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The cave you fear to enter holds the treasure you seek

Joseph Campbell




Diverzitet aerofitskih cijanobakterija i algi u biofilmu odabranih pecina u Srbiji

Sazetak

Predmet ove doktorste disertacije je analiza zajednice aerofitskih cijanobakterija
1 algi iz biofilma sa stenovitog supstrata ulaza petnaest odabranih pecina iz Srbije kao i
nekoliko tacaka u blizini veStackog osvetljenja. Akcenat istrazivanja bio je na
fototrofnim mikroorganizmima iz biofilma, dok su kao dodatak endolitski predstavnici
identifikovani iz nekoliko uzoraka stene. Analizirana je i morfologija, stepen
razvijenosti biofilma, kao i udeo sadrzaja vode, organske i neorganske materije u
biofilmu. U svim pec¢inama, mereni su ekolo$ki parametri i odredene su primarna
produkcija (preko koncentracije hlorofila a) i petrografska analiza stenovitog supstrata.
Na odabranim uzorcima radena je kvantitativna i sezonska analiza cijanobakterija i algi.
Statisticke analize su posluzile kao alat za sagledavanje odnosa zabelezenih fototrofnih
mikroorganizama i razli¢itih ekoloskih 1 opisnih parametara.

Zabelezeno je prisustvo ukupno 290 taksona cijanobakterija i algi koje su
svrstane u 4 razdela: Cyanobacteria (134 taksona, od kojih 82 taksona pripada
kokoidnim formama), Bacillariophyta (129 taksona), Chlorophyta (26 taksona) i
Xanthophyta (1 takson). Najvec¢i broj taksona Cyanobacteria zabeleZen je u rodovima
Gloeocapsa, Chroococcus, Gloeothece, Leptolyngbya i Scytonema. U razdelu
Bacillariophyta se izdvajaju rodovi Luticola i Humidophila, a u razdelu Chlorophyta rod
Cosmarium.

Iz biofilma Bozanine pecine opisana je nova vrsta cijanobakterije za nauku,
Nephrococcus serbicus S. Popovi¢, G. Subakov Simi¢ i J. Komarek, sp. nov. pri ¢emu je
sam rod po prvi put zabeleZen na teritoriji Evrope.

Cyanobacteria po broju taksona dominiraju na svim lokalitetima, osim R¢anske 1
Bogovinske pecine. Najveci broj pripadnika Bacillariophyta i Chlorophyta zabelezen je
u Rcéanskoj (usled prisustva vode na biofilmu) i pecini Samar (zbog sezonskog
uzorkovanja). Upravo se znacaj sezonskog uzorkovanja biofilma u pe¢inama Samar i
Jezava pre svega ogleda kroz znatno ve¢i diverzitet aerofitskih cijanobakterija 1 algi u
odnosu na druge pecine.

Predstavnici Cyanobacteria dominirali su u pe¢inama ¢iji je supstrat rekristalisali

1 organogeni kre¢njak, a Bacillariophyta na klasti¢nom i mikritskom kre¢njaku.



U dobro razvjenim, Zelatinoznim biofilmovima dominirale su cijanobakterije. U
tankom sloju biofilma na stenovitom supstratu dominirale su zelene alge ukoliko su
biofilmovi bili suvi, odnosno silikatne alge ukoliko su bili vlazni.

Vrednosti ekoloskih parametara na svakoj tacki uzorkovanja dovedeni su u vezu
sa lokacijom pec¢ine, morfologijom i veli¢inom pecéinskog ulaza, godiSnjim i dnevnim
variranjima meteoroloskih ¢inilaca. Vrednosti temperature i relativne vlaznosti vazduha
bile su prilicno ujednacene na nivou pojedinacne pecine, dok su vrednosti intenziteta
svetla pokazale varijacije i zavisnost u odnosu na blizinu tacke uzorkovanja ulazu, kao i
njene ekspoziciju.

Koncentracija hlorofila a, kao i sadrzaj vode, organske i neorganske materije bili
su korelisani sa dobro razvijenim biofilmom na ulazima pecina i biofilmom na
horizontalnoj povrs$ini. Sezonska analiza biofilma u odabranim pe¢inama pokazala je da
odnos vrednosti parametara u biofilmu zavisi od sezone, §to se najviSe odrazilo na
sadrzaj vode. Vrednosti hlorofila a bile su vise u hladnijim mesecima.

Najveca vrednost biomase je u Deguri¢koj pecini izraCunata na mestu gde je
visok sadrzaj vode, kao 1 viSa koncentracija hlorofila a, a u pe¢ini Vernjikica na mestu

gde je zabeleZen i visok sadrzaj organske materije.

Kljuéne re€i: pecine, biofilm, fototrofni mikroorganizmi, aerofitske cijanobakterije,

aerofitske alge, Nephrococcus serbicus , biomasa, stenoviti supstrat, kre¢njak
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Diversity of aerophytic cyanobacteria and algae in biofilm from selected caves in
Serbia

Abstract

The aim of this PhD thesis is the analysis of the aerophytic cyanobacterial and
algal community from biofilm developed on stone substrate at the entrance of fifteen
selected caves from Serbia and several sites near the artificial light in caves. The focus
of the study was on phototrophic microorganisms from the biofilm, while endolithic
representatives were additionaly identified from several stone samples. Morphology,
degree of biofilm development, as well as the content of water, organic and inorganic
matter in biofilm were also observed. At all sampling sites, ecological parameters,
primary production (through concentration of chlorophyll a), as well as petrographic
analysis of rocky substrates were measured and determined. Quantitative and seasonal
analyzes of cyanobacteria and algae were assessed in selected samples. Statistical
analyzes have served as a tool for examining the relationship between recorded
phototrophic microorganisms and various ecological and descriptive parameters.

A total of 290 cyanobacterial and algal taxa were recorded and classified into 4
divisions: Cyanobacteria (134 taxa, of which 82 taxa belong to the coccoid forms),
Bacillariophyta (129 taxa), Chlorophyta (26 taxa) and Xanthophyta (1 taxon). The
highest number of cyanobacterial taxa was documented within the following genera:
Gloeocapsa, Chroococcus, Gloeothece, Leptolyngbya and Scytonema. Luticola and
Humidophila were the most diverse genera within Bacillariophyta division, while in
Chlorophyta Cosmarium had the highest number of species.

A new cyanobacterial taxon, Nephrococcus serbicus S. Popovi¢, G. Subakov
Simi¢ & J. Komarek, sp. nov., was described from a biofilm sample of Bozana Cave.
This also represents the first record of the genus Nephrococcus in Europe.

Cyanobacteria were dominant in all caves, except Rcéanska and Bogovinska
cave. The largest number of Bacillariophyta and Chlorophyta was recorded in the
Rcéanska cave (due to the presence of water on samplins sites) and in the Samar Cave
(due to seasonal sampling). The significance of the seasonal biofilm sampling in Samar
and Jezava caves is primarily reflected through the higher diversity of aerophytic

cyanobacteria and algae in comparison to other caves.



Representatives of Cyanobacteria dominated in caves in which substrate was
characterized as recrystallized and organogenic limestone, while representatives of
Bacillariophyta prevailed in biofilm developed on clastic and micritic limestone.

In well-developed, gelatinous biofilms, Cyanobacteria were dominant. In thin
biofilm layer on stone substrate, green algae were dominant if the biofilm was dry,
while diatoms prevailed if water was present on biofilm.

The values of the ecological parameters that were measured at each sampling
site were related to the cave location, the morphology and the size of the cave entrance,
annual and daily fluctuations of meteorological parameters. The values of temperature
and relative humidity were fairly uniform in each cave, while the light intensity varied
and was dependant on the proximity of the sampling site to the cave entrance, as well as
its exposure.

The concentration of chlorophyll a, as well as the biofilm parameters (water
content, content of organic and inorganic matter) was correlated with well-developed
biofilms at the cave entrances and biofilm on horizontal surfaces. Seasonal analysis of
biofilms in selected caves showed that the ratio of the biofilm parameters was
dependent on the season, which mostly affected the water content. The values of
chlorophyll a were higher in colder months of the year.

The largest cyanobacterial and algaa biomass in Deguri¢ cave was at the
sampling site where high content of water in the biofilm and higher concentration of
chlorophyll a were recorded, and for Vernjikica cave, the largest biomass was recored at

sampling site with high content of organic matter.

