog
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pretkambrijskog razdoblja. Tijekom tog dugog postojanja kolonizirale su gotovo sva
slatkovodna, morska i kopnena stanista. Zahvaljujuci fleksibilnom metabolizmu, mnoge
cijanobakterije pojavljuju se u ekstremnim stanistima u kojima zivot mnogih drugih
organizama nije zamisliv zbog bioti¢kih i abioti¢kih uvjeta koji u takvim stanistima
prevladavaju. U podrué¢jima kao §to su pustinje, geotermalni izvori (do oko 70 ° C),
hipersalina jezera, arkticke doline pronadene su mnoge vrste cijanobakterija koje najcesce

prezivljavaju u konzorcijima s drugim algama i bakterijama (Komarek i Johansen, 2015a).

1.2.1. Vodena stanista

Cijanobakterije su neizostavan i vrlo bitan dio fitoplanktonskih zajednica oceana,
mora, estuarija, rijeka i jezera. One imaju vrlo znacajnu ulogu u morskom ciklusu ugljika i
dusika. Nedostatak dusika u eufoti¢noj zoni obuhvaca velikim djelom sve svjetske oceane,
prema tome planktonske cijanobakterije s moguénoscéu fiksiranja dusika uc¢inkovito osvajaju
takve ekoloske nise (Bristow i sur., 2017). Povrsinska cvjetanja rodova Trichodesmium i
Richelia mogu obuhvatiti povrsinu od nekoliko tisu¢a kilometara kvadratnih i to u
oligotrofnim vodama gdje je dostupnost nutrijenata svedena na minimum. S druge strane
postoje cijanobakterije veli¢ine od 5 - 20 um (nanoplankton) i manje od 5 pm (pikoplaknton
npr. Synecochoccus, Synecocystis i Prochlorococcus) koje ne mogu fiksirati dusik, ali odli¢no
rastu u dubljim dijelovima pri losijem osvjetljenju gdje su im u konacnici osigurane potrebe
za dusikom i ostalim nutrijentima (Paerl, 2013). Moguénost regulacije plovnosti pomocu
plinskih vakuola te utjecaj klimatskih i meteoroloskih uvjeta koji utje¢u na stratifikaciju i
mijesanje vodenih sustava, glavni su razlozi za pojavnost povrsinskih cvjetanja
cijanobakterija. Takva povrsinska cvjetanja najcesce utjeCu negativno na vodene ekosustave,
druge organizme 1 ljudsko zdravlje zbog povecanog troSenja kisika u zonama cvjetanja, i
stvaranja toksi¢nih sekundarnih metabolita (cijanotoksina) (Paerl i Otten, 2013). Evolucija
razli€itih fizioloSkih, morfoloSkih i ekoloskih strategija omogucile su cijanobakterijama da u
ovakvim stanistima bolje optimiziraju moguénost fiksacije dusika, sekvestracije nutrijenata i

fotosinteze.

1.2.2. Kopnena stanisSta

Iako cijanobakterije najceS¢e povezujemo s vodenim staniStima one obitavaju i u
razlicitim tipovima tala, bilo ispod ili iznad povrSine samog tla. Kako i u vodenim stanistima
tako i u mnogim tlima cijanobakterije predstavljaju vaznu komponentu. Veliku brojnost vrsta
mozemo pronaci u podruc¢jima koja su vlazna, odnosno nalaze se vise ili manje pod vodom.

Medu najvaznijim okolisSnim faktorima koji utjeu na pojavnost 1 brojnost vrsta u tlu su
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dostupnost svjetla, pH, koli¢ina vode, prisutnost duSikovih spojeva i prisutnost pesticida
(Whitton, 2007).

Mnoge terestricke vrste imaju plast ili sluzavi omotac¢ koji se sastoji od
ekstracelularnih polisaharida (EPS). EPS imaju adhezivna svojstva kojima agregiraju Cestice
tla te se cijanobakterije na tlu mogu najc¢esce naci u obliku povrSinskog obrastaja ili kore.
Takva adhezivna svojstva smanjuju eroziju (Sepehr i sur., 2019). Obrastaji su tamnijeg
obojenja zbog prisutnosti smedeg pigmenta scitonemina. Scitonemin je dimerni indol fenolni
pigment, nalazi se u omotac¢ima mnogih vrsta cijanobakterija i posjeduje snazna svojstva
apsorpcije ultraljubicastog (UV) zracenja. Njegova apsorpcija omogucava cijanobakterijama
prezivljavanje pri velikoj insolaciji bez negativnog utjecaja na fotosintezu (Jones i sur., 2011).
Razvoj tolerancije na susu je bitno svojstvo cijanobakterija. Ipak, reaktivacija neto fotosinteze
nakon razdoblja suse uvelike ovisi 0 prisutnosti vode (Biidel, 2011). Rodovi koji mogu
prezivjeti duze periode bez vode su Anabena, Aulosira, Cylindrospermum, Fischerrella,
Lyngyba, Nostoc, Plectonema i Stigonema (Whitton, 2007). Cijanobakterije ovakve periode
prezivljavaju nakupljanjem visokih koncentracija Secera (trehaloza, sukroza i
glukozilglicerola) koji se ponasaju kao osmoprotektanti, a pri ¢emu nema negativnog utjecaja
na enzime i metaboli¢ku aktivnost (Biidel, 2011). Istrazivanja pokazuju kako
cijanobakterijama uglavnom odgovaraju neutralna i bazi¢na tla, padom pH ispod 6 pojavnost
cijanobakterijskih vrsta opada dok je ispod pH 5 uocena potpuna odsutnost (Dooley i
Houghton, 1973).

Procjenjuje se da bi do kraja 2050. godine broj stanovnistva trebao preé¢i 9.6 milijardi.
Zbog toga bi se proizvodnja usjeva trebala povecati za 50% (Pathak i sur., 2018). Mnoge
poljoprivredne povrsine su ve¢ sada pod velikim djelovanjem pesticida kako bi se smanjilo
djelovanje stetnika i odrzala visoka stopa prinosa. Pesticidi su toksi¢ne tvari, a s obzirom na
ciljanu skupinu djelovanja mozemo ih podijeliti na herbicide, insekticide, fungicide,
rodenticide i dr. (web 1.). Kako pesticidi i njihovi ostaci postaju sve prisutni u okoli$u, oni
dolaze u kontakt i s drugim ne ciljanim organizmima ¢ine¢i dodatnu $tetu Svim sastavnim
organizmima tla $to u konac¢nici dovodi do promjena u ekosustavima tla. Poznato je da
koriStenje pesticida utjeCe ne promjene u sastavu mikrobnih zajednica (Petric i sur., 2016;
Petri¢ i sur., 2011). Smanjena stopa nitrifikacije, denitrifikacije, oksidacije metana i veca
osjetljivost mikrobne zajednice samo su jedna od negativnih aspekata koje su rezultat
smanjenja mikrobne bioraznolikosti (Feld i sur., 2015). Terestricke cijanobakterije su takoder

prepoznate kao vazne sastavnice mikroflore tla koje utjecu na plodnost tla (McCann i Roy
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Cullimore, 1979). S druge strane utvrden je Sirok spektar djelovanja herbicida, insekticida i
fungicida na cijanobakterije tla, zbog ¢ega se cijanobakterije svrstavaju u neciljne organizme
koje je potrebno pratiti (Padhy, 1985; Pipe, 1992).

1.3. Primjena cijanobakterija

Cijanobakterije su posljednjih godina privukle veliku paznju zbog svojih mogucih
primjena u biotehnologiji. Sirok spektar bioloski aktivnih spojeva, prepoznati su kao
potencijalni biopesticidi, biognojiva, stimulatori rasta biljaka koji bi mogli biti vazan dio u
razvoju ekoloski prihvatljivih i odrzivih poljoprivrednih praksi. Osim toga biomasa se moze
koristiti za proizvodnju energije, a pojedine vrste cijanobakterija pokazuju obecavajuca
svojstva u uklanjaju razli¢itih onec¢is¢ivaca iz industrijskih postrojenja (YYadav i sur., 2017)
(Slika 2.).
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Slika 2. Mogu¢nosti primjene cijanobakterija (modificirano i preuzeto iz Yadav i sur., 2017)

1.3.1 Bioenergija
Prednost proizvodnje cijanobakterijske biomase kao izvora energije je sekvestracija

ugljika. Za svoj rast cijanobakterije fotosintezom uklanjaju CO; iz atmosfere te se pritisak



koncentracije CO2 na okoli$ smanjuje. Prenamjenom biomase dobivamo korisne proizvode
kao $to su etanol, vodik, metan. Izgaranjem sirove biomase moze se dobiti toplinska energija i
proizvesti elektri¢na. lako se na taj nac¢in CO2 ponovno otpusta u atmosferu, pritisak na okolis
je manji zbog zatvorenog ciklusa ugljika. Za razliku od ostalih kopnenih biljaka koje takoder
sudjeluju u sekvestraciji ugljika, cijanobakterije su pokazale 10-50 posto brzu stopu fiksacije
CO2 (Singh i sur., 2016). Istrazivanja pokazuju da dovodenje dimnog plina u uzgojne sustave
moze povecati fiksaciju CO2, te povecati koli¢inu biomase kod vrsta Synechococcus aquatilis,
Anabaena sp. i Spirulina sp. (Yadav i sur., 2017). Cijanobakterije su u stanju pretvoriti 10%
sunceve energije u biomasu dok druge alge i poljoprivredne kulture (kukuruz, Secerna trska)
mogu pretvoriti tek 1 do 5% (Singh i sur., 2017). Cijanobakterije sadrze znatne koli¢ine
lipida; primarno locirane u membranama tilakoida. Genetski inZenjering metabolickih puteva
cijanobakterija unazad deset godina doveo je do proizvodnje razli¢itih industrijski korisnih
tvari kao $to su 2,3-butandiol, aceton 1-butanol, etilen, etanol, masne kiseline, izobutiraldehid,

izobutanol, 2-metil-1-butanol i izopren (Nozzi i sur., 2013).

1.3.2. Prirodna gnojiva

Moderna poljoprivreda u velikoj mjeri ovisi o gnojivima kojima se poti¢u prinosi
usjeva kako bi se postigla ekonomska isplativost i zadovoljila potraznja. Prekomjerno
koriStenje anorganskih gnojiva ima ozbiljan utjecaj na ljudsko zdravlje i okoliS. Zbog toga se
istrazivanja gnojiva usredoto¢uju na razvoj mikroorganizama kao ekoloski prihvatljivog tipa
gnojiva koji predstavlja put prema odrzivoj poljoprivredi. PoboljSana solubilizacija i
mobilnost hranjivih tvari, zatim moguénost kompleksiranja tesSkih metala 1 ksenobiotika ¢ime
ograni¢avaju njihovu mobilnost i transport u biljke, poboljsanje fizikalno-kemijskih
parametara tla, mineralizacija jednostavnijih organskih molekula kao §to su aminokiseline
samo su neke od znacajki zbog kojih se cijanobakterije smatraju pozeljnim kandidatima u

proizvodnji prirodnih gnojiva (Chamizo i sur., 2018).

Kod tretiranja poljoprivrednih povrSina rize naj¢esSce se koriste konzorciji dviju ili viSe
autohtonih cijanobakterija zbog povecanog kapaciteta fiksacije dusika. Fiksirani duSik moze
se osloboditi u obliku amonijaka, polipeptida, slobodnih aminokiselina, vitamina i tvari
slicnih auksinu, bilo sekrecijom ili mikrobnom razgradnjom nakon stani¢ne smrti. Zbog toga

neke cijanobakterije kao §to su Nostoc sp, Anabaena sp, Cylindospermum sp, Scytonema



hofmanni pokazuju sposobnost stvaranja fitohormona (giberlini, indol-3-ocetna kiselina)

promovirajuéi rast biljaka (Singh i sur., 2016; Win i sur., 2018).

Osim fiksacije dusika, cijanobakterije takoder doprinose mobilizaciji anorganskog
fosfata putem izlu¢ivanja organskih kiselina i izvanstani¢nih fosfataza (Singh i sur., 2017).
Cijanobakterije otapaju i mobiliziraju netopive organske fosfate i poboljSavaju dostupnost
fosfora biljkama. Uz sve navedeno cijanobakterije sekrecijom ekstracelularnih polisaharida
utjecu i na agregaciju Cestica tla §to omogucava bolju akumulaciju organske tvari i
povecavaju zadrzavanje vode u tlu. Primjena bioloskih gnojiva na bazi cijanobakterija mogla
bi zadovoljiti potrebe odrzive poljoprivrede imajuéi u vidu zdrav okoli$ 1 ekonomsku

profitabilnost (Chamizo i sur., 2018).

1.3.3. Prirodni pesticidi

Cijanobakterije su poznate po cijanotoksinima, no takvi se spojevi ne moraju nuzno
negativno karakterizirati. Cijanotoksini predstavljaju Sirok spektar razlicitih bioaktivnih tvari
koje mogu sluziti kao inhibitori rasta drugih mikroorganizama kao $to su bakterije, gljivice,
virusi pa ¢ak i nekih visih organizama kao beskraljeznjaci, ribe, rakovi, ptice i sisavci (Singh i
sur., 2017). Bioloski aktivne supstance cijanobakterija po svom kemijskom sastavu mogu biti
poliketidi, amidi, alkaloidi, masne kiseline, indoli i lipopeptidi. Stoga postoji potencijal
njihovog koristenja u poljoprivredi kao insekticidi, herbicidi, algicidi 1 fungicidi. Anatoksin,
mikrocistin i cilindrospermopsin su dobro prouceni cijanotoksini koje proizvode rodovi
Cylindrospemopsis i Microcystis. Istrazivanja tih toksina na larvama komaraca pokazuju
smrtnost vec¢u od 50% (Berry i sur., 2008). Najbolja fungicidna svojstva ima vrsta Nostoc
muscorum koji inhibira in vitro rast gljivi¢nih biljnih patogena kao $to je Sclerotinia
sclerotiorum (bijela trulez) i Rhizoctonia solani (smeda trulez korijena), te cijanobakterija
Fischerella muscicola koja proizvodi fiserelin. Fiserelin pokazuje antifungalnu aktivnost
protiv nekoliko biljnih patogenih gljiva kao $to su Uromyces appendiculatus (smeda hrda),
Erysiphe graminis (pepelnica), Phytophthora infestans i Pyricularia oryzae (Yadav i sur.,
2017).

1.4, Znacajke roda Cylindrospermum

Taksonomski, rod Cylindrospermum Kiitzing ex Bornet i Flahault (1886) pripada redu
Nostocales (Tablica 1.). Unutar roda nalaze se 52 vrste koje su opisane kao bentoski, epifitski
i epilitski organizmi pronadeni u vodenim i terestrickim stanistima (slatkovodne vode,

pustinje, moc¢varna tla, rizina polja) (web 2., Komarek i Johansen, 2015b; Shariatmadari i



Riahi, 2012). To su filamentozne cijanobakterije koje formiraju akinete i heterocite, zbog toga
mogu prezivjeti duza razdoblja nepovoljnih uvjeta te fiksirati atmosferski dusik. Filamenti
(Slika 3.) su blago zakrivljeni ili nepravilno namotani, obi¢no su cilindri¢ni cijelom svojom
duzinom. Filamenti su obavijeni finom, bezbojnom, homogenom i difuznom sluzavom
ovojnicom. Trihomi su simetri¢ni, obi¢no blago suzeni na dijelovima gdje se stani¢ne stijenke
dviju stanica dodiruju (a). Stanice su cilindri¢ne, nesto vece duzine u odnosu na §irinu,
blijedog ili svijetloplavkastozelenog ili sivkastog obojenja, ponekad prisutna granuliranost
stanica. Heterocite se iskljuc¢ivo nalaze samo na terminalnim dijelovima filamenata, te se
razvijaju iz krajnjih stanica. Oblik heterocita varira od elipsoidog, ovoidnog ili stozastog.
Akinete su elipsoidne, razvijaju se samo u neposrednoj blizini heterocita na oba kraja
filamenta, ovisno od vrste do vrste akinete mogu biti solitarne ili u redovima do 7 komada
(Komarek i Johansen, 2015a). Dioba stanica javlja se kroz cijeli trihom, a razmnozavanje se
odvija pomocu akineta ili fragmentacijom trihoma u hormogonij. U mnogim radovima isti¢e
se potencijalna opasnost za ekoloske sustave jer je potvrdeno da se unutar roda nalaze vrste
koje sintetiziraju toksi¢nu tvar anatoksin-a koji se ponasa kao nervni otrov, te hlapljive
organske spojeve kao $to je geosmin koji rezultira neugodnim mirisom i moze utjecati na

kvalitetu zivota (Humbert, 2009; S Dow i K Swoboda, 2007; Sivonen i Jussi, 2015).

Tablica 1. Prikaz taksonomije roda Cylindrospermum (web 3.)

Carstvo Bacteria
Kraljevstvo Eubacteria
Koljeno Cyanobacteria
Razred Cyanophyceae
Red Nostocales
Porodica Nostocaceae
Rod Cylindrospermum




Slika 3. Mikroskopski prikaz filamenta Cylindrospermum sp. s karakteristi¢énim dijelovima (a
- heterocita, b - akineta, ¢ - trihom). Fotografirao Luka Ivankovi¢ (7.5.2019.)
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1.5. Cilj

Provjeriti utjecaj propikonazola i klorantraniliprola na rast cijanobakterije. Utvrditi
mogucnost uzgoja cijanobakterije na umjetnom tlu.
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2. Materijali i metode

2.1. Priprema eksperimenta i izolacija obrastaja

Uzet je uzorak povrsinskog dijela (do 30 cm) glejnog tla u parku prirode Kopacki rit.
Uzorak tla je transportiran u laboratorij na Odjel za Biologiju, Sveucilista Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku. U prethodno steriliziranu petrijevu zdjelicu odvojili su se manji
grumeni tla te se cijela petrijevka zalila sa destiliranom vodom pomocu boce s raspr$ivacem.
Tlo je bilo pri konstantom osvijetljenu, te je zalijevano po potrebi. Nakon tjedan dana
primijecen je makroskopski zelenkasti obrastaj za kojeg je utvrdeno da se sastoji od

cijanobakterije Cylindrospermum sp.

U eksperimentima su koristena dva tipa tla, glejno tlo i umjetno tlo koje se sastoji od
10% treseta, 20% gline (udio kaolinita veci od 30%), 69% industrijskog pijeska i 1 % cini
(CaCO03). Dio uzorkovanog tla je stavljen u susionik pri 55+5 °C preko no¢i, zatim je osuseno
tlo usitnjeno u tarioniku, a pomocu sita su se odvojile krupnije neéisto¢e (kamencici,

korijenje...) i dobila praskasta struktura tla.

U staklenu petrijevku dodano je 4 g obradenog glejnog tla, petrijevke sa tlom su
sterilizirane u autoklavu te je dodano 4 ml destilirane sterline vode (dsH20). Zatim je dio
cijanobakterijskog obrastaja izoliran iz mati¢nog supstrata, ispran u dsHzO i presaden u

sterlinu petrijevku nakon ¢ega se pratio rast (Slika 4.).

Slika 4. Prikaz rasta cijanobakterijskog obrastaja po danima. Fotografirao Luka Ivankovi¢
(20.6.2019.)
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2.2.Standardizacija pripreme cijanobakterijskog inokulata

Nakon 20-ak dana, kada je cijanobakterijski obrastaj prekrio cijelu povrsinu tla unutar
staklene petrijevke slijedi odvajanje, ispiranje i usitnjavanje obrastaja. Odvajanje se vrsi
pomocu sterilne Spatule i dio po dio ,,krpastog* materijala odvaja od povrSine tla i stavljau
petrijevku sa dsH20. Kroz tri petrijevke se obrastaj ispere od ¢estica (Slika 5.). Zatim se na
analitickoj vagi odvaze masa potrebna za daljnji korak. U prvom eksperimentu odvagano je
0.78 g cijanobakterijskog materijala, a u drugom 0.2 g. Nakon toga slijedi usitnjavanje

materijala pomocu sita i staklenog tucka i dodavanje 175 ml dsH20 u staklenu ¢asu kako bi se

dobila homogena suspenzija cijanobakterijskog inokulata.

Slika 5. Ispiranje cijanobakterijskog materijala. Fotografirao Luka Ivankovi¢ (12.6.2019)

Iz suspenzije cijanobakterijskog materijala odpipetirano je 14 ml u deset 15 ml
falkonica, zatim se u svaku falkonicu dodavao odgovarajuca koli¢ina pesticida s obzirom na
tretmane koji su se Kkoristili u eksperimentu. U falkonicama su tada priredeni alikvoti s
jednakom koli¢inom cijanobakterijskog materijala i odgovaraju¢om koli¢inom pesticida. Kod
postupka pipetiranja jednoli¢no je dodavano u svaku falkonicu (3 ml, 3ml, 3 ml, 3 ml, 1 ml, 1
ml), te je izmedu svakog pipetiranja pocetna suspenzija promijesana, a pipetiranje je

obavljeno iz jednakog stupca suspenzije.

2.3. Uzgojni uvjeti

Rast cijanobakterije odvija se u polipropilenskim posudama u koje je prethodno
dodano 1 g obradenog glejnog tla ili umjetnog tla. Polipropilenske posude postavljenje su
izmedu dvije staklene ploce te se formira jedna uzgojna ,,ploca‘“ (Slika 6.). Na rubnim
dijelovima ,,ploce* nalaze se manji polipropilenski ¢epovi u koje se dodaje voda kako bi se

isparavanje vode smanjilo i povec¢ala vlaga unutar ,,ploce®.
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Slika 6. Slika uzgojne ,,ploc¢e*. Fotografirao Luka Ivankovi¢ (23.5.2019)

Nakon $to se dodaju odgovarajuéi tretmani u posude, ,,ploce* se stavljaju u prirucni
fotobioreaktor. Dimenzije fotobioreaktora su 62x26x60 cm (Slika 7.). Gornja ploha
fotobioreaktora sastoji se od 4 neonske cijevi, a bo¢ne stranice su oblozene alufolijom te su s
jedne boc¢ne strane ugradena 2 ventilatora od 120 mm (Scythe, model SY1212SL12L, Kina)
kako bi se smanjilo zagrijavanje unutrasnjosti. Temperatura unutar fotobioreaktora je mjerena
pomocu digitalnog termometra (Auriol) te je iznosila 25+2 °C , a intenzitet svjetlosti varirao
je od 59 do 80 pmol m? s's obzirom na polozaj izmjerenih to¢aka (Slika 7.). Intenzitet
svjetlosti izmjeren je pomoc¢u Quantitherm senzora (Hasatech instruments, King's Lynn,

Ujedinjeno Kraljevstvo).
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Slika 7. Lijevo, unutra$njost priru¢nog fotobioreaktora, desno tlocrt sa vrijednostima

intenziteta svjetlosti izmjerenih tocaka (mjerna jedinica, pumol m™ s). Fotografirao Luka

Ivankovi¢ (20.7.2019)

2.4. Fizikalna i kemijska svojstva pesticida

U ovome radu koristena su dva komercijalna pesticida (Tablica 2.)

Tablica 2. Popis pesticida koristenih u radu

Komercijalni Kategorija Aktivni sastojak Koncentracija
pesticid proizvoda aktivnog sastojka
Bumper 25 ec Fungicid Propikonazol 250 g/L

(Chromos agro
d.o.o Zagreb)

Coragen 20 sc Insekticid Klorantraniliprol 200 g/L
(Agro chem d.o.o
Zagreb)

2.4.1. Propikonazol

76 80 73
69 75 64
60 cm

Propikonazol je triazolni fungicid koji pripada demetilacijsko inhibitornim fungicidima.

Inhibira biosintezu ergosterola $to utjeCe na normalno odvijanje membranskih procesa $to

rezultira inhibicijom rasta gljivica (Calonne i sur., 2010).

Kemijska formula: C15H17CI2N302
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Kemijski naziv prema IUPAC-u: 1-[[2-(2,4-diklorofenil)-4-propil-1,3-dioksolan-2-ilJmetil]-
1,2 ,4-triazol

Strukturna formula:

Cl

03\/\
@]
Cl

N
~
( N
N
Molekularna masa: 342,2 g/mol

Topivost u vodi: 100 mg/L (25°C)

CAS broj: 60207-90-1

2.4.2. Klorantraniliprol

Klorantraniliprol je diamidni insekticid koji aktivira receptore rijanodina kod insekata
unutar sarkoplazmatskog retikuluma sto rezultira o§te¢enom regulacijom misi¢ne kontrakcije
(Sattelle,Cordova i Cheek, 2008). Kanali receptora za rijanodin reguliraju oslobadanje
unutarnjih zaliha kalcija 1 vaZni su u kontrakciji miSica. Trajno oslobadanje razine kalcija

unutar citosola dovodi do kontrakcije misica, paralize i eventualne smrti organizma.
Kemijska formula: C1gH14BrCI2NsO>

Kemijski naziv prema IUPAC-u: 5-bromo-N-[4-kloro-2-metil-6-(metilkarbamoil)fenil]-2-(3-

kloropiridin-2-il)pirazol-3-karboksamid
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Strukturna formula:

Br

Molekularna masa: 483,15 g/mol
Topivost u vodi: 0.9-1.0 mg/L (20°C pH =7)
CAS broj: 500008-45-7

2.5. Dizajn eksperimenta

Pripremljeni homogenizirani cijanobakterijski materijal u alikvotima se mijesa S
odredenom koncentracijom pesticida. U eksperimentu su koristeni klorantraniliprol (Coragen
- CCh) i propikonazol (Bumper - BCy) u ¢etiri koncentracije (Tablica 3). Priredene
koncentracije su C1 — 5 x manja koncentracija od preporucene uporabe, C2 -2 X manja
koncentracija od preporucene uporabe , C3 — preporucena koncentracija, C4 - 5 X veca
koncentracija od preporu¢ene uporabe. Uz to je pripremljena pozitivna (KOp) i negativna
kontrola (KO). Negativa kontrola je prije inokulacije sterilizirana u autoklavu. Uzgojne
,ploce* s polipropilenskim posudama i tlom se neposredno prije inokuliranja steriliziraju u
autoklavu, a zatim se od svakog priredenog tretmana dodaje po 1 ml cijanobakterijske
suspenzije unutar laminara. Svi tretmani priredeni su u triplikatu za svaki tip tla. Razvoj se
odvija 7 dana u fotobioreaktoru (fotoperiod dan/no¢ ,16h/8h), a s obzirom da je intenzitet
osvijetljenja razlicit, svaki se dan ,,plo¢e* pomicu za jedno mjesto u desno kako bi se
ujednacio intenzitet osvijetljena. Nakon 7 dana mjere se Cetiri parametra; koncentracija
klorofila a u tlu, mikrobioloska aktivnost (FDA test), sposobnost stvaranja biofilma (Kristal

violet test) i ukupni ugljikohidrati u tlu.
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Tablica 3. Priredene koncentracije pesticida

Naziv pesticida Coragen 20sc Bumper 25ec
C1 0,008 pg ml? 0,0025 pg mlt
C2 0,02 pg ml?t 0,0625 pg ml*
C3 0,04 pg ml* 0,125 pg ml?
C4 0,2 ug ml? 0,625 pg ml?

2.6. Koncentracije klorofila a u tlu

Pribor i kemikalije koje su potrebne za odredivanje koncentracije klorofila a u tlu:

e falkonice volumena 15 ml
e etanol (96 %- tni)

e mikro epruvete volumena 2 ml
e mikropipete od 1 ml,

e nastavci za mikropipete

e (CaCOs

e vodena kupelj

e tresilica

e centrifuga

e rukavice

o 2 Kkivete

e Spektrofotometar

Ostatak osuSenog tla iz polipropilenskih posuda se usitni pomocu Spatule, odvaZze i stavi u
15 ml falkonice. Nakon toga se u ¢asu doda 60 ml 96%-tnog etanola i na vrh $patule
CaCOskako bi se povecao pH i sprijecila prijevremena degradacija klorofila. S obzirom
na masu uzorka tla doda se odredena koli¢ina etanola u omjeru 1:2 kako bi ekstrakcija bila
ujednacena u svim uzorcima. Uzorci u falkonicama se stavljaju u vodenu kupelj na 80°C 1
15 min te jo§ 5 min dok traje kljuCanje. Poslije se uzorke ostavi 10 min na sobnoj
temperaturi da se ohlade, a onda na tresilicu na 20 min i 250 oum. Stativ sa uzorcima treba
prekriti sa alufolijom kako bi se sprijecila degradacija kolorfila. Zatim se uzorci
otpipetiraju u mikro epruvete (Slika 8.) i slijedi centrifugiranje 6000 G, 5 min.

Absorbanca supernatanta se mjeri pri 665 nm (slijepa proba je etanol + CaCO3).
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Nadalje, za utvrdivanje koncentracije klorofila a u uzorku koristimo formulu (Castle i sur.,
2011, Ritchie, 2006):

Klorofil a = (E¢ x (Absggs) x V) /(g soil 1) x L

E« je koeficijent u spektrofotometrijskim jednadzbama za izratunavanje koncentracije
klorofila a kod cijanobakterija. E<iznosi 11.4062. Abs g65 je absorbanca izmjerenog
uzorka. V je volumen otapala koji smo koristili (ml), g soil je masa uzorka iz kojeg smo

ekstrahirali klorofil (g) i L je duljina puta svijetla u koristenoj kiveti (mm).

Slika 8. Mikro epruvete s estrahiranim klorofilom u etanolu. Fotografirao Luka Ivankovi¢

(14.5.2019.).

2.7. Sposobnost stvaranja biofilma (kristal violet test, eng. biofilm forming ability-BFA)

Pribor i kemikalije koje su potrebne za BFA test:

e 300 pl suspenzije tla

e analiticka vaga

e upaljac

e mikro epruvete volumena 2 mi

19



e Spatula

e 48 - well plate (mikroplocice)
e mikropipete od 1 ml, 50 pl,
e nastavci za mikropipete

e multistep pipeta

e bunsenov plamenik

e glukoza (400 mg/ml)

e Dbujon

e M63 medij

e MgSOsx 7 H:0 (1 M)

e sterilna destilirana voda

e kristal violet boja

e etanol (96 %- tni)

e rukavice

o 2Kkivete

e spektrofotometar

Nakon 7 dana razvoja, u sterline mikro epruvete (2 ml) odvaze se 305+5 mg tla iz posude,
izmedu svakog uzimanja uzorka, Spatula se ocisti 96% - tnim etanolom, te prode kroz plamen
kako bi se sprijecila kontaminacija. Zatim se doda 500 pl dsH20O. Vorteksiranje 5 sec. U 48 -
well plate (mikroplo¢ice) dodajemo po 100 ul hranjivog medija (300 ul glukoza + 600 pl
bujon + 12 ml M63 + 120 ul MgSO4 x 7 H20). Od suspenzije 500 ul uzima se po 100 pl te se
nasaduje u 48 - well plate (mikroplocice). Nakon nasadivanja, mikroplocice se ostave 24 sata
na inkubaciji na sobnoj temperaturi (25°C). Nakon 24 sati inkubacije, uzorci iz mikroplocica
se isperu da se viSak stanica koje nisu pri¢vr§cene na stijenke jazice odstrane. Ispiranje se
odvija tako da se sukcesivno u 3 prethodno napunjene posude s vodom urone pod kosinom i
isprazne naglim okretanjem mikroplocice, zatim se isprane jaZice bojaju sa po 225 ul boje,
kristal violet. Bojanje traje 15 minuta. Tijekom tih 15 minuta, ukoliko je doslo do formiranja
biofilma na stijenkama jaZica, dolazi do njegova bojanja. Nakon 15 minuta viSak boje u

mikroploc¢icama se ispere isto kao u prethodnom koraku.

Nakon su$enja u jazice mikroplocica dodaje se 1 ml 96 % etanola (Slika 9.). U ovom koraku
dolazi do odbojavanja stijeni jazica, na kojima se tijekom inkubacije od 24 sati, trebao

formirati biofilm. Odbojavanje traje 1 sat. Jace obojenje etanola u jazicama predstavlja vecu
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koli¢inu razvijenog biofilma na stijenkama. Uzorak iz jaZica se otpipetira u kivete i mjeri se

absorbanca pri 588 nm pomocu spektrofotometra (slijepa proba je Cisti 96 % etanol).

Slika 9. 48 - well plate (mikroplocica, odbojavanje jazica). Fotografirao Luka Ivankovié
(13.5.2019.)

2.8. Mikrobioloska aktivnost (FDA test - Fluorescein diacetate)
Pribor i kemikalije koje su potrebne za FDA test:

e 200 pl suspenzije tla (alikvot od prije pripremljene suspenzije tla)
e mikro epruvete volumena 2 ml

e multistep pipeta

e mikropipete od 1 ml, 100 pl,

e nastavci za mikropipete

e bunsenov plamenik

e rukavice

e 2 Kkivete

e spektrofotometar

e inkubator

21



e tresilica

e centrifuga

e flourescein diacetat (250 pg/ml)

o kalij-fosfatni pufer (pH = 7,5 ,70 mM)

Od pocetne suspenzije u mikro epruvetama ostaje 200 ul, u suspenziju tla prvo se dodaje
kalij-fosfatni pufer, 800 ul, a zatim 40 ul FDA. Nakon toga slijedi vorteksiranje mikro
epruveta 5 sec 1 inkubacija pri 30°C. Za vrijeme inkubacije od 30 min uzorci se nalaze na
tresilici pri brzini od 200 rpm. Nakon 30 min reakcija se zaustavlja sa 800 ul mjeSavine
klorofom/metanola u omjeru 1:2 i slijedi centrifugiranje od 4 minute pri 13684 x g, te

mjerenje apsorbance supernatanta pri 490 nm (slijepa proba je kalij-fosfatni pufer).

Ova metoda zasniva se na hidrolizi bezbojnog FDA u zutozelenkasti flourescein. Razni
enzimi kao §to su proteaze, lipaze i esteraze utjecu na hidrolizu FDA, stoga jace obojenje

rezultat je ve¢e mikrobioloske aktivnosti.

2.9. Ukupna koli¢ina ugljikohidrata

Pribor i kemikalije koje su potrebne za odredivanje ukupne koli¢ine ugljikohidrata:

e 5mgtla

e falkonice volumena 15 ml
e multistep pipeta

e mikropipete od 1 ml

e nastavci za mikropipete

e fenol (5%-tni)

e koncentrirana sulfatna kiselina (95% -tna)
e glukoza

e sterilna destilirana voda

e rukavice

o 2 Kkivete

e centrifuga

e spektrofotometar
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Iz svakog uzorka odvaze se 5 mg tla u 15 ml falkonicu, zatim se doda 1 ml dsH20 pa 1 ml 5%-
og fenola i zatim se brzo doda 5 ml konc. sulfatne kiseline. Uzorci se u falkonicama ru¢no
promijesaju i ostave da odstoje sat vremena na sobnoj temperaturi. Nakon sat vremena slijedi
centrifugiranje 10 min pri 3000 G, te se absorbanca supernatanta uzorka mjeri pri 485 nm

(slijepa proba se sastoji od 1 ml dsH20, 1 ml fenola i 5 ml konc. sulfatne kiseline).

Osnovno nacelo ove metode je da ugljikohidrati, kada se dehidriraju u reakciji s
koncentriranom sulfatnom kiselinom, stvaraju furfuralne derivate. Daljnja reakcija izmedu

furfuralnih derivata i fenola razvija smedu boju koja se moze detektirati.

Kako bi mogli usporediti absorbance mjerenih uzoraka priprema se standardna krivulja (Slika
10.). Razrjedivanjem standardne otopine glukoze pripremljene su otopine koncentracija 5

pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/ml.

o
)
|

y=0.0122x + 0.0036, R2 = 0.9911

o o o
[N w IS
| | |

Absorbanca (485 nm)
|

o
o
|

5 10 15 20 25 30 35
Glukoza (ug/ml)

Slika 10. Graficki prikaz standardne krivulje

2.10. Obrada podataka

Podaci su obradeni pomocu statistickog softvera R 3.1.4 (R Core Team 2016) pod
Windows 10 operativnim sustavom. Za testiranje normalne distribucije koristen je Shapiro-
Wilk test, nulta hipoteza ovog testa je, da je distribucija podataka normalna. Bartlett-ov test
koriSten je za testiranje homogenosti varijance uzoraka. Ukoliko su ove dvije pretpostavke
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valjane, nadalje je koriStena jednofaktorska analiza varijance (engl. One-way ANOVA) kako
bi se utvrdilo postoji li razlika izmedu skupina uzoraka gdje postoji samo jedna nezavisna
varijabla u podatcima. Nakon toga je koriSten je Dunett-ov post hoc test, ako ANOVA pokaze
da postoji razlika medu skupinama uzoraka. Dunett-ov test predstavlja modificirani t-test koji

je dizajniran za usporedivanje svake eksperimentalne skupine sa kontrolnom skupinom.

S druge strane ukoliko Shapiro-Wilk test pokaze odstupanje od normalne distribucije,
tada se za testiranje koriste neparametarski testovi, za homogenost varijance uzoraka koristi se
Fligner-Killen test, a za utvrdivanje razlike medu skupinama Kruskal-Wallis test, te na kraju
Xin Gao post hoc testom je utvrdeno koja se skupina uzoraka statisticki znac¢ajno razlikuje od

kontrole. Osim toga kori$ten je i t-test. Graficki prikazi su takoder izradeni u R-u.

24



3. Rezultati

Prvi eksperiment trajao je od 13. svibnja do 20. svibnja i za pripremu inokulata
koristeno je 0,78 g cijanobakterijskog materijala, drugi eksperiment trajao je od 12. lipnja do
19. lipnja te je koristeno 0,2 g cijanobakterijskog materijala za pripremu inokulata. U oba
eksperimenta odredivali su se sljedeé¢i parametri: koncentracija klorofila a u tlu, sposobnost
stvaranja biofilma (kristal violet test) i mikrobioloSka aktivnost (FDA test). Samo u prvom
eksperimentu se odredivala i ukupna koli¢ina ugljikohidrata jer su rezultati poprimali
vrijednosti koje su puno vece nego Sto su bili prilikom izrade standardne krivulje te se nisu
mogli izvuéi logi¢ki zakljucci nakon obrade podataka. Prvo su prikazani rezultati za prvi, a
onda za drugi eksperiment. Osim toga za svaki test i pesticid usporedno su prikazani podaci

za A - glejno tlo i B - umjetno tlo.

3.1. Klorantraniliprol (prvi eksperiment)

Tretmani su pripremljeni u triplikatima na A — glejnom tlu i B — umjetnom tlu te su
sastavljeni od: KO — kontrola sa autoklaviranim inokluatom bez pesticida, KOp - pozitivna
kontrola sa inokulatom bez pesticida, CC1- inokulat + 5 x manja koncentracija
klorantraniliprola od preporucene uporabe, CC2 - inokulat + 2 X manja koncentracija
klorantraniliprola od preporu¢ene uporabe , CC3 - inokulat + preporuc¢ena koncentracija
klorantraniliprola, CC4 - inokulat + 5 x veéa koncentracija klorantraniliprola od preporucene

uporabe.

3.1.1. Koncentracija klorofila a

Analizom uzoraka glejnog tla ANOVA testom je utvrdeno da postoji statisticki
znacajna (p=0,05) razlika u srednjim vrijednostima koncentracije klorofila, te je Dunnet post
hoc testom vidljiva razlika izmedu skoro svih tretmana u odnosu na KOp. Statisti¢ki znacajne
razlike nema izmedu KOp 1 CC2. Srednje vrijednosti koncentracije klorofila iznose: CC1
(0,922 pgehia/gtia), CC2 (0,686 pgenia/Qtia), CC3 (0,826 pgehia/gtia), CC4 (0,763 pgenia/Qtia), KO
(0,083 pgenia/gtia), KOp (0,486 pgehia/guia) (Slika 11. A).

Na umjetnom tlu vrijednosti su nesto nize, ali je utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu KOp 1 svih ostalih tretmana. Srednje vrijednosti koncentracije klorofila iznose: CC1
(0,388 pgchla/gtia), CC2 (0,327 pgehlalgiia), CC3 (0,387 pgchia/gta), CC4 (0,380 pgcnia/giia), KO
(0,062 pgehia/gu)a, KOp (0,175 ugenia/gua) (Slika 11. B). Rast cijanobakterije na umjetnom tlu
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je slabiji od rasta na glejnom tlu. Analizom srednjih vrijednosti koncentracije klorofila a kod
pozitivnih kontrola umjetnog (Slika 11. B) i glejnog tla (Slika 11. A), t-testom je utvrdena

statisticki znacajna razlika.
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Slika 11. Graficki prikaz srednjih vrijednosti koncentracije klorofila a s pripadajuéim
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su
oznaCene statistiCki znaajne razlike tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu (KOp) (*=p

<0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001)
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3.1.2. Kristal violet test

Na glejnom tlu utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05) u stvaranju
biofilma izmedu KOp i tretmana CC1 i KO. Srednje vrijednosti izmjerenih absorbanci
iznosile su: CC1 (0,060), CC2 (0,054), CC3 (0,042), CC4 (0,051), KO (0,018), KOp (0,040)
(Slika 12. A).

S druge strane izmjerene srednje vrijednosti absorbanci umjetnog tla iznosile su: CC1
(0,039), CC2 (0,027), CC3 (0,034), CC4 (0,041), KO (0,017), KOp (0,028) (Slika 12. B), a
obradom podataka utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05) u stvaranju
biofilma izmedu KOp i tretmana CC1,CC4 te KO.
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Slika 12. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci kristal violet testa s pripadajuéim
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu Zvjezdicom su
oznacene statisti€ki znacajne razlike tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu (KOp) (* =p <

0,05, ** = p < 0,01)
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3.1.3. FDA test

Iako su vidljive vece srednje vrijednosti tretmana CC1 i CC2 u odnosu na KOp, nije
uocena statistiCki znacajna razlika medu tretmanima. Izmjerene su sljedece vrijednosti
absorbanci: CC1 (0,530), CC2 (0,463), CC3 (0,407), CC4 (0,426), KO (0,212), KOp
(0,377)(Slika 13. A).

Na umjetnom tlu su podjednake srednje vrijednosti absorbanci mikrobioloske
aktivnosti te nije utvrdena statisticki znacajna razlika u mikrobioloskoj aktivnosti izmedu
tretmana. Utvrdene su sljedece srednje vrijednosti absorbanci: CC1 (0,237), CC2 (0,209),
CC3(0,229), CC4 (0,217), KO (0,158), KOp (0,197) (Slika 13. B).
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Slika 13. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci FDA testa s pripadajuéim
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu.
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3.1.4. Ukupna Kkoli¢ina ugljikohidrata

Odredivanjem ukupne koli¢ine ugljikohidrata nisu uocene statisticke znacajne razlike
medu srednjim vrijednostima absorbanci tretmana ni na glejnom ni na umjetnom tlu. Na
glejnom tlu vrijednosti su iznosile: CC1 (0,932), CC2 (1,312), CC3 (1,048), CC4 (0,872), KO
(1,017), KOp (1,173), a na umjetnom tlu: CC1 (1,215), CC2 (1,191), CC3 (1,493), CC4
(1,773), KO (1,662), KOp (1,237) (Slika 14.).
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Slika 14. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci ukupne koli¢ine ugljikohidrata s

pripadaju¢im standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu.
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3.2. Propikonazol (prvi eksperiment)

Tretmani su postavljeni u triplikate na A — glejnom tlu i B — umjetnom tlu te su
sastavljeni od: KO — kontrola sa autoklaviranim inokluatom bez pesticida, KOp - pozitivna
kontrola sa inokulatom bez pesticida, BC1- inokulat + 5 x manja koncentracija propikonazola
od preporucéene uporabe, BC2 - inokulat + 2 x manja koncentracija propikonazola od
preporucene uporabe, BC3 - inokulat + preporuc¢ena koncentracija propikonazola, BC4 -

inokulat + 5 x vec¢a koncentracija propikonazola od preporucene uporabe.

3.2.1. Koncentracija klorofila a

ANOVA je pokazala kako postoji statisticki znacajna (p=0,05) razlika u srednjim
vrijednostima koncentracije klorofila, te je Dunnet post hoc testom utvrdena razlika izmedu
BC4 tretmana u odnosu na KOp. Srednje vrijednosti koncentracije klorofila iznose: BC1
(0,969 pgcehia/gtia), BC2 (0,726 pgenia/gtia), BC3 (0,748 pgehia/gtia), BC4 (0,939 pgenia/gtia), KO
(0,083 pgchia/gtia), KOp (0,486 pgenia/gua)(Slika 15. A).

Na umjetnom tlu vrijednosti su nesto nize (Slika 15. B), ali je utvrdena statisticki
znacajna razlika Dunnet post hoc testom pri koncentraciji BC4 u odnosu na KOp. Srednje
vrijednosti koncentracije klorofila iznose: BC1 (0,281 pgchia/Qtia), BC2 (0,320 pgcnia/tia), BC3
(0,306 pgcnia/gea), BC4 (0,464 pgehia/giia), KO (0,062 pgenia/ga), KOp (0,175 pugcnia/Gtia)-
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Slika 15. Graficki prikaz srednjih vrijednosti koncentracija klorofila a s pripadaju¢im

standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su

oznacene statisti¢ki znacajne razlike tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu (KOp) (* =p <

0,05, **=p <0,01)

3.2.2. Kristal violet test

Srednje vrijednosti absorbanci kristal violet testa na glejnom tlu iznosile su: BC1
(0,076), BC2 (0,051), BC3 (0,047), BC4 (0,049), KO (0,018), KOp (0,040) te je obradom
podataka uocena statisticki znacajna razlika (p<0,05) kod tretmana BC1 i KO u odnosu na

KOp (Slika 16. A).
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Na umjetnom tlu (Slika 16. B) utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05)
izmedu BC1, BC4 i KO u odnosu na KOp, a izmjerene absorbance srednjih vrijednosti
absorbanci kristal violet testa iznosile su: BC1 (0,043), BC2 (0,031), BC3 (0,033), BC4
(0,042), KO (0,017), KOp (0,028).
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Slika 16. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci kristal violet testa s pripadaju¢im
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su

oznacene statisticki znacajne razlike tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu (KOp) (* =p <

0,05, ** =p < 0,01, *** = p < 0,001)
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3.2.3. FDA test

Kruskal-Wallis testom utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika (p=0,05), a
Gao Xin post hoc testom ta razlika uocena je pri koncentracijama BC1 i BC4 u odnosu na
pozitivnu kontrolu. Izmjerene srednje vrijednosti absorbanci mikrobioloske aktivnosti na
glejnom tlu iznose: BC1 (0,580), BC2 (0,430), BC3 (0,427), BC4 (0,464), KO (0,212), KOp
(0,377) (Slika 17. A).

Kao i kod klorantraniliprola na umjetnom tlu nije utvrdena statisticki znacajna razlika
(p=0,05), a srednje vrijednosti izmjerenih absorbanci iznosile su: BC1 (0,259), BC2 (0,225),
BC3 (0,195), BC4 (0,221), KO (0,158), KOp (0,197) (Slika 17. B).
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Slika 17. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci FDA testa s pripadaju¢im
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su
oznacene statisticki znacajne razlike tretmana u odnosu na pozitivou kontrolu (KOp) (* =p <
0,05)
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3.2.4. Ukupna koli¢ina ugljikohidrata

Analizom srednjih vrijednosti absorbanci ukupne koli¢ine ugljikohidrata nisu uocene
statisticki znacajne razlike ni na glejnom ni na umjetnom tlu. Na glejnom tlu vrijednosti su
iznosile: BC1 (1,063), BC2 (1,123), BC3 (1,217), BC4 (1,067), KO (1,017), KOp (1,173), a
na umjetnom tlu: BC1 (1,078), BC2 (0,995), BC3 (0,952), BC4 (0,736), KO (1,662), KOp
(1,237) (Slika 18.).
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Slika 18. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci ukupne koli¢ine ugljikohidrata s

pripadaju¢im standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu
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3.3. Klorantraniliprol (drugi eksperiment)

Tretmani su pripremljeni na identican nacin kao u prethodnom eksperimentu jedino je
razlika u koli¢ini cijanobakterijskog materijala za pripremu inokulata. Tri ponavljanja po
uzorku na A — glejnom tlu i B — umjetnom tlu te su sastavljeni od: KO — kontrola sa
autoklaviranim inokluatom bez pesticida, KOp - pozitivna kontrola sa inokulatom bez
pesticida, CC1- inokulat + 5 x manja koncentracija klorantraniliprola od preporucene
uporabe, CC2 - inokulat + 2 x manja koncentracija klorantraniliprola od preporucene uporabe,
CC3 - inokulat + preporucena koncentracija klorantraniliprola, CC4 - inokulat + 5 x veca

koncentracija klorantraniliprola od preporucene uporabe.

3.3.1. Koncentracija klorofila a

Mogu se primijetiti vece srednje vrijednosti koncentracije klorofila a kod tretmana
CC1, CC2 i CC4, ali obradom podataka nije utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na
pozitivnu kontrolu. Srednje vrijednosti koncentracije klorofila iznosile su: CC1 (0,542
ngehla/gta), CC2 (0,682 pgehia/giia), CC3 (0,497 pgehia/ga), CC4 (0,558 pgenia/gua), KO (0,152
1gehia/gtia), KOP (0,436 pgenia/gua) (Slika 19. A).

Na umjetnom tlu, kod svih tretmana su srednje vrijednosti koncentracije klorofila a
manje u odnosu na pozitivnu kontrolu te je utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu KOp i
CC3, CC4 i KO tretmana. Srednje vrijednosti koncentracije klorofila iznose: CC1 (0,237
1gchla/Qtia), CC2 (0,196 pgehia/gea), CC3 (0,147 ugenia/gua), CC4 (0,125 pgehia/gua), KO (0,106
1gchla/Qtia), KOp (0,262 pgenia/gua) (Slika 19. B).
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Slika 19. Graficki prikaz srednjih vrijednosti koncentracija klorofila a s pripadaju¢im
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su
oznacene statisticki znacajne razlike tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu (KOp) (** = p<

0,01, *** =p <0,001)

3.3.2. Kristal violet test

Kruskal-Wallis testom utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u
stvaranju biofilma. Gao Xin post hoc testom uocena je statisticki znacajna razlika kod
tretmana CC3, CC4 i KO u odnosu na KOp. Srednje vrijednosti izmjerenih absorbanci kristal
violet testa iznosile su: CC1 (0,0,71), CC2 (0,092), CC3 (0,062), CC4 (0,064), KO (0,026),
KOp (0,090) (Slika 20. A).
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Srednje vrijednosti izmjerenih absorbanci kristal violet testa na umjetnom tlu iznosile
su: CC1 (0,081), CC2 (0,071), CC3 (0,063), CC4 (0,080), KO (0,026), KOp (0,065), a
analizom podataka ANOVA testom je utvrdeno da postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05)

u stvaranju biofilma. Dunnet post hoc uocena je statisti¢ki znacajna razlika kod tretmana KO

u odnosu na KOp (Slika 20. B).
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Slika 20. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci kristal violet testa s pripadajuéim

standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su

oznacene statisticki zna¢ajne razlike tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu (KOp) (* =p <

0,05)
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3.3.3. FDA test

Kao i u proslom eksperimentu djelovanjem klorantraniliprola, ni na glejnom ni na
umjetnom tlu nije utvrdena statisticki znacajna razlika u mikrobioloskoj aktivnosti kod
tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu. Izmjerene srednje vrijednosti absorbanci
mikrobioloske aktivnosti na glejnom tlu iznose: CC1 (0,460), CC2 (0,422), CC3 (0,505), CC4
(0,471), KO (0,155), KOp (0,508), a srednje vrijednosti izmjerenih absorbanci na umjetnom
tlu iznosile su: CC1 (0,226), CC2 (0,334), CC3 (0,262), CC4 (0,246), KO (0,126), KOp

Cc2 CC3 CC4 KO KOp

(0,213) (Slika 21.).
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Slika 21. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci FDA testa s pripadajuéim
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su
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3.4. Propikonazol (drugi eksperiment)

Tretmani su postavljeni u triplikate na A — glejnom tlu i B — umjetnom tlu te su
sastavljeni od: KO — kontrola sa autoklaviranim inokluatom bez pesticida, KOp - pozitivna
kontrola sa inokulatom bez pesticida, BC1- inokulat + 5 x manja koncentracija propikonazola
od preporucéene uporabe, BC2 - inokulat + 2 x manja koncentracija propikonazola od
preporucene uporabe, BC3 - inokulat + preporuc¢ena koncentracija propikonazola, BC4 -

inokulat + 5 x veca koncentracija propikonazola od preporu¢ene uporabe.

3.4.1. Koncentracija klorofila a

ANOVA testom je utvrdeno kako postoji statisti¢ki znacajna (p=0,05) razlika u
srednjim vrijednostima koncentracije klorofila na glejnom tlu, te je Dunnet post hoc testom
utvrdena razlika izmedu BC2 tretmana u odnosu na KOp. Srednje vrijednosti koncentracije
klorofila za tretmane iznose: BC1 (0,636 pgchia/Qtia), BC2 (0,903 pgenia/gtia), BC3 (0,662
pgchia/gtia), BC4 (0,427 pgehia/guia), KO (0,152 pgenia/gtia), KOp (0,436 pgenia/gua) (Slika 22. A).

Na umjetnom tlu je utvrdena statisticki znacajna razlika Dunnet post hoc testom kod
KO tretmana u odnosu na KOp. Srednje vrijednosti koncentracije klorofila iznose: BC1
(0,128 pgehia/gta), BC2 (0,183 pgehia/guia), BC3 (0,219 pugenia/gtia), BC4 (0,132 pgenia/gua), KO
(0,106 pgcnia/gia), KOp (0,262 pgehia/gua) (Slika 22. B).
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Slika 22. Graficki prikaz srednjih vrijednosti koncentracija klorofila a s pripadaju¢im
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su

oznacene statisticki znacajne razlike tretmana u odnosu na pozitivou kontrolu (KOp) (* =p <

0,05)

3.4.2. Kristal violet test

Izmjerene srednje vrijednosti absorbanci kristal violet testa na glejnom tlu iznosile su:
BC1 (0,101), BC2 (0,075), BC3 (0,074), BC4 (0,074), KO (0,026), KOp (0,090) te nije
uocena statisticki znacajna razlika kod tretmana u odnosu na KOp (Slika 23. A).

Na umjetnom tlu ANOVA testom uocena je statisticki znacajna razlika (p<0,05).

Dunnet post hoc testom utvrdeno je da se razlika nalazi kod tretmana BC3 i KO u odnosu na
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KOp. Izmjerene srednje vrijednosti absorbanci iznose: BC1 (0,070), BC2 (0,056), BC3
(0,042), BC4 (0,058), KO (0,026), KOp (0,065) (Slika 23. B).
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Slika 23. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci kristal violet testa s pripadajuéim
standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su

oznacene statisticki znacajne razlike tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu (KOp) (** = p

<0,01)
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3.4.3. FDA test

Obradom podataka nije uoc¢ena statisticki znac¢ajna razlika izmedu tretmana i KOp. Na

glejnom tlu te izmjerene su sljedece srednje vrijednosti absorbance: BC1 (0,447), BC2
(0,471), BC3 (0,434), BC4 (0,477), KO (0,155), KOp (0,508) (Slika 24. A). No na umjetnom

tlu utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika (p=0,05) ANOVA testom te Dunnet post hoc testom

statisticki znacajna razlika vidljiva je pri koncentracijama BC2, BC3 i negativne kontrole u

odnosu na KOp. Srednje vrijednosti izmjerenih absorbanci FDA testa iznosile su: BC1
(0,269), BC2 (0,333), BC3 (0,349), BC4 (0,262), KO (0,126), KOp (0,213)( Slika 24. B).
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Slika 24. Graficki prikaz srednjih vrijednosti absorbanci FDA testa s pripadajuéim

standardnim devijacijama (n = 3) na A - glejnom tlu i B - umjetnom tlu. Zvjezdicom su

oznacene statisticki znacajne razlike tretmana u odnosu na pozitivnu kontrolu (KOp) (** = p

<0,01)
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4. Rasprava

Upotreba pesticida u svrhu suzbijanja Stetnika i povecanja prinosa poljoprivrednih
kultura neizostavan je dio danasnje poljoprivredne prakse. Samo u Europskoj uniji odobreno
je 473 aktivnih supstanci za uporabu u pesticidima (web 4.). Unato¢ prednostima pesticida na
prinose usjeva i njithovoj vaznosti za gospodarstvo, intenzivna i raSirena upotreba pesticida
uzrokuje ozbiljne okolisne i zdravstvene probleme. Kontaminacija tla ostacima pesticida
utjece na njegovu funkcionalnost, bioraznolikost te sigurnost hrane (Silva i sur., 2019). Kako
bi se prijevremeno reagiralo na promjene u ekosustavima, potrebno je pratiti i neciljne
organizme koji su obuhvaceni djelovanjem pesticida. Prema OECD 201 protokolu (OECD,
2011) opisan je test za odredivanje djelovanja supstanci na rast samo slatkovodnih algi i
cijanobakterija. Jos 1992. godine istice se potreba za standardiziranim testovima za alge i
cijanobakterije tla. lako su autori Padhy (1985) i Pipe (1992) sumirali velik broj djelovanja
herbicida, fungicida i insekticida na razne vrste algi i cijanobakterija, problem se javlja jer se
dobiveni rezultati u razli¢itim istrazivanjima ¢esto ne mogu lagano usporediti, zbog razlika u

eksperimentalnom dizajnu, formulaciji pesticida i razlici u ispitivanim organizmima.

Kako se u vecini istrazivanja djelovanje pesticida na cijanobakterije (¢ak i kada su
izolirane iz tla) promatra u vodenim hranjivim medijima ili agarnim podlogama, u ovom radu
koriStena su dva tipa tla kao supstrat na kojem se prati utjecaj insekticida i fungicida na rast
cijanobakterije Cylindrospermum sp. Cijanobakterija je izolirana iz glejnog tipa tla, s obzirom
da u tom tipu tla ima sve potrebne nutrijente odabrano je kao supstrat za rast, s druge strane
koristeno je 1 umjetno tlo kako bi mogli vidjeti hoce li postajati poveznica u dinamici
mjerenih parametara. Koncentracija klorofila uzeta je kao glavni parametar za mjeru rasta
cijanobakterije jer se ukupna koncentracija klorofila ¢esto koristi za mjerenje rasta, posebno u
slu¢aju filamentoznih cijanobakterija, gdje se broj stanica ne moze izravno prebrojati (Li i
sur., 2014). Osim toga promatrana je sposobnost stvaranja biofilma, mikrobioloska aktivnost i
ukupna koli¢ina ugljikohidrata. Iz rezultata ovog istrazivanja vidljivi su razli¢iti utjecaji na

promatrane parametre s obzirom na primijenjeni pesticid i koli¢inu po¢etnog inokulata.

Odredivanje ukupne koli¢ine ugljikohidrata iz tla prema metodi autora Safaiik i
Santriickova (1992) nije uspjesno provedena iz dva razloga. Absorbance dobivene mjerenjem
su bile vece od o€ekivanih, a umjetno tlo koriSteno u eksperimentu ima krupnije dijelove
treseta zbog kojih su o€itanja vjerojatno bila tako visoka. Prilikom izrade standardne krivulje
vece koncentracije glukoze ne prate linearan rast zbog ¢ega dobiveni rezultati nisu mogli biti

ispravno usporedeni.
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4.1. Klorantraniliprol

U prvom eksperimentu (13.5. — 20.5.) moze se primijetiti kako pri svim
koncentracijama klorantraniliprol djeluje stimulirajuée na rast cijanobakterije na glejnom tlu.
Najbolji rast opazen je pri najmanjoj koncentraciji CC1, a neSto manji rast kod CC3, CC4.
Ocekivano najmanju koncentraciju klorofila ima negativna kontrola pri kojoj je inokulat
autoklaviran KO. U drugom eksperimentu (12.6. — 19.6.) koristena je manja koli¢ina
cijanobakterijskog materijala te su vrijednosti nesto nize, ali se vidi porast koncentracije
klorofila u svim tretmanima u odnosu na kontrolu, no znac¢ajnije razlika nema. Ovakav
pozitivan utjecaj male koliCine pesticida na mjerene parametre mogli bi se pripisati
hormetickom u¢inku. Hormeza je pojava da odredene tvari pri niskim koncentracijama imaju
pozitivan utjecaj, a definira se kao rezultat adaptacije stanica i organizama na umjerenu
koli¢inu stresa (Calabrese, 2004; Mattson, 2008). Poznato je da i drugi tipovi insekticida u
malim koli¢inama imaju pozitivno djelovanje na rast. Pozitivan efekt na rast
Cylindrospermuma sp. u teku¢em mediju opazen je pri izlaganju 0,5 ppm paration-metila. Na
agarnoj podlozi i u tekuéem mediju LC100 0vog insekticida je 10 ppm, zanimljivo je da na tlu
cijanobakterija pokazuje vecu otpornost te moze biti izlozena koncentraciji od 15 ppm
(Panigrahi i sur., 2003). Mikroorganizmi mogu metabolizirati pesticide i to najcescée djeluje
negativno na njih, medutim pri kratkotrajnom izlaganju odredeni sastojci pesticidica mogu
posluziti kao izvor dodatnih hranjivih tvari §to im u konaénici moze olaksati rast (Singh i sur.,
2018). Sposobnost stvaranja biofilma u prvom eksperimentu najbolja je pri najmanjoj
koncentraciji klorantraniliprola, s obzirom na heterotrofne uvjete inkubacije u
mikrotitracijskim plo¢icama rezultat se moze pripisati djelovanju bakterija, ali pri tome treba
uzeti u obzir i najveci opazen rast cijanobakterija. Heterotrofni organizmi kao Sto su bakterije
mogu iskoristiti metabolite fototrofnih organizama kao izvor hranjivih tvari (Grbic i sur.,
2010), stoga su bakterije vjerojatno imale vece koli¢ine hranjivih tvari za rast zbog metabolita
koji su proizvedeni od strane cijanobakterije. Osim toga u prilog ide i najve¢a mikrobioloska
aktivnost koja je opaZena pri najmanjoj koncentraciji pesticida, ali statisticki znacajnije

razlike aktivnosti u odnosu na pozitivnhu kontrolu nema.

U prvom eksperimentu (13.5. — 20.5.) kod uzoraka s umjetnim tlom, vrijednosti
koncentracije klorofila a su skoro u pola manji nego sto je to na glejnom tlu, iz toga se moze
zakljuciti da je rast cijanobakterije manji nego na maticnom supstratu. Bilo bi poZeljno omjere
sastavnica od kojeg je pripravljeno umjetno tlo optimizirati kako bi rast bio §to blizi onom na

mati¢nom supstratu. Zanimljivo je da su svi tretmani imali podjednake vrijednosti te je
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uoceno pozitivno djelovanje na rast cijanobakterije. Za razliku od glejnog tla, statisticki
znacajna razlika u koncentraciji klorofila na umjetnom tlu utvrdena je pri svim
koncentracijama u odnosu na pozitivnu kontrolu. S druge strane na oba tipa tla pri najvecoj i
najmanjoj koncentraciji pesticida uocena je statisticki znacajnija razlika u sposobnosti
stvaranja biofilma u odnosu na pozitivnu kontrolu. Gledajuc¢i mikrobiolosku aktivnost ona je
relativno niska, vjerojatno zbog tipa supstrata na kojem se odvijao rast. Autori Kar i Singh
(1978) proucavali su djelovanje karbofurana na Nostoc muscorum te su utvrdili da veca
koli¢ina pocetnog inokulata pokazuje i vecu otpornost na pesticid. Do slicnog zakljucka dosli
su i autori Singh i Tiwari (1988) primjenom iste koncentracije propanila na razli¢itu koli¢inu
inokulata Nostoc muscorum. U drugom eksperimentu (12.6. — 19.6.) negativno djelovanje na
rast prisutno je kod CC3 i CC4 tretmana, ali nije uocena statisticki znacajna razlika u
sposobnosti stvaranja biofilma i mikrobioloskoj aktivnosti. Postoji mogucnost da je manja
koli¢ina cijanobakterijskog materijala koriStena u pripravi inokulata rezultirala i manjom

tolerancijom na pesticid.

4.2. Propikonazol

U ovisnosti o kemijskom sastavu fungicida i doziranju primijecena su razlicita
djelovanja pesticida. Djelovanje fungicida kao §to su mankozeba i tebukonazola iznad njihove
dopustene primjene uzrokuju u cijanobakterijama smanjenu aktivnost nitrogenaze i glutamin
sintetaze (Singh i sur., 2018). S druge strane mankozeb pri nizim koncentracijama (20 ppm) u
teku¢em hranjivom mediju utjeCe na povecanu sintezu klorofila a kod vrsta Nostoc
ellipsosporum, Scytonema simplex, Tolypothrix tenuis, i Westiellopsis prolifica. Autori Padhy
i Rath (2015) u svom radu filter papir inokuliraju sa cijanobakterijskim materijalom, a zatim u
hranjivi mediji (bez dusika) dodaju odredenu koncentraciju pesticida s kojim tretiraju
inokulirani filter papir koji je polozen na zemljani supstrat te se nakon odredenog vremena
filter papir polaZze na agarnu podlogu kako bi se mogao prati rast cijanobakterije. U takvim
eksperimentalnim uvjetima Padhy i Rath (2015) uo¢avaju vecu otpornost Cylindrospermuma
sp. na mankozeb. U prvom eksperimentu (13.5. — 20.5.) u uzorcima s glejnim tipom tla porast
cijanobakterija je vidljiv pri svim koncentracijama propikonazola u odnosu na pozitivnu
kontrolu. U tretmanima s najmanjom i najve¢om koncentracijom propikonazola izmjerene su
i najvece vrijednosti koncentracije klorofila (BC1 (0,969 pugchia/gtia) i BC4 (0,939 ugchia/gtia))
oc¢ekivano pri tim koncentracijama prisutna je statisticki znac¢ajna mikrobioloska aktivnost.
Medutim, povecana sposobnost stvaranja biofilma prisutna je samo pri najnizoj koncentraciji.

Na umjetnom tlu porast je najizraZeniji pri najvecoj koncentraciji pesticida dok je sposobnost
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stvaranja biofilma povecana pri najvecoj i najmanjoj koncentraciji. U oba tipa tla nije opaZzena
znacajnija promjena u mikrobioloskoj aktivnosti medu tretmanima. U drugom eksperimentu
(12.6. — 19.6.) povecana mikrobioloska aktivnost prisutna je samo kod uzoraka na umjetnom
tlu pri preporucenoj koncentraciji za uporabu i pri upola manjoj koncentraciji od preporucene.

Osim toga veci rast cijanobakterije prisutan je na samo glejnom tlu kod BC2 tretmana.

Neizostavan dio upotrebe pesticida u svrhu suzbijanja Stetnika je i djelovanje na
neciljne organizme. lako sustavno koristenje pesticida i koriStenjem u koli¢inama ve¢ih od
preporucene u poljoprivrednim praksama rezultira negativnim djelovanjem na organizme U
tlu. Poznato je da male koli¢ine pesticida mogu uzrokovati suprotan u¢inak od oc¢ekivanog. U
svrhu toga neophodna su istrazivanja kojima bi utvrdili na koje nacine pesticidi utjecu na

druge organizme kako bi pravovremeno mogli reagirati na promjene u okoliSu.
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5. Zakljucak

Utjecaj pesticida nema nuzno negativan u¢inak na Cylindrospermum sp.

U prvom eksperimentu stimulacija rasta primije¢ena je djelovanjem propikonazola pri
koncentracijama BC1, BC4 na glejnom tlu i BC4 na umjetnom tlu, a pozitivan rast
cijanobakterije djelovanjem klorantraniliprola uocen je pri svim koncentracijama na
umjetnom tlu i CC1, CC3 te CC4 na glejnom tlu

U drugom eksperimentu stimulacija rasta primijecena je djelovanjem propikonazola
samo pri koncentraciji BC2 na glejnom tlu

Veca koliCina pocetnog inokulata povecava toleranciju cijanobakterije na
klorantraniliprol na umjetnom tlu

Stimulacija rasta obrastaja djelovanjem pesticida koja je promatrana iz analize
koncentracije klorofila moze dovesti do pritiska cijanobakterije na druge organizme S
kojima dijeli ekolosku nisu

Bolji rast cijanobakterije je na mati¢nom supstratu
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