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Kako lociti zivo od mrtvega
v svetu mikroorganizmov?

Anja Bubik

Organizmi, ki so sooblikovali ozradje in
omogocili zivljenje, lahko sejejo tudi smrt!
Cianobakterije s svojo slo po prevladi ne-
gativno vplivajo na vodne ekosisteme ter
ogrozajo zdravije tako okolja kot tudi Zivali
in ljudi. V svetu odmevajo Stevilne zastru-
pitve s cianobakterijskimi toksini. Smo jim
ljudje lahko kos? Na Nacionalnem institutu
za biologijo smo razvili metodo za sledenje
razpada cianobakterij, ob katerem se spro-
§¢ajo Stevilne strupene snovi.

Cianobakterije

Cianobakterije, v preteklosti poznane kot
modrozelene alge, so morfolosko, fiziolo-
ko in ekolosko raznolika skupina mikro-
organizmov. Uvr§¢amo jih med najstarejse
organizme naSega planeta in so hkrati ena
najuspesnejsih Zivljenjskih oblik, saj so v
milijardah let svojega obstoja skoraj v po-
polnosti ohranile prvotno strukturo. Nji-
hova vloga sega dale¢ v zgodovino, kjer
so sooblikovale ozradje nasega planeta in
omogocile razvoj zivljenja, kot ga poznamo
danes. So enen od najpomembnejsih foto-
sintetskih organizmov. Zaradi pogostosti,
visoke metabolne aktivnosti in sposobnosti
prevlade lahko cianobakterije osiromasijo
okolje do te mere, da ogrozijo obstoj vseh
ostalih Zivljenjskih oblik.

Veliko skrb za zdravje okolja, zivali in lju-
di predstavljajo biolosko dejavne snovi, ki
jih proizvajajo cianobakterije. Med njimi
najdemo Stevilne neobicajne, strupene ali
kako drugace biolosko dejavne snovi, med
katerimi so cianopeptidi najbolj znani in
raziskani ter imajo velik pomen s toksikolo-
skega in ekotoksikoloskega vidika (Sedmak
in sod., 2008a, b). Zavirajo lahko delovanje
$tevilnih encimov tudi pri sesalcih (Bubik
in sod., 2008). Glede na njihovo strupenost

jih lahko razvr$¢amo v hepatotoksine, ne-
vrotoksine in citotoksine; poznamo pa tudi
nehepatotoksi¢ne cianopeptide. Tako ciano-
bakterije pomenijo izjemno bogat vir snovi,
ki so potencialno uporabne v farmaciji, me-
dicini, kmetijstvu in razli¢nih tehnologkih
procesih. Pogosto jih uporabljajo tudi kot
orodja za razumevanje temeljnih Zivljenjskih
procesov in naravnih zakonitosti.

Cianobakterijsko cvetenje
Obremenjevanje povrs$inskih voda in s tem
povecana vsebnost hranil v vodnem telesu
(evtrofikacija) lahko hitro pripelje do mno-
Zi¢nega pojava cianobakterij, kjer se neka-
tere vrste tako namnozijo, da popolnoma
prevladajo v vodnem telesu - temu pravimo
cvetenje. Cvetenje cianobakterij v povezavi
z evtrofikacijo povrsinskih voda je v za-
dnjih desetletjih vedno bolj pogost pojav po
vsem svetu (Harper, 1992) in tudi pri nas
(Sedmak in Kosi, 1997; 2002). Predvsem so
skrb vzbujajo¢a vodna telesa v blizini ¢rpa-
1is¢ pitne vode. V Sloveniji poznamo redna
cvetenja cianobakterij, ki se pojavljajo pred-
vsem na kmetijsko intenzivnih obmo¢jih
severovzhodne Slovenije, kjer so povrsinske
vode zelo obremenjene (Sedmak in Kosi,
1997) (slika 1A). Moéno ogrozeno je tu-
di Blejsko jezero, kjer prihaja do cvetenja
strupene vrste cianobakterije Planktothrix
rubescens (slika 1B).

Proces cianobakterijskega cvetenja je zelo
podrobno opisan proces, medtem ko proces
razgradnje cianobakterijskega cveta ostaja
slabo raziskan. Vemo pa, da je razgradnja
cveta kljuéni dogodek pri pojavu strupenih
uéinkov cianobakterijskih biolosko dejavnih
snovi v okolju, saj se te v trenutku razpada
celic sprostijo v vodno telo. Obcutljivejse
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zivalske in rastlinske vrste namrec taksnih
fizikalno-kemijskih sprememb okolja ne
prezivijo, kar vodi v siroma$enje Zivljenj-
skega prostora po cvetenju cianobakterij

(Sedmak in Kosi, 1998).

Primeri zastrupitev

V svetu so znani Stevilni primeri zastru-
pitve ljudi s cianobakterijskimi toksini.
Najnevarnejsi vir zastrupitve je pitna voda,
saj vecina biolosko dejavnih snovi iz cia-
nobakterij deluje neposredno strupeno na
jetra ali mozgane. Nevarnost predstavljajo
tudi rekreativne vode, kjer smo cianobak-

Slika 1: Cianobakterijsko cvetenje v
Podgradu (A) in na Bledu (B).
Cianobakterijsko cvetenje najpogosteje
zaznamo kot zgosceno povrsinsko

plast. Barva povrsinskega cveta je
odvisna od vrste cianobakterij, ki
prevladujejo v cvetu. V vecini je

gosca zelene do modrozelene barve

(A}, v primeru cvetenja cianobakterije
Planktothrix rubescens pa opazimo
znacilno rdeckasto barvo, ki je posledica
vsebnosti specificnih barvil (B). Cvet v
Podgradu pri Gornji Radgoni smo posneli
avgusta leta 2009, cvet na Blejskem

Jezeru pa novembra leta 2010.
Foto: Anja Bubik.

terijam in njenim produktom
izpostavljeni preko aerosolov
in koze. Do zastrupitev lah-
ko pride tudi pri dializi. Me-
sto Caruaru v Braziliji je leta
1996 prizadela huda zastrupi-
tev s cianobakterijskimi toksini zastruplje-
no vodo, ki so jo uporabili za bolni$ni¢no
dializo. Mo¢nih zastrupitev so zabelezili
115, od tega je bilo kasneje kar 60 smrtnih
zrtev (Pouria in sod., 1997). Zaenkrat pri-
merov zastrupitev ljudi s cianobakterijskimi
toksini v Sloveniji Se ne poznamo, mogoce
pa je opaziti dogodke, kot so pomori rib
in zmanj$ana bioloska raznolikost, ki ka-
Zejo na negativni vpliv pogostih cvetenj na
ekoloske skupnosti tudi pri nas. In kaj pra-
vi zakonodaja? V Braziliji so leta 2000 na
podlagi vse hujsih zastrupitev uvedli stro-
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go zakonodajo, ki narekuje obvezno spre-
mljanje cianobakterij in cianobakterijskih
toksinov pri nadzoru pitne vode. Svetovna
zdravstvena organizacija priporoca razli¢ne
varnostne ukrepe, ki obsegajo spremljanje
in nadzorovanje cianobakterijskih cvetenj.
Pomemben ukrep je tudi krepitev javne
zavesti in obve§lanje §irse javnosti (WHO
2003). Nekatere evropske drzave predpisu-
jejo podobno zakonodajo, ki se nanasa na
kakovost kopalnih voda. V bliznji priho-
dnosti bo sprejeta Se zakonodaja Evropske
unije, ki bo narekovala smernice tudi v Slo-
veniji. Posebno pozornost moramo nameni-
ti preprecevanju fitoplanktonskih cvetenj,
ki mora temeljiti predvsem na zmanjSevanju
in preprecitvi evtrofikacije voda, saj imajo
nekateri drugi ukrepi mnogokrat ekolosko
skodljive stranske ucinke. Evropska direk-
tiva 2000/60/EC, ki vzpostavlja okvir za
delovanje skupnosti na podrocju upravlja-
nja z vodami, predvideva nadzor in zas¢ito
vseh vodnih virov in vzpostavitev »dobrega
stanja« v petnajstih letih. Vse ve¢ primerov
zastrupitev namre¢ opozarja, da je treba v
skrbi za ohranjanje zdravja ljudi in okolja
vodne vire za§Cititi ter omogociti in zago-
toviti strokovno spremljanje stanja vodnih
teles s stali$¢a fitoplanktonskih cvetenj in
pojavljanja toksinov v njih ter obvescanje
javnosti.

Znanost v ta namen razvija Stevilne teh-
nologije in metodologije, ki bi preprecevale
cvetenja cianobakterij. V preteklosti so v
vodnih sistemih, ki se ne iztekajo oziroma
mesajo z ostalimi vodami ter ne vsebuje-
jo rastlin in zivali, na katere lahko deluje
strupeno, pogosto uporabljali bakrov sulfat
(CuSOy). Postopek je temeljil na enako-
mernem »posipavanju« bakrovega sulfata
po vodni povrsini, uéinkovitost postopka pa
naj bi bila zagotovljena priblizno tri tedne.
Posledica prisotnosti bakrovega sulfata
je razpad cianobakterijskega povrsinskega
cveta ali go§le, vendar se pri tem sproscajo
vse toksi¢ne ali kako drugace biolosko de-
javne snovi. Iz vidika toksi¢nega potenciala

spro$¢enih snovi v okolje je ta nacin slaba
resitev za preprecevanje negativnih uéinkov
cianobakterij v povrsinskih vodah. V za-
dnjih letih so v porastu tudi druge resitve;
predvsem tehnologije, ki temeljijo na pove-
Cevanju preto¢nosti vodnega telesa, urejanje
kanalizacije ter omejevanje kmetovanja in
Cezmernega hranjenja (ob)vodnih organiz-
mov.

Spremljanje cianobakterijske populacije
je torej zelo pomembna dejavnost, zato se
ekotoksikoloske raziskave usmerjajo tudi
v razvoj novih alternativnih metod, ki bi
olajsale in dopolnile spremljanje stanja ci-
anobakterij in na podlagi tega omogocile
sklepanje o nevarnosti za okolje.

Nove raziskave

Na Oddelku za genetsko toksikologijo in
biologijo raka na Nacionalnem institutu za
biologijo v Ljubljani smo pred leti predpo-
stavili mehanizem hitre razgradnje ciano-
bakterijskega cveta, ki vkljucuje sprozitev
razgradnje z virusi okuzenih cianobakterij,
ki proizvajajo cikli¢ne cianopeptide (Sed-
mak in sod., 2008a). Raziskave smo nato
usmerili §e v razvoj novih uporabnih me-
tod, ki bi omogocale spremljanje razpada
oziroma razgradnje cveta. Ob razgradnji
cianobakterijskega cveta se namre¢ v oko-
lje sproscajo snovi, ki imajo velik ekotoksi-
koloski ucinek, saj lahko ne samo izzove-
jo propad cianobakterijskih cvetov, ampak
tudi toksi¢no, genotoksi¢no in rakotvorno
vplivajo $e na ostale vodne organizme ter
na zdravje celotnega ekosistema in ljudi.
Raziskava mehanizma razgradnje in spre-
mljanje tega procesa na naravnih tarcah
nam lahko omogocita razumevanje okolj-
skih ucinkov cianobakterij in posledi¢no
sklepanje na njihove u¢inke na razli¢ne or-
ganizme, tudi ¢loveka.

V ta namen smo razvili metodo, ki omogo-
¢a uspe$no zaznavanje cianobakterijskega
celi¢nega ogrodja in s tem spremljanje cia-
nobakterijske populacije v razli¢nih vzor-
cih, od laboratorijskih monokultur (slika 2)
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Slika 2: Zaznavanje cianobakterij v laboratorijskih
monokulturah.

Cianobakterijske monokulture, gojene v
laboratoriju Nacionalnega instituta za biologijo
(A) Na slikah B in C so prikazane mikroskopske
slike, na katerih zaznamo fluorescentno oznacene
celicne elemente v ¢asu celicne delitve (B,
puscica) in v casu razgradnje celic (C, pustice).
Foto: Anja Bubik.

Slika 3: Zaznavanje cianobakterij v kompleksnih okoljskih vzorcih.

Cianobakterijski povrsinski cvet (A) in njegove mikroskopske slike (B, C). V okolju velikokrat zasledimo kompleksne vzorce - cvet
sestavijajo razlicne vrste cianobakterij in v vseh vrstah lahko opazimo fluorescentno oznacene celicne elemente (B, C; zeleno),
ki nam omogocajo spremljanje fitoplanktonske populacije. Foto: Anja Bubit.
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do kompleksnih okoljskih vzorcev (slika 3).
Metodologija temelji na fluorescentnem
oznalevanju izbranih strukturnih elemen-
tov cianobakterij. Nase raziskave so poka-
zale, da se Zelene strukture bolje obarvajo
in jih lazje zaznamo pod mikroskopom, ¢e
so celice poskodovane ali Ze v fazi razpada
(Sedmak in sod., 2009). Posledi¢no nam
metoda omogoca zaznavanje razpada cveta,
ki je lahko spontan ali umetno izzvan pro-
ces. Metoda se je pokazala za ucinkovito
pri spremljanju obeh, naravno (slika 4) in
umetno (slika 5) povzro¢enega razpada cia-
nobakterijskih celic.

Z vidika dolgoro¢nega spremljanja cvetenj
in stanja povrsinskih voda lahko trdimo, da
je nada metoda zelo uporabno, enostavno,
ponovljivo in obetavno orodje za:

- locevanje med Zivimi, poskodovanimi
in mrtvimi celicami fitoplanktona,

- sledenje uspesnosti sanacijskih progra-
mov,

- spremljanje naravnega ali umetnega
razpada cianobakterijskega cveta,

- preucevanje vpliva antropogenih in na-
ravnih hranil na populacijo vodnega

telesa,

- spremljanje, sledenje fitoplanktonskih
vrst,

- zaznavanje cianobakterij, zelenih alg in
diatome;j.

Zakljuéek

Razvoj nove uporabne metode omogo-
¢a opazovanje cianobakterijskih celi¢nih
elementov, kar nam posredno omogoca
spremljanje cianobakterijske populacije ter
boljsi vpogled v osnovne celi¢ne procese.
Prav tako nam nov postopek ponuja novo
alternativno metodologijo za spremljanje
izpostavljenosti okolja in ljudi razli¢nim
cianopeptidom ali drugim okoljskim dejav-
nikom.

S poskusi zelimo prispevati tudi k odkri-
vanju pomena in ucinkovanja cianobakte-
rijskih produktov v naravnem okolju ter k
hitrejSemu razvoju novih ekotoksikoloskih
metod in novih molekularnih tar¢, kar je
zelo pomembno za zdravje ljudi. Rezultati
nadih raziskav kazejo tudi, da so cianobak-
terijski produkti dobra orodja pri raziska-
vah procesov v naravi. Pridobljeni podatki
so ekotoksikolosko zelo uporabni, saj so
kljuéni za ocenjevanje tveganja ter uvedbo
ustreznih za$¢itnih ukrepov pri izpostavlje-
nosti okolja, Zivali in ljudi tem snovem.

Slika 4: Spremljanje naravne cianobakterijske razgradnje. Cianobakterije iz naravnega vzorca. Slika A prikazuje celice pod
svetlobnim mikroskopom, kjer opazimo razpad posameznih celic. Razpadle, poskodovane, mrtve celice lahko z naso metodo
bolje zaznamo in dobro spremljamo pod fluorescentnim mikroskopom (B, zeleno, puscice). Foto: Anja Bubit.



168

Ekotoksikologija « Kako lociti Zivo od mrtvega v svetu mikroorganizmov? Proteus 74/4 + December 2011

Slika 5: Spremljanje cianobakterijske razgradnje, sproZene z bakrovim sulfatom (CuSO ).

Cianobakterijske celice, posnete pod svetlobnim (A, D) in fluorescentnim mikroskopom (B, C, E, F). V prvi vrstici so prikazane
celice, ki niso bile izpostavijene nobenim dejavnikom in so Zive, neposkodovane (A). Cianobakterijske fotosintetske pigmente
lahko opazimo s pomocjo avtofluorescence (B), medtem ko celicnega ogrodja pri neposkodovanih celicah skoraj ne zaznamo (C).
V drugi vrstici so celice, ki smo jih izpostavili bakrovemu sulfatu. Vidimo, da je veliko celic razpadlo in so poskodovane (D). V
taksSnem primeru postanejo znotrajcelicni elementi dostopni za barvila in s fluorescenco lahko uspesno zaznamo razpad celic (F)
V primeru razpada celic ne opazimo vec avtofluorescence fotosintetskih barvil (E). Foto: Anja Bubit.

Slovarcek:

Citotoksin. Toksin, ki uCinkuje strupeno na celice.

Ekosistem. Ekoloski sistem, ki vkljucuje vse Zive organizme in okolje na dolocenem obmaocju ter deluje skupaj kot enota.
Evtrofikacija. Proces povecanja hranilnih snovi v vodnem telesu, predvsem nitratov in fosfatov.

Fitoplankton. Mikroskopski organizmi s fotosinteznimi barvili, ki lebdijo v vodnem telesu ter v njem Zivijo in se razmnoZujejo.
Fluorescenca. Oddajanje svetlobe snovi, ki je absorbirala svetlobo ali kaksno drugo elektromagnetno valovanje.
Genotoksicno. Strupeno za dedni material.

Hepatotoksin. Toksin, ki ucinkuje strupeno na jetra.

Monokultura. Kultura (skupnost) celic iste vrste in istega rodu.
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Monitoring povrsinskih voda. Spremljanje, oblika nadzora oziroma preverjanja, ali povisinske vode izpolnjujejo vse zahteve v

skladu s pravilniki in zakonodajo.
Nevrotoksin. Toksin, ki deluje strupeno na Zivéni sistem.
Toksicno. Strupeno.

Toksin. Strupena snov, ki moti normalno delovanje celic; lahko povzroci tudi smrt celic ali organizmov.
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metodologije za spremljanje cianobakterij in preucujejo
vpliv cianobakterijskih peptidov na proizvajalke same ter na
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