Key words: caves, biofilm, phototrophic microorganisms, aerophytic Cyanobacteria,

aerophytic algae, Nephrococcus serbicus, biomass, stone substrata, limestone

Scientific field: Biology
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1. UvOD

1.1. Aerofitske cijanobakterije i alge

1.1.1. Aerofitske cijanobakterije i alge — ops$te karakteristike

Cijanobakterije i alge su fototrofni mikroorganizmi koji su u najveéem procentu
prilagodeni za zivot u razli¢itim vodenim ekosistemima, pri ¢emu i najveéi broj studija
pokriva ova staniSta sa razliitih aspekata. Medutim, ove grupe mikroorganizama se
mogu naéi i u mnogim drugim tipovima stanista, od kojih se neka smatraju ekstremnim
za njihov rast i razvoj, kada se uzmu u obzir specifi¢ni uslovi Zivotne sredine koji u
njima vladaju. Prema Lopez-Bautista i saradnicima (2007) jedna od grupa fototrofnih
mikroorganizama koja je “najoc¢iglednija, a ipak najéesce previdena i zanemarena”, jesu
aerofitske alge. Aerofitske cijanobakterije i alge su oni fototrofni mikroorganizmi koji
naseljavaju razliite supstrate izlozene vazduhu. Termin ‘“aerofitske alge” prvi je
upotrebio Petersen (1915), opisuju¢i one alge koje vecinu vode koja je potrebna za
njihovo funkcionisanje dobijaju iz atmosfere (Pentecost i Whiton 2012). Prema nekim
shvatanjima, Petersonova definicija vise odgovara pojmu “subaerofitske alge”, dok bi
aerofitski organizmi bili oni koji su suspendovani u atmosferi (Pentecost i Whiton
2012). Glavni problem sa kojim se ovi mikroorganizmi u aerofitskoj sredini suocavaju
jeste Cest nedostatak vode i povremeno isusivanje.

Aerofitske cijanobakterije i alge su zastupljene u svim klimatskim zonama,
narocito u delovima sveta gde vladaju uslovi vlazne klime (Lopez-Bautista i sar. 2007).
Studije o aerofitskim algama uglavnom poticu iz evropskih zemalja, a manje sa drugih
kontinenata (Hauer i sar. 2015). Ove aerofitske zajednice sa prirodnih povrsina (na
primer stene razli¢itog tipa i sastava) se izrazito proucavaju u centralnoj Evropi, juznoj i
severnoj Americi, Africi i Aziji. Sa druge strane, one koje se razvijaju na prirodnim i
vestackim pretezno stenovitim supstratima koji se uglavnom koriste u gradevini veoma
su interesantne za nauku u umerenim i tropskim regionima, zbog svog negativnog
dejstva na gradevinske konstrukcije 1 procesa biodeterioracije podloge. Taksoni koji
kolonizuju razliCite biljke 1 koru drveca, najviSe se proucavaju u Evropi, Africi, Aziji,

juznoj 1 severnoj Americi. Podaci o ovoj zajednici fototrofnih mikroorganizama sa



drugih tipova supstrata su dostupni u znatno manjoj meri (Albertano 2012; Lopez-
Bautista i sar. 2007).

Acerofitski fototrofni mikroorganizmi nisu dovoljno istrazeni, tako da se ne moze
pouzdano govoriti o broju taksona koji ova staniSta naseljavaju. Svakako, smatra se da
je taj broj mnogo veci nego §to se pretpostavlja, jer se mnoge vrste jo$ uvek otkrivaju i
diverzitet se iz godine u godinu povecava. U dominantne grupe aerofitskih fototrofnih
mikroorganizama ubrajaju se pre svega Cyanobacteria, ali se izdvajaju i Chlorophyta i
Bacillariophyta. Razdeo Chlorophyta u aerofitskim stanistima pre svega je predstavljen
taksonima koji Cesto ulaze u simbiozu sa gljivama formirajuci liSajeve, ali ima i onih
koji kolonizuju razli¢ite prirodne ili veStacke supstrate ili ulaze u sastav biofilmova.
Smatraju se vaznom grupom aerofitskih algi pre svega zbog znacajnog udela u biomasi,
ali takode Cesto mogu biti i prvi kolonizatori na nekim povrSinama. Predstavnici
aerofitskih zelenih algi su uglavhom kokalne forme, cije celije imaju mali odnos
povrsine U odnosu na zapreminu. Taksonomija je trenutno veoma problemati¢na, ali se
uveliko koriste molekularne metode kako bi se napravio zadovoljavajuci sistem
Klasifikacije (Lewis 2007). Predstavnici razdela Bacillariophyta koji Zive u aerofitskoj
sredini su jedna mala specijalizovana grupa koja najce$¢e kolonizuje prostor izmedu
lis¢a mahovina, zemljista ili vlazne povrSine stena. Adaptirane su na surovije uslove
nego pripadnici u vodenim sredinama i kao i kod zelenih algi, aerofitski predstavnici

uglavnom imaju manje celije (Tofilovska 2014).

1.1.2. Cijanobakterije

Cijanobakterije su fotosinteticki prokarioti koji kolonizuju veliki broj osvetljenih
stani$ta I Uzimajuci u obzir njihov kvantitet, jedni su od najznacajnijih organizama na
planeti. Datiraju od pre vise od 3,5 milijardi godina, $to se zakljuCuje na osnovu
postojanja stromatolita, fosila cijanobakterija i molekularnih podataka (Whitton i Potts
2012). Smatra se da su tokom zemljine istorije, kao najraniji kolonizatori, imale vaznu
ulogu u oblikovanju toka evolucije, kao i vazne uloge u razli¢itim ekoloskim procesima
(Lopez-Bautista i sar. 2007). Cijanobakterije pedstavljaju pionirske mikroorganizme
koji Cesto prvi kolonizuju ogoljene povrSine, na kojima su ¢esto glavni primarni

producenti (Piontek i Lechow 2014). Igraju vaznu ulogu u mikrobijalnim zajednicama,



pri ¢emu ulaze i u simbiozu sa gljivama i drugim fototrofima. Specificne strategije
omogucavaju im prezivljavanje razli¢itih stresnih uslova (Albertano 2012).
Temperaturni optimum za mnoge cijanobakterije veci je za nekoliko stepeni u odnosu
na eukariotske organizme (Hu i sar. 2012; Helm i Potts 2012). Takode, veoma su
tolerantna grupa mikroorganizama na isusivanje i nedostatak vode, a terestricne forme
mogu da toleriu visoke nivoe UV zracenja (Castenholz i Garcia-Pichel 2012), $to je
posledica dobro razvijenog ekstracelularnog omotaca, koji pored zastite od UV zracenja
ima i veliki broj drugih funkcija (Albertano 2012; Pentecost i Whitton 2012). Veliki
broj taksona ima sposobnost fiksacije atmosferskog azota, §to im daje znac¢ajnu prednost
u staniStima koja karakteriSe nedostatak nutrijenata (Stal 2012).

Aerofitske cijanobakterije se intenzivnije proucavaju tek od druge polovine
dvadesetog veka. Do skora se smatralo da vecina taksona cijanobakterija Spada u
kosmopolite i da postoji samo nekoliko retkih endemi¢nih vrsta. Medutim, novija
istrazivanja ne idu u prilog ovoj teoriji, posto se iz razli¢itih staniSta, pogotovo
aerofitskih, opisuje sve veci broj novih taksona (Lopez-Bautista i sar. 2007). Aerofitske
cijanobakterije je obi¢no veoma tesko morfoloski identifikovati, §to se posebno odnosi
na kokoidne predstavnike, pa se u poslednje vreme u cilju dobijanja preciznih podataka,
kombinuju morfoloske, ultrastrukturne, biohemijske i molekularne metode. Broj
taksona aerofitskih cijanobakterija i algi nije poznat, pre svega zbog nereSenih problema
u taksonimiji. Medutim, Hauer i saradnici (2015) pokusali su da daju pregled aerofitskih
cijanobakterija koje naseljavaju stenovite povrsine (prirodne ili vestacke) Sirom sveta.
Na osnovu podataka iz 180 stru¢nih publikacija, dokumentovali su 762 taksona

aerofitnih cijanobakterija.
1.2. Biofilm
1.2.1. Biofilm — definicija i opSte karakteristike
Biofilmovi predstavljaju zajednice razliCitth grupa organizama (bakterije,
cijanobakterije, alge, mahovine, gljive, liSajevi) koje se razvijaju na odredenom

supstratu i koje su zajedno uronjene u polisaharidni matriks (Donlan 2002). Ove

zajednice autotrofnih i/ili heterotrofnih organizama oduvek su bile interesantne za



nauku, kako u smislu ekologije i morfologije, tako i u smislu fiziologije i hemijskog
sastava, Sto su sve parametri koji su veoma varijabilni kod razli¢itih biofilmova.
Biofilmovi u ¢iji sastav ulaze fototrofni mikroorganizmi se, na povrSinama na kojima se
razvijaju najéesce, prepoznaju po tome $to su zivo obojeni (plavo, zeleno, sivo, braon,
ljubicasto, crveno ili crno) kao posledica sinteze razlicitih pigmenata od strane algi, a
narocito cijanobakterija (Albertano 2012). Pigmenti u ¢elijama cijanobakterija i algi se
razlikuju hemijski i sintetiSu se u citoplazmi, ¢elijskom zidu ili omota¢ima. Boja koja
potice od pigmenata ne mora da bude striktno zavisna od njihovog hemijskog sastava.
Najpoznatiji pigmenti su hlorofil, koji daje zelenu boju, karotenoidi (karoteni,
ksantofili) koji su uglavnom zuti i fikobilini (fikocijanin, fikoeritrin) koji su plavi i
crveni (Pinna i Salvadori 2008). Organizmi u biofilmovima su uronjeni u
ekstracelularne polimerne supstance (EPS) koje su odgovorne za adheziju ovih
zajednica za supstrat, za vezivanje mikroorganizama jednih za druge, ali i za
akumulaciju vode, $to je jako bitno za odvijanje normalne metaboliCke aktivnosti
organizama u biofilmu (Albertano 2012). Iz tog razloga biofilmovi na neki nacin Stite
sve one organizme koji se u njemu nalaze i olakSavaju im prezivljavanje nepovoljnih 1
surovih uslova sredine koju naseljavaju (Prakash i sar. 2003). Mikroorganizmi koji
ulaze u sastav biofilmova, nalaze se u svim moguéim fazama razvi¢a, $to im omogucava
da se brzo prilagodavaju promenama uslova spoljasnje sredine (Roldan i Hernandez-
Mariné 2009). Pored ¢elija mikroorganizama i EPS-a, u sastav biofilmova ulaze i razne
organske i neorganske Cestice koje tu dospevaju iz okolne sredine. Medutim, i veliki
broj jedinjenja koja imaju razli¢ite funkcije takode se sintetiSe u samim biofilmovima,
kao sto su jedinjenja koja Stite ¢elije mikroorganizama od visokog intenziteta svetlosti,
od fluktuacija u sadrzaju vode ili nutrijenti koji su neophodni za rast mikrobijalnih
zajednica (Albertano 2012).

1.2.2. Biofilm — Ekstracelularne polimerne supstance (EPS)

Mikroorganizmi u biofilmu sintetiSu veliki broj polisaharida koji se mogu
podeliti na: a) intracelularne, b) strukturne i c) ekstracelularne polisaharide ili
egzopolisaharide (EPS) (Kumar i Mody 2009). Mikrobijalni egzopolimeri su mukozne

sekrecije visoke molekulske tezine i veoma slozene strukture (Stal 2012; Kumar i Mody



2009). Njihova struktura varira medu razli¢itim organizmima, pa ¢ak i jedan organizam
moze da proizvodi vise vrsta EPS-a ili u isto vreme ili u razli¢itim fazama rasta (Stal
2012). Kod najzastupljenijih fototrofa — cijanobakterija, sinteza ovih polisaharida je
veoma slozen proces koji i dan danas nije u potpunosti razjaSnjen. Smatra se da je
produkcija EPS-a ustvari fizioloski odgovor celija mikroorganizama na fluktuacije
sredinskih uslova: time oni stvaraju neku optimalnu sredinu u kojoj rastu i razvijaju se,
koja u isto vreme pozitivno uti¢e i na rast drugih organizama koji sa njima koegzistiraju
u biofilmu. Prema Lange (1976) produkcija EPS-a posledica je nebalansiranog rasta
¢elija koji je uzrokovan nedostatkom nutrijenata. Ukoliko nedostaju nutrijenti, narocito
azot i sumpor, proteini se nedovoljno sintetiSu, a proces fotosinteze se i dalje odvija, sto
vodi do skladiStenja velike kolicine glikogena, koji se kao viSak izlucuje u vidu
mukoznog omotaca (Stal 2012). Takode, nepovoljni uslovi, kao §to su nedostatak vode
(dehidratacija) 1 izlaganje teSkim metalima, uti¢u na poja¢anu produkciju ovih
polisaharida. Cijanobakterije produkuju uglavnom polisaharide visoke molekulske
tezine i razliCitih stepena Zelatinoznog stanja, §to je pre svega posledica hemijskih
karakteristika, ali 1 abioti€¢kih parametara, kao S§to su pH 1 prisutni joni. EPS
cijanobakterija se donekle razlikuje od EPS-a drugih mikroorganizama: karakterise se
prisustvom sulfatnih grupa i uronskih kiselina, ali i prisustvom pentoza (ksiloza,
arabinoza i riboza) kojih kod drugih prokariota nema (Rossi i Philippis 2015). D-
glukuronska kiselina, D-galakturonska kiselina i D-manuronska kiselina doprinose
anjonskoj i lepljivoj prirodi ovih makromolekula. Pomenute uronske kiseline sadrze
karboksilne grupe koje zbog svog negativnog naelektrisanja imaju veliki afinitet za
pozitivno naelektrisane molekule i odgovorne su za interakcije sa drugim EPS
molekulima, sa katjonima metala ili ¢esticama sedimenta. Hemijske osobine omotaca
mogu biti zavisne od samog taksona cijanobakterija, ali i od sredinskih uslova (Stal
2012). Treba imati u vidu da pored cijanobakterija EPS produkuju i drugi fototrofni
mikroorgnizmi kao S§to su zelene alge Coccomyxa, Gloeocystis, Mesotaenium, ali i
silikatne alge, kao na primer Encyonema i Frustulia (Ress 2012).

EPS su vazna klasa biopolimera koji se karakteriSu velikim brojem vaznih uloga
i funkcija. Imaju bitnu ulogu u komunikaciji ¢elija i okruzenja, kao i veliki ekoloski
znacaj, pri ¢emu su odgovorni za funkcionalni i strukturni integritet biofilmova. Jednom

od najvaznijih uloga moze se smatrati sposobnost zadrzavanja vode, a samim tim i



formiranje gela koji stabilizuje makromolekule i ¢elije fototrofnih mikroorganizama,
nakon ¢ega organizmi mogu preziveti dug period suse formiraju¢i vodoni¢ne veze sa
proteinima, membranskim lipidima i DNK. Na primer, kao posledica zadrzavanja vode,
Nostoc moze povecati pre¢nik kolonije od 50-100 pum do 150-250 um. Takode, taksoni
koji produkuju EPS pozitivno uticu na mnoge druge mikroorganizme i pospesuju
njihovu toleranciju na vodni stres (npr. Chlorella) (Rossi i Philippis 2015; Stal 2012).
Uloge EPS-a prema Rossi i Philippis (2015) su:

Adhezija i imobilizacija mikroorganizama
o Adhezija mikroorganizama odredena je hidrofobnim karakteristikama
EPS —a.
e Zatita od nepovoljnih abiotic¢kih faktora
o Ukljucuje zastitu od isusivanja, UV zracenja, nepovoljnih fizickih i
hemijskih uslova, zastitu od ispase.
e Pokretljivost mikroorganizama
o Sekrecija EPS-a dovodi se u vezu sa pokretljivoséu Celija
mikroorganizama.
e SkladiSte nutrijenata
o EPS vezuje razlicite Cestice, a takode je izvor ugljenika za heterotrofne
mikroorganizme.
e Struktura i deterioracija supstrata:
o Ekstracelularni matriks utice na organizaciju Cestica supstrata, njihovu
stabilizaciju, ali mozZe i da vezuje razlicite minerale i utice na raspadanje

supstrata tokom procesa susenja/bubrenja.

1.2.3. Kolonizacija supstrata i formiranje biofilma

Nastajanje biofilma je proces kojim kompleksna i raznovrsna zajednica
mikroorganizama/organizama postaje ucvrs¢ena na nekom supstratu. Biofilm se moze
formirati na razli¢itim povrSinama, pri ¢emu taj proces zavisi od tipa mikroorganizma,
biologije, hemije i fizi¢kih karakteristika supstrata (Gu i Mitchell 2006), spoljasnjih

uslova (temperatura, relativna vlaznost, svetlosni uslovi, nivo atmosferskog zagadenja,



vetar i padavine), mikroklime i karakteristika specifi¢énih samo za taj odredeni supstrat
(Albertano 2012). Pasivno raznoSenje vijabilnih celija cijanobakterija i algi vodom,
vazduhom, ljudima ili zivotinjama (pticama, slepim miSevima) je preduslov za
formiranje aktivne populacije mikroorganizama na nekom odredenim supstratu.
Formiranje biofilma (Slika 1) pocinje onog trenutka kada se organizmi pricvrste za
odredeni supstrat, pri ¢emu mehanizmi adhezije variraju u zavisnosti od vrste organizma

i tipa supstrata.
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Prisustvo odredenih struktura kod nekih algi moze u velikoj meri doprineti
uspesnoj kolonizaciji nekog supstrata, kao $to je na primer prisustvo hormogonija i
fotoreceptora kod taksona Oculatella subterranea. (Albertano 2012). Mikroorganizmi
koji dospeju do izlozenth povrSina, pocinju da rastu, da se dele 1 da izlucuju
ekstracelularne polimerne supstance (EPS) koje deluju kao zastita, odrzavaju vlagu,
omogucavaju vezivanje ¢elija jednih za druge, vezivanje ¢elija sa razli¢itim Cesticama
kao i vezivanje za supstrat (Macedo i sar. 2009). Zajednica pocinje polako da se Siri na
toj podlozi, Sto omogucava 1 drugim mikroorganizmima da se inkorporiraju u ovaj

matriks, zbog lepljivih svojstava EPS-a (Albertano 2012). Kada se biofilm u dovoljnoj
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meri razvije, ciklusi suSenja 1 kvaSenja mogu favorizovati odvajanje celija
mikroorganizama iz biofilma dok je biofilm u suvom stanju, kada Celije
mikroorganizama vazdu$nim strujama mogu dospeti i do visine od 10 km (Kumar i sar.
2007).

Fototrofni mikroorganizmi, cijanobakterije i alge, su obi¢no primarni
kolonizatori ogoljenih povrsina. To se pre svega odnosi na cijanobakterije, upravo zbog
dobro razvijenog EPS-a koji doprinosi da okruZzenje bude strukturno stabilno, dobro
hidratisano i zasticeno od raznih negativnih uticaja, $to je od velikog znacaja za
inkorporiranje drugih organizama, na primer algi i mahovina. Takode, jedna od
prednosti cijanobakterija je i sposobnost brzog prelaska iz aktivnog u pasivno stanje u
zavisnosti od uslova koji vladaju u spoljasnjoj sredini. Cijanobakterije se obi¢no nalaze
u povrsinskim delovima biofilma zajedno sa drugim fototrofima, dok se heterotrofi
nalaze dublje (Rossi i Philippis 2015; Stal 2012). Fotosintetska aktivnost
mikroorganizama obogacuje supstrat organskim ugljenikom, §to uz razlicite Cestice koje
EPS lepi stvara mikrostaniSte bogato nutrijentima (Hauer i sar. 2015). Organska
materija 1 metaboliti koje fototrofi produkuju sluze kao hrana heterotrofnim
organizmima (Ljaljevi¢ Grbic¢ i sar. 2010). Medutim, nekada heterotrofi mogu biti prvi
kolonizatori, $§to moze imati i pozitivan uicaj na rast fotosintetickih populacija. U ovom
slu¢aju, heterotrofi koriste organsku materiju koja je prirodno prisutna u podlozi ili koja

poti¢e od dcestica iz vazduha, organskih isparenja, ekskretovanih metabolita itd.
(Albertano 2012).

1.3. Faktori koji uti¢u na rast i razvoj aerofitskih cijanobakterija i algi

Aerofitski fototrofni mikroorganizmi, ¢ija ekofiziologija jo§ uvek nije u
potpunosti proucena, su u vazdusnoj sredini izloZeni ekstremnim uslovima koji imaju
uticaj na fotosintezu, metabolicke aktivnosti i njihov rast. Ono Sto karakteriSe sve
aerofitske cijanobakterije i alge jeste naizmeni¢no isuSivanje. |1z tog razloga, surovi
uslovi u kojima se ovi mikroorganizmi razvijaju se pre svega odnose na nedostatak
vode, ali i otezanu dostupnost hranljivih supstanci i temperaturna kolebanja vazduha i
podloge. Intenzitet svetlosti i dostupnost vode (relativna vlaznost vazduha) smatraju se

najznacajnijim faktorima za njihov rast i razvoj, dok se temperatura vazduha i/ili



podloge smatra sekundarnim faktorom. Takode, u procesu kolonizacije, bitne su i
karakteristike supstrata (Cvijan i Fuzinato 2011; Pentecost i Whitton 2012).

1.3.1. Karakteristike supstrata

Prisustvo biofilma na nekom supstratu rezultat je sukcesivne kolonizacije tog
supstrata od strane razli¢itih grupa mikroorganizama tokom duzeg vremenskog perioda.
Proces kolonizacije bazira se na moguc¢nosti supstrata da obezbedi povoljno, zasti¢eno
stani$te, U kome ¢e mikroorganizmi mo¢i da se razvijaju (Macedo i sar. 2009).
Aerofitske povrSine podrazumevaju postojanje velikog broja veoma kompleksnih
mikrostanista koja mogu biti naseljena od strane fototrofnih mikroorganizama.
Kolonizacija i razvoj cijanobakterija i algi na nekom supstratu pre svega zavisi od
njegovih fizickih karakteristika (tekstura, poroznost, higroskopnost i apsorpcija vode
kapilarnim silama od strane stenovite podloge) (Guillitte 1995; Macedo i sar. 2009;
Miller i sar 2006; Pinna i Salvadori 2008; Prieto i Silva 2005). Prema Gorbushina
(2007), u inicijalnoj fazi kolonizacije tekstura supstrata je od klju¢nog znacaja za
zadrzavanje celija mikrooorganizama, ali 1 za njihovu proliferaciju. Na grubim,
hrapavim i neravnim supstratima, kolonizacija mikroorganizama je izrazenija nego na
povrSinama koje su glatke, ravne ili uglacane. Te nesavrSenosti povrSine supstrata, male
pukotine, Supljine i prostori imaju veliki broj funkcija: zadrzavaju vlagu, razlicite
organske i neorganske Cestice, nutrijente, a takode omogucavaju i zastitu od nepovoljnih
uslova sredine (vetar, UV zraCenje, ispasa). Na mikrotopografiju supstrata utice
najmanje Sest nezavisnih faktora: sastav supstrata, veli¢ina mineralnih zrna u steni,
orijentacija i oblik zrna, priroda povrSine zrna, koja moze varirati od glatke do
nepravilne i ispucale, duboke pukotine na povrsini supstrata i prazni prostori kao §to su
oni koji se nalaze u pescaru i sunderastoj kori drveca iz roda Sambucus. Prisustvo
praznih prostora u steni ili drvetu omogucava dodatno zadrzavanje vode, a takode
obezbeduje i staniste za endolitske/endoksilne grupe cijanobakterija i algi. Kombinacija
faktora, koji su iznad navedeni, moze da rezultuje u formiranju kompleksne povrSine sa
velikim brojem mikrostaniSta koja se medusobno razlikuju kako fizi¢ki, tako 1 hemijski
(Pentecost i Whitton 2012). Kao §to se moze primetiti, osim teksture, veoma bitan

faktor je i poroznost, koja se definiSe kao odnos zapremine praznih prostora i ukupne



zapremine supstrata (Pinna i Salvadori 2008). Mnogo teze se kolonizuju kompaktniji
materijali kao §to su bazalt i mermer, u odnosu na one poroznije. Medutim kod glatkih
supstrata kolonizacija pocinje posle izvesnog vremena kada spoljasnji faktori — vetar,
padavine zapo¢nu proces deterioracije, nakon ¢ega se formira mikro hrapava povrSina
pogodna za kolonizaciju mikroorganizama (Keshari i Adhikary 2014). Jo$ jedna fizicka
karakteristika supstrata koju je potrebno pomenuti je i higroskopnost, koja predstavlja
meru kapaciteta supstrata da apsorbuje vodu (vodenu paru) kada je relativna vlaznost
vazduha visoka, odnosno da otpusta vodu, kada je relativna vlaznost vazduha niska
(Pinna i Salvadori 2008). Higroskopnost pored relativne vlaznosti vazduha i
temperature zavisi od poroznosti, ali i od prec¢nika kapilara (sa povecanjem broja
subkapilarnih pora, raste i higroskopnost (Bilbija i Matovi¢ 2009).

Pored fizi¢kih karakteristika supstrata, bitnu ulogu u njegovoj kolonizaciji igraju
1 brojni drugi faktori. Pored ekoloskih faktora (vodni rezim, temperatura i intenzitet
svetlosti) bitne su i mikroklimatske karakteristike i specificne karakteristike samog
lokaliteta (izloZenost svetlu, arhitektonske osobine), kao i stepen bioreceptivnosti
supstrata (Guillitte 1995; Macedo i sar. 2009; Miller i sar 2006; Pinna i Salvadori 2008;
Prieto i Silva 2005). Nekada i orijentacija supstrata moze biti od znac¢aja (Macedo i sar.
2009), a prema Hauer i saradnicima (2015) bitnu ulogu igra i nadmorska visina na kojoj
se nalazi supstrat. Na razvoj mikroorgnanizama moze uticati i pH podloge, pri ¢emu
vec¢ina mikroorganizama preferira neutralne pH vrednosti. Cijanobakterije na primer
preferiraju alkalno okruzenje, pa ¢e se uglavnom javljati na supstratima cija je pH
vrednost visa (Hauer i sar. 2015). Sto se tie tipa supstrata (na primer tipa stene i njenog
sastava), literaturni podaci ¢esto potvrduju da nije moguce naci preciznu vezu izmedu
tipa supstrata i specifi¢nog organizma ili grupe organizama koji taj supstrat naseljavaju
(Tomaselli i sar. 2000). Ipak, prema Gustavs (2010) neki autori su zabelezili
preferenciju odredenih taksona prema nekim supstratima, ali bez obzira na to, tip stene

smatra se sekundarnim faktorom (Pinna i Salvadori 2008).

1.3.2. Dostupnost vode

Voda je neophodna kako za uspostavljanje zajednice aerofitskih fototrofnih

organizama na nekom mestu, tako i za njihov rast i razvoj, pri ¢emu se njen nedostatak
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smatra najstresnijim faktorom za ovu grupu mikroorganizama (Chang i sar. 2007). Voda
¢ini 70 — 80% tezine metabolicki aktivnog organizma i pre svega je neophodna za
pravilno funkcionisanje svih procesa i odvijanje svih funkcija u ¢elijama
mikroorganizama (Pinna i Salvadori 2008). MozZe biti dostupna iz razli¢itih izvora: pre
svega iz padavina u bilo kom obliku (kiSa, sneg, rosa), moze poticati iz zemljiSta, moze
se usvajati iz vazduha ukoliko je relativna vlaznost vazduha visoka. Cesto se zajednice
aerofitskih algi i cijanobakterija razvijaju na mestima koja se nalaze u blizini vodopada,
tako da ih voda konstantno prska ili u senci Sume (Pentecost i Whitton 2012). Petersen
(1935) je dao podelu aeroftskih algi prema tome koji izvor vlage pretezno koriste, na
osnovu koje su euaerofitske alge one alge koje se razvijaju na supstratima gde je
dostupna samo atmosferska vlaga (objekti nisu u direktnom kontaktu sa podlogom), dok
se pseudoaerofitske alge razvijaju na podlogama na koje voda moze dospeti na ostale
pomenute nacine (Ress 2012). U pustinjama, aerofitske cijanobakterije i alge usvajaju
vodu koja kondenzuje preko no¢i, ali samo u ranu zoru imaju dovoljne koli¢ine vode za
fotosintezu i pravilno odvijanje metaboli¢kih procesa. Zbog sezonskih variranja u
koli¢inama padavina i sadrZaju vode, ali i variranja na dnevnoj bazi (Sto je pogotovo
izrazeno na aerofitskim staniStima koja su potpuno izloZena), u razliitim vremenskim
periodima biofilmovi mogu biti ili potpuno zasi¢eni vodom, periodi¢no isuseni ili ¢ak
pretezno suvi i u situaciji da im voda potpuno nedostaje (Gustavs 2010). Narocito Su
surovi delovi godine kada je sunevo zracenje uglavnom visoko, a padavine izostaju,
kada biofilmovi mogu biti u potpunosti isuseni i kada je potrebno da se ti periodi suse
prezive duzi vremenski period. Naravno, subaerofitske cijanobakterije i alge se sa ovim
problemom bore razli¢itim prilagodenostima. Pre svega, kao Sto je ve¢ napomenuto,
mnogi taksoni, pogotovo taksoni cijanobakterija, formiraju omotace, odnosno sintetisu
strukturu kolonija i zajednica tokom ciklusa isusSivanja. Takode, u adaptacije spada i
redukovanje veli¢ine celija, odnosno nizak nivo morfoloske organizacije (Ress 2012),
kao 1 nakupljanje osmotski aktivnih jedinjenja u ¢elijama ¢ime se otezava gubitak vode
(Gustavs 2010). Ukoliko periodi suse traju dugo, fototrofni mikroorganizmi mogu imati
poteSkoce sa kompletiranjem Zivotnog ciklusa, zbog Cega obi¢no prelaze u stanje
mirovanja (Pentecost i Whitton 2012). Na primer, Nostoc commune je veoma otporan

na isusivanje, moze preziveti do 100 godina bez vode (Ress 2012). Takode, neki drugi
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faktori, kao na primer intenzitet svetlosti, vetar, temperatura i hemijsko okruzenje na
razli¢ite nacine mogu uticati na vodni rezim (Pentecost i Whitton 2012), a medu njima
se istiCu temperatura i relativna vlaznost vazduha (Pinna i Salvadori 2008). Koliko ¢e se
voda zadrzati na nekom supstratu, zavisi i od stope isparavanja, koja je usko vezana sa
temperaturom (Gustavs 2010). Na stopu isparavanja uticaj ima i relativna vlaznost
vazduha, pa ako je ona visoka, gubljenje vlage iz ¢elija cijanobakterija i algi je usporeno
(Cvijan i Fuzinato 2011).

1.3.3. Dostupnost nutrijenata

Jedna od poteskoca sa kojom se suoCavaju zajednice aerofitskih cijanobakterija i
algi jeste otezana dostupnost nutrijenata koji se u aerofitskim stanistima nalaze u malim
koli¢inama. Prema Johansen (1999) dostupnost mineralnih supstanci moze igrati veoma
vaznu ulogu u oblikovanju zajednica aerofitskih cijanobakterija i algi. Ove supstance
aerofitske alge obicno dobijaju iz vazduha taloZenjem prasine i Cestica koje poticu iz
razli¢itih izvora (izmedu ostalog i industrijskih procesa) na podlogu na kojoj se biofilm
razvija (Gorbushina 2007). Ipak, fototrofni mikroorganizmi dostupne mineralne
supstance mogu Kkoristiti samo u rastvorenom obliku, tako da je voda svakako
neophodna. U nasim klimatskim prilikama, posebno u letnjim mesecima, moZe se desiti
da supstrat na kome se biofilm razvija bude danima ili nedeljama gotovo potpuno suv
(Cvijan 1 FuZinato 2011). Pored taloZenja Cestica iz vazduha, nutrijenti na razlicite
supstrate Cesto dospevaju padavinama, kiSom ili snegom, ili povremenim vodama koje
trenutno prelivaju preko supstrata. Nutrijente koji dospevaju na biofilm vezuje EPS, ali
neki nutrijenti se produkuju i interno, kao rezultat procesa fotosinteze i/ili degradacije
polisaharida (Gustavs 2010). Heterotrofi u ovim zajednicama koriste¢i kao hranu
lizirane ¢elije fototrofa, imaju sposobnost da mineralizuju EPS koji onda opet pospesuje
rast fototrofa (Pentecost i Whitton 2012).

Primarna funkcija nutrijenata je strukturna, i oni koje mikroorganizmi zahtevaju
u najveéim koli¢inama su: ugljenik, kiseonik, vodonik, azot, sumpor, fosfor, zajedno sa
magnezijumom, kalcijumom i kalijumom. Ostali elementi su ¢elijama mikroorganizama
potrebni u manjoj meri i zato nose naziv mikronutrijenti: hlor, gvozde, bor, mangan,

cink, bakar, nikl i molibden (Pinna i Salvadori 2008). Za aerofitske cijanobakterije
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fosfor je ogranicavajuci faktor, pre svega zbog toga sto mnogi taksoni mogu da fiksiraju
atmosferski azot (Pentecost i Whitton 2012). Pomenute povremeno dostupne vode, koje
do mesta na kojima se razvija biofilm prolaze Supljine stena, zemljiste, kapilarnim
silama kroz porozan supstrat itd., glavni su izvor ova dva nutrijenta, ali i mnogih drugih
kao $to su Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni i Zn (Mulec i sar. 2008). Odredene nutrijente
fototrofni mikroorganizmi usvajaju iz podloge, narocito ako je podloga kre¢njak (primer
su kalcijum i magnezijum Kkoji se otpustaju u kontaktu sa vodom). Natrijum i kalijum
¢esto u malim koli¢inama postaju dostupni mikroorganizmima u slucajevima kada stene
po¢nu da se raspadaju pod uticajem biofilma koji se na njima razvija, ali u mnogim
krajevima izvor su aerosoli (pogotovo u blizini mora). Posle nekoliko ciklusa kvasenja i
susenja biofilma, koli¢ina ovih minerala moze se povecati u tolikoj meri, da izazove

stres u ¢elijama aerofitskih cijanobakterija i algi (Pentecost i Whitton 2012).

1.3.4. Temperatura vazduha i podloge

Jedan od bitnih faktora za rast i razvoj aerofitskih fototrofnih mikroorganizama
je temperatura vazduha i podloge. Temperatura ima uticaja na metabolicke i fizioloske
procese koji se odvijaju u ¢elijama mikroorgnaizama 1 pri povecanju temperature od 10
stepeni, udvostruc¢ava se brzina hemijskih reakcija. FizioloSka temperatura varira od 1
°C do 45 °C, pri ¢emu na temperaturama ispod 1 °C ¢elijski sadrzaj mrzne, a na onim
iznad 45 °C dolazi do denaturacije enzima (Gustavs 2010). Optimalne temperature za
rast mnogih organizama su izmedu 20 °C — 30 °C. Medutim, kinetika enzima se zasniva
na nekim drugim pravilima i za svaki enzim postoji zaseban optimum (Pinna i Salvadori
2008).

Temperaturni rezim zavisi od koli¢ine sunceve radijacije koja dopire do
odredene podloge, Sto je opet posledica nadmorske visine, geografske Sirine 1 duzine,
orijentacije supstrata, zasencenja, vetra, kao i refleksije od strane supstrata (Gustavs
2010). Subaerofitske populacije cijanobakterija i algi, naroCito onih koje naseljavaju
stenovite povrsine, Cesto trpe velika temperaturna kolebanja (Pentecost i Whitton 2012).
Temperatura vazduha znacajno varira i dnevno i sezonski, ali su ta variranja kod
temperature podloge jo$ izrazenija (na stenovitim povrSinama temperatura moze varirati

od —45° do +60 °C, Gorbushina 2007). Medutim, prisustvo vode na neki nafin moze
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ublaziti te ekstremne vrednosti temperature, jer vlazna stena kada je izloZena suncu
isparava, pri ¢emu se hladi (Pentecost i Whitton 2012). Celije mikroorganizama moraju
biti u stanju da se veoma brzo adaptiraju na promene temperature, jer promena iz
potpuno hidratisanog do skoro isusenog stanja moze da se desi za nekoliko Casova ili
nekoliko minuta, $to je nedovoljno za razvijanje mirujuéih stadijuma. Tokom isusivanja
podloge temperatura raste, ali stopa povecanja temperature zavisi od nekoliko faktora:
sposobnost apsorpcije svetlosti od strane supstrata, toplotnog kapaciteta i toplotne
provodljivosti (svojstvo materijala da prenosi toplotu). Na primer, za razliku od
stenovitih povrsina, drvene povrSine imaju veci toplotni kapacitet i manju toplotnu
provodljivost, kao i sposobnost da duze vremena zadrze toplotu (Pentecost i Whitton
2012). Od znacaja je napomenuti da je toplotna provodljivost obrnuto proporcionalna
poroznosti (Bilbija i Matovi¢ 2009). Bitan faktor je i boja supstrata, jer svetliji supstrati,
kao $to je krecnjak, veliki deo suncevog zracenja reflektuju, dok oni tamniji (npr.
Skriljac) vecinu apsorbuju, pri ¢emu se i1 brze zagrevaju. Postoji veliki broj primera koji
se odnose na prisustvo aerofitskih organizama na podlogama sa razli¢itim
temperaturnim rezimima: na vulkanskom staklu na Islandu, kriptoendolitske alge su
zabeleZene pri temperaturi od 40 °C, a na peScaru u Kanadi, endolitske cijanobakterije
detektovane su na temperaturi od —19 °C (Pentecost i Whitton 2012). Treba napomenuti
da temperatura uti¢e na relativnu vlaznost vazduha, pri ¢emu se pri porastu temperature

relativna vlaznost vazduha smanjuje i obrnuto (Pinna i Salvadori 2008).

1.3.5. Intenzitet svetlosti i sun¢evo zracenje

Supstrati na kojima se razvijaju aerofitske cijanobakterije i alge veoma su
raznoliki i mogu biti potpuno, delimi¢no ili direktno izlozeni suncevom zracenju.
Intenzitet svetlosti, kao i trajanje osvetljenosti, utice na rast i razvoj fototrofnih
mikroorganizama usporavajuc¢i ili ubrzavajuéi proces fotosinteze (Pinna 1 Salvadori
2008). Aaerofitske cijanobakterije i alge su pod uticajem razliitih i Cesto varijabilnih
svetlosnih uslova, pri ¢emu nekada iste forme mogu da zive na staniStima koja su
izlozena jako visokom UV zracenju (na primer u pustinjama), ali i na mestima gde je
intenzitet svetlosti veoma nizak — pecinska stanista (Pentecost i Whitton 2012). Kao

odgovor na razli¢it svetlosni rezim, sintetiSu se =zaStitni pigmenti Kkoji celije
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mikroorganizama $tite od Stetnog UV zracenja: scitonemin (zastita od UV-A zraenja) i
mikosporinske aminokiseline (MAAS), koje Stite od UV-B zracenja (Ress 2012). U
nauc¢nim krugovima velika paznja je posvecena proucavanju strukture, uloge, funkcije 1
potencijalne primene scitonemina Kkoji se kod cijanobakterija akumulira u
ekstracelularnim omotac¢ima (Pattanaik i sar. 2007). Kod zivih c¢elija cijanobakterija
scitonemin je u oksidovanom stanju, tako da se njegovo prisustvo prepoznaje po braon
boji omotaca. Pored scitonemina, kod nekih predstavnika kokalnih cijanobakterija (rod
Gloeocapsa) zastupljen je pigment gleokapsin, koji varira od crvenih pa sve do plavih
nijansi. Takode, scitonemin i MAAs mogu doprinositi i zastiti od isuSivanja i uticati na
reparaciju oSte¢enja koja su nastala u procesu dehidratacije (Wada i sar. 2013). Omotaci
cijanobakterija kod predstavnika koji naseljavaju jako osvetljena mesta su pigmentisani
i jarko obojeni (crni, crveni, plavi, itd.) (Castenholz i Garcia-Pichel 2012). Medutim,
ponekad se isto zapaza i kod predstavnika koji se nalaze na veoma zasencenim
povrsinama. Neki taksoni pigmente produkuju stalno, $to moze biti odgovor na niske
stope rasta, pri ¢emu se Celije izlazu UV radijaciji tokom duzih vremenskih perioda.
Veliki broj predstavnika cijanobakterija u pe¢inama opstaje pri jako niskim vrednostima
intenziteta svetlosti, pri ¢emu medu njima ima pripadnika koji mogu da rastu

miksotrofno ili skoro u potpunosti heterotrofno (Pentecost i Whitton 2012).

1.4. Stene i karst

1.4.1. Definicija stena, sedimentne stene i njihove karakteristike

Definicija petrologije, nauke koja se bavi proucavanjem stena, kao i podaci o
podeli stena i njihovim osnovnim odlikama mogu se na¢i u brojnim publikacijama, kao
Sto su na primer Best (2003), Bilbija i Matovi¢ (2009), Boggs (2009), Bonewitz (2008),
DPordevic¢ i saradnici (1991), Folk (1980), Philpotts (2003) i Proti¢ (1984).

Stena predstavlja skup jednog ili viSe minerala odredene strukture i teksture
(sklopa) i odredenog hemijskog sastava. Stene se klasifikuju prema genezi u tri osnovna
tipa — magmatske, sedimentne i metamorfne, a na osnovu razlika u teksturi, ali i u

mineralnom sastavu, svaka od ovih grupa dodatno je izdeljena na podgrupe i tipove.
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Sedimentne stene (medu poznatim kre¢njak i pescar) formiraju se na povrsini
Zemlje slozenim procesima koji obuhvataju povrSinsko raspadanje, transport,
sedimentaciju i litifikaciju materijala dejstvom razlicitih fizickih (gravitacija, vetar, led,
fizicko dejstvo vode) 1 hemijskih agenasa (voda). Materijal koji ¢e dati neku sedimentnu
stenu poti¢e od ranije obrazovanih stena, koje procesom povrsinskog raspadanja daju
dve vrste polaznog materijala: fragmenti (klasti) nastaju fragmentisanjem materijala
procesima fizickog raspadanja, dok se rastvor raspadanja formira hemijskim
raspadanjem, odnosno, rastvaranjem materijala stene. Ove dve razli¢ite vrste materijala
posle transporta, procesom litifikacije daju dve grupe sedimentnih stena: klasti¢ne i
hemijske sedimentne stene. U procesu litifikacije klasti se medusobno vezuju vezivom
(agregat mineralnih Cestica) koji je u veéini slu¢ajeva kvarc, ali neretko kalcit i drugi
karbonati, ali esto i oksidi gvozda, minerali gline, itd.

Struktura sedimentnih stena je posledica procesa koji su prethodili stvaranju
jedne sedimentne stene i na osnovu odnosa, veli¢ine, oblika zrna koji izgraduju
sedimentnu stenu i nacina vezivanja, struktura moze biti klasti¢na, kristalasta, amorfna i
organogena. Klasticna struktura podrazumeva da je sedimentna stena izgradena od
fragmenata spojenih prirodnim vezivom i klasifikacija se uglavhom bazira na obliku
fragmenata (zrna), njihovoj veli¢ini i koli¢ini u odnosu na vezivo. Kristalasta struktura
podrazumeva postojanje autigenih zrna (minerali koji su stvarani u isto vreme kada je
sedimentna stena formirana, na primer kalcit u kre¢njaku), koja su medusobno
neposredno srasla, a razlika se pravi na osnovu veli¢ine zrna i nacina srastanja. Amorfne
strukture su generalno nestabilne 1 karakteriSu se trakastom gradom 1 bubreZastim
oblicima. Organogena struktura odnosi se na pojavu organskih (fosilnih) ostataka cija
veliina, oblik i vrsta uticu na opsti izgled stene.

Tekstura sedimentnih stena se odreduje na osnovu rasporeda Cestica U masi stene
(odnos pojedinih komponenti u prostoru i njihova orijentacija) i ispunjenosti prostora.
Na osnovu ispunjenosti prostora, stena moze biti kompaktna — masa stene je u celosti
ispunjena Cvrstom supstancom, porozna kada stena sadrzi pore manjeg precnika i
porozno Supljikava kada sadrZi Supljine pravilnog ili nepravilnog oblika. Na osnovu
orijentacije mineralnih komponenti u sedimentacionim stenama tekstura moze biti:
homogena (odsustvo orijentacije mineralnih zrna), planparalelna (paralelna ili

subparalelna orijentacija listicastih minerala), imbrikaciona (paralelna orijentacija
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spljostenih valutaka) i brecasta (sluc¢aj kod tekstonski polomljenih i ponovno vezanih
sedimentnih stena). Slojevitost je jedna od glavnih teksturnih karakteristika sedimentnih
stena. Na osnovu rasporeda Cestica u stenskoj masi izdvajaju se homogena slojevitost
(ujednacena granulacija u celoj debljini sloja), gradaciona slojevitost (rezultat brze
sedimentacije), kosa slojevitost (prekidi ili variranja u sedimentaciji na nagnutim
povrsinama) i laminacija (viSestruko smenjivanje materijala razlicite krupnoce 1 boje).

Kre¢njaci su veoma rasprostranjene sedimentne stene izgradene samo ili
pretezno od kalcijum karbonata. Medutim, sadrze razliite primese, pa prema prisutnoj
primesi razlikujemo gvozdevite, manganovite, dolomiti¢ne (sadrze do 40% MgCQO3),
glinovite (<5% gline), laporovite (5-25% gline), peskovite (sadrze zrna kvarca),
bituminozne (prisutna organska materija), siliciozne (silicijum postoji u steni, autigeni
je) i silifikovane kre¢njake (silicijum naknadno dospeva u stenu).

Jedna od klasifikacija kre¢njaka koja je najceSce u upotrebi je klasifikacija po
Folk-u. Ona se bazira na odredivanju relativnog udela karbonatnih zrna (alohema) i
karbonatnog matriksa kre¢njaka (ortohema), koji se deli na mikritski i sparitski. Mikrit
predstavlja matriks, fini taloZeni karbonatni materijal koji se sastoji od karbonatnih
Cestica manjih od 4 um. Sa druge strane, sparit predstavlja bistre prozirne kristale
kalcita koji su ve¢i od 10 um i za razliku od mikrita ne nastaje samo precipitacijom, vec
I kristalizacijom. Alohemi predstavljaju prinetu komponentu, odnosno karbonatna zrna
koja se klasifikuju u viSe grupa, medu kojima se razlikuju: fosili (celi ili iz delova),
ooidi (mala sfericna karbonatna zrna), peleti i peloidi (kuglasta, elipsoidna, valjkasta ili
vretenasta karbonatna zrna veli¢ine pretezno od 50-250 um) i intraklasti (karbonatni
sediment).

Cvrsta kompaktna stena u prirodi ne postoji, i u veéini se u njoj nalazi deo
zapremine koji nije ispunjen ¢vrstom fazom i koji se naziva porni prostor, a svojstvo
stene kojim definiSemo u njoj sadrzani porni prostor naziva se poroznost. Poroznost
moze biti primarna (poroznost koja je nastala kada i sama stena, prilikom njenog
formiranja) i sekundarna (koja nastaje u ocvrsloj steni tokom kasnijih geoloskih
procesa). Oblik Supljina u stenama moze biti veoma razli¢it: mehurast, cevast, celijast, u
vidu kanali¢a koji povezuju Supljine, kracih ili duZih pukotina, itd. Klasifikacija pora se
zasniva na modelu veze izmedu ¢vrste komponente stene i1 te¢nosti u porama, kao i

moguénoscu njenog kretanja. Veli¢ina pora se kod razliitih stena kreée u Sirokim
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granicama, pa tako recimo kod karbonatnih stena postoje superkapilane pore (precnik
veéi od 10" mm), kapilarne pore (pre¢nik izmedu 10 mm i 10" mm), a pored njih
postoje subkapilarne pore (2 x 10° mm do 10® mm, u kojima je voda prakti¢no
nepokretna 1 vezana za ¢vrstu komponentu stene) i mikropore sa pre¢nikom manjim od
2 x 10° mm koje sadrZe jedino &vrsto vezanu vodu u vidu filma debljine jednog
molekula). Prve dve veli¢ine pora su najces¢e u karbonatnim stenama. U
superkapilarnim porama samo deo tecnosti je vezan za ¢vrstu komponentu, a deo koji je
slobodan krece se pod uticajem gravitacije. U kapilarnim porama ve¢i je sadrzaj vezane
u odnosu na slobodnu vodu, jer je slobodno kretanje vode sprec¢eno kapilarnim silama.
Ukupna zapremina svih Supljina u steni predstavlja apsolutnu poroznost, ali je potrebno
ista¢i da postoji i termin relativna — otvorena poroznost. Otvorena poroznost predstavlja
one pore koje su dostupne vodi, odnosno predstavlja ukupnu zapreminu pora povezanih
medusobno i sa spoljnom povrSinom. Poroznost je veoma bitna karakteristika bilo kog
supstrata, jer od nje zavisi sadrzaj prirodne vlage u stenama, kao i sposobnost upijanja,
primanja i zadrzavanja vode u porama, §to je od velikog znacaja pri kolonizaciji stena

od strane razli¢itih mikroorganizama.
1.4.2. Karst

Termin “karst” je sloZen geoloski pojam koji se odnosi na teren sa specifi¢nim
hidrogeoloskim, geomorfoloskim i hidroloskim karakteristikama, odnosno teren
izgraden od kre¢njaka, dolomita, halita, gipsa 1 ostalih rastvorljivih stena ¢ije rastvaranje
vodi do formiranja razli¢itih oblika 1 pojava koje karstu daju karakteristican izgled. Na
nasim prostorima ovaj termin Se pre svega odnosi na karbonatnu sredinu, narocito

kre¢njacke stene (Milanovic¢ 1979).
1.4.2.1. Karst i proces karstifikacije
Karstifikacija je pojam pod kojim se podrazumeva kompleks geoloskih procesa

koji razaraju rastvorljive stene, ¢ime se na povrsini formira specificna morfologija, a u

podzemlju specifiéni hidrogeoloski uslovi i specifian tip poroznosti (medusobno
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Milanovi¢ 1979).

Osnovni mehanizam Karstifikacije je rastvaranje materijala stene, a glavni
uzro¢nik rastvaranja kalcijum karbonata koji dolazi u kontakt sa vodom je dejstvo
ugljene kiseline. Kisnica na putu do povrsine Zemlje apsorbuje atmosferski CO,, kao i
voda koja sa povrSine zemljiSta oti¢e u dublje slojeve kroz pore i pukotine (Slika 2).

Usled reakcije vode i CO, nastaje ugljena kiselina, koja spada u grupu slabih kiselina:

CO, + H,0 = H,CO3

Ugljena kiselina rastvara kalcit
polako 1 postepeno, pri Cemu se
vremenom formiraju pukotine, kanali,
a na kraju i velike Supljine, odnosno

prostori (Davies i Morgan 1991).

CaCO3 + H,CO3= Ca** + 2HCO5

Reakcija je reverzibilna, pri
¢emu rastvorljivost krec¢njaka zavisi
od koncentracije ugljene Kkiseline

(H,CO3), koja opet zavisi od

koncentracije CO; u vodi (Milanovié
1979).

Slika 2. Proces nastanka kre¢njackih pecina. (slika preuzeta sa https://www.google.rs/
search?g=cave+formation&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjht5n2xs7a
AhVGmMbQKHQVXDalQ_AUICigB&biw=1517&bih=735#imgdii=M8hgEoPe968sqM
:&imgrc=u2adBd5mqdNQ1M:(29.03.2018)).
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Hemijska reakcija na karbonatnoj povrsini je veoma kompleksna. Prvo,
vodoni¢ni jon mora da bude adsorbovan na karbonatnoj povrsini. Kada se jon vodonika
nade na mestu gde se nalazi i jon kalcijuma, reaguje sa njim, nakon Cega se formira
bikarbonatni jon Kkoji se tada oslobada sa povrSine kristala i odlazi u rastvor.
Oslobadanjem bikarbonatnog jona nastaje stanje neravnoteze, $to za posledicu ima i
oslobadanje jona kalcijuma koji se takode otpusta u rastvor. U procesu hemijskog
rastvaranja stene bitnu ulogu takode igraju pH vrednost i temperatura (rastvaranje stena
je intenzivnije pri niZim nego vi$im temperaturama, Milanovi¢ 1979).

Kao znacajan faktor u procesu karstifikacije javlja se vodopropusnost, 0dnosno
postojanje pukotina u karstu. 1z tog razloga, veliku ulogu u procesu karstifikacije mogu
igrati tektonski pokreti koji uti€¢u na formiranje brojnih pukotina i razloma u krtim
stenama kao $to su kre¢njak 1 dolomit, §to omogucéava prodiranje vode u dublje slojeve.
Pored tektonskih pukotina, znacajne su i pukotine relaksacije (nakon prestanka
delovanja odredenog pritiska na stanu, dolazi do ,,relaksacije® stene, pri ¢emu se mogu
formirati pukotine), ali i povrSinske pukotine koje nastaju kao posledica egzogenih
procesa (Milanovi¢ 1979).

Kao Sto je objasnjeno, proces karstifikacije zapocinje prodiranjem vode u
pukotine i rastvaranjem stene. Vremenom se pukotine Sire i formiraju se karstni kanali
koji su u pocetku malih, a kasnije ve¢ih dimenzija. U jednom momentu, stvaraju se
uslovi za turbulentno kretanje vode, §to predstavlja najznacajniji proces u karstifikaciji
jer tada voda, pored toga §to hemijski rastvara stenu, na nju deluje i mehanicki (proces
erozije), jer sa sobom nosi materijal razli¢itog porekla. Vremenom i sami kanali pocinju
da se obrusavaju, a samim tim i $ire (Milanovi¢ 1979).

Dubina do koje su stene zahvacene procesom Kkarstifikacije moze biti veoma
varijabilna (obi¢no sa dubinom stepen karstifikacije opada) i u Dinarskom karstu na

primer dostize dubinu od 250 m (Milanovi¢ 1979).
1.4.2.2. Podela i geomorfoloske karakteristike karsta
Podela karsta na razli¢ite tipove se moze izvrSiti na osnovu velikog broja

kriterijuma: uzimajuc¢i u obzir morfoloske elemente, hidrogeoloski aspekt, tektogenetski

pristup, vreme nastanka, dubinu do koje karst doseze, genetske osobine, strukturne
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elemente i mnoge druge karakteristike. U narednom tekstu bice prikazana podela karsta
na osnovu morfoloskih i hidrogeoloskih karakteristika (Milanovi¢ 1979).

Prema morfoloskim elementima, razlikuju se holokarst, merokarst i prelazni tip
karsta. Velike ogoljene stenovite povrSine koje karakteriSe odsustvo vegetacije i
obradivog zemljista su karakteristika podrucja holokarsta. Ovaj tip karsta razvijen je na
podrucju koje skoro u potpunosti grade rastvorljive karbonatne stene, zbog Cega se
karakteriSe velikom raznovrsnosc¢u kako povrsinskih, tako i podzemnih karstnih oblika 1
mogucénoscu za njihov dalji razvoj i1 nastanak novih. Kod merokarsta (koji se jo$ naziva
I pokriveni karst) karbonatni sediment prekriven je vegetacijom i obradivim
povrSinama. Za ovaj tip karsta se jo§ kaze da je “nepotpuni” karst i U odnosu na
holokarst, karbonatne stene u merokarstu su procesom karstifikacije zahvacene u manjoj
meri, zbog ¢ega su Karstni oblici retki. Prelazni tip karsta se odlikuje takvim stepenom
karstifikacije da se po karakteristikama nalazi izmedu holokarsta i merokarsta.

Jedna od podela sa hidrogeoloskog aspekta je podela karsta na karst platformi i
karst geosinklinala. Karst platformi odlikuje se horizontalnim ili blago nagnutim
slojevima 1 zaravnjenim reljefom. Ova podrucja su zbog slabije tektonike siromasSna
razlomnim elementima koji su glavni usmerivaci karstnog procesa. Karbonatne stene u
ovom tipu karsta sadrze veci procenat laporovite materije, pa je karstifikacija otezana.
Sa druge strane, geosinklinalni karst razvijen je u izrazito razlomljenim stenama u
kojima dominira veoma rastvorljivi kre¢njak, zbog ¢ega je proces karstifikacije izrazen.

Najuocljivija posledica procesa Kkarstifikacije su specificne geomorfoloske
karakteristike karsta, odnosno karakteristicna morfologija po kojoj se karstni regioni
razlikuju od ostalih. Najznacajniji morfoloSki oblici karsta su Skrape, vrtace, suve
doline, karstna polja, jame i pecine.

Skrape predstavljaju manje, ali najéesée karstne oblike, koji se formiraju u
kre¢njacima kao posledica hemijskog dejstva vode. Pukotinske Skrape obi¢no imaju
oblik jako proSirenih pukotina sa oStrim ivicama 1 strmim stranama., pri ¢emu cesto
dostizu dubinu izmedu 2 i 4 metra (retko dubina premasuje 5 metara), a Sirinu do jednog
metra. One koje se formiraju kao plitka udubljenja na horizontalnim povrsinama koja su
kruznog oblika, dubine su oko 30 cm (kamenice).

Vrtaée predstavljaju povrsinske karstne oblike u vidu udubljenja od nekoliko, pa

do vise desetina metara, a koje su levkastog, tanjirastog ili bunarastog oblika. Dno im je
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pokriveno crveniicom (nerastvorni ostatak nastao kao posledica rastvaranja krecnjaka),
ili debelim slojem sedimenta ako su vrta¢e duboke, a reda situacija je da pokrivaca
uopste nema. Nastaju takode kao posledica dejstva vode na kre¢njake naj¢esce na mestu
presecanja dva ili viSe razloma, ali mogu nastati 1 prolamanjem tavanica u kavernama i
karstnim kanalima koji se nalaze neposredno ispod povrSine terena. Na ravnijem terenu
broj vrtaca je veéi, ali su im dimenzije manje, dok je na brdovitom terenu obrnuto.

Suve doline karakteriSe odsustvo i stalnih 1 privremenih re¢nih tokova. Genetski
su vezane za process evolucije karsta, mada na njihov postanak uti¢e i tektonika i
litoloski sastav.

Karstna polja predstavljaju izolovane, zaravnjene i obradive povrSine u karstnim
regionima koje su prekrivene sedimentom. U njihovom postanku ulogu igra tektonika,
ali uticaja imaju i egzogeni faktori i procesi. Njihove osnovne karakteristike su: a)
zaravnjeni kvartarni pokriva¢ okruzen karstifikovanim karbonatnim masama koje se
izdizu iznad nivoa polja; b) izduzenog su oblika, a osa se poklapa sa pravcem pruzanja
struktura i slojeva; c) vrela, estavele i ponori se nalaze po obodu polja; d) stalni ili
povremeni tok se obi¢no formira izmedu najznacejnijeg ponora i vrela; ) najveci ponori
1 ponorske zone nalaze se u najnizem delu polja.

Jame 1 pecine ¢e detaljnije biti opisane u poglavlju ispod.

Od znacaja je pomenuti karstne hidro pojave: povremeni i stalni izvori (karstna
vrela), povremeni i stalni vodeni tokovi (rede stalni, ¢eS¢e povremeni koji se formiraju u
periodu obilnih padavina), ponori (jedan od simbola karsta i obi¢no se klasifikuju u
grupe u zavisnosti od kapaciteta primanja vode), estavele (pojave sa dvostrukom
hidroloskom funkcijom: u jednom periodu rade kao povremena vrela, a zatim kao

ponori) i vrulje (izvori koji se nalaze ispod nivoa mora).
1.4.2.2.1. Speleoloski objekti (jame i pecine)

Speleoloski objekti su najbolji pokazatelji raznovrsnosti geomorfoloskih procesa
u kre¢njackim terenima i njihove sloZenosti. Na njihovu raznovrsnost utiCu

rasprostranjenje, oblik karbonatne mase 1 odnos sa nekarbonatnim okruzenjem, kao 1

strukturno-tektonske karakteristike kre¢njaka. Njihova klasifikacija se zasniva na vise
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razli¢itih kriterijuma, od kojih su najpoznatije podele zasnovane na speleomorfoloskim i
hidrogeoloskim karakteristikama (Purovi¢ 1998).

Osnovni pokazatelj morfoloSke raznovrsnosti nekog speleoloskog objekta
predstavljaju nagib kanala, smer horizontalnog pruzanja, jednostavnost, povezanost i
njihov medusoban odnos (Purovi¢ 1998). U odnosu na nagib kanala, speleoloski objekti
se mogu podeliti na jame i peéine (Garasi¢ 1991).

Jame predstavljaju vertikalne ili subvertikalne karstne kanale (pod nagibom
izmedu 45-90 stepeni) koji se nalaze u zonama vertikalnih pukotina i koji imaju otvor
na povrsini terena. Pod snaznim su uticajem kako hemijskog, tako i mehanickog dejstva
vode, pa njihovi kanali i otvori mogu biti veoma $iroki (Milanovi¢ 1979).

Pecine predstavljaju prirodne otvore u steni koji se ¢esto nastavljaju u sistem
podzemnih kanala i dvorana i ¢ija dubina varira od nekoliko metara do nekoliko
kilometara. To su oni speleoloski objekti kod kojih se glavni kanal pruza horizontalno
ili ima mali nagib i koji preko jednog ili viSe otvora komuniciraju sa povrSinom terena
(Milanovi¢ 1979). VeliCina je varijabilna, pa se tako mogu sresti one koje su veoma
male, ali i one veoma velike, sa sloZzenim spletom dvorana, kanala i prolaza.

S obzirom da je nekada teSko odrediti da li je neki speleoloski objekat jama ili
pecina, uvedena je 1 treca kategorija koja podrazumeva kombinaciju ove dve prethodne
(Garasic¢ 1991).

Brojnost kanala 1 njihov medusobni odnos pokazatelj je slozenosti speleoloskog
objekta, pa se tako mogu razlikovati tri kategorije. Jednostavni speleoloski objekti su
oni objekti koji imaju samo jedan kanal koji se pruza horizontalno ili vertikalno i tu se
ubrajaju jednostavne pecine ili jame. SledeCa kategorija obuhvata neSto sloZenije
speleoloske objekte, koji pored glavnog kanala podrazumevaju i postojanje boc¢nih, ali
se svi pruzaju u istom nivou, pri ¢emu se ne preplicu. Kod trece kategorije koja se
odnosi na najslozenije speleoloSke objekte, pored glavnog kanala postoji 1 veliki broj
boc¢nih, pri ¢emu se svi mogu pruzati u razli€itim pravcima 1 pritom preplitati (Purovic¢
1998).

Prema hidrogeoloskoj funkciji, speleoloski objekti se dele na ponore, jame 1
pecine sa stalnom 1 povremenom hidroloskom funkcijom, speleoloSke izvorske objekte
(vrela) i speleoloske objekte sa slozenom hidrogeoloSkom funkcijom (ponor — izvor).

Ponori se formiraju zahvaljujué¢i pukotinskim sistemima, prisustvu vecih razloma,
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hemijsko mehani¢kom dejstvu vode i meduslojnim pukotinama. Dele se na vertikalne
(jamske) ponorske objekte i horizontalne (peéinske) ponorske objekte, a takode i na
ponore sa stalnom hidrogeoloskom funkcijom, povremenom hidrogeoloskom funkcijom
1 ponore van hidrogeoloske funkcije. U jame i1 peCine sa stalnom i1 povremenom
hidroloskom funkcijom spadaju objekti u koje voda isklju¢ivo dolazi podzemnim putem
sistemima malih kanala i pukotinskim sistemima, a zatim nestaje na kraju objekta. Dele
se na speleoloSke objekte sa stalnim podzemnim tokom, speleoloSke objekte sa
povremenim podzemnim tokom i speleoloske objekte sa ujezerenom vodom (sifonski
objekti). Speleoloskim izvorskim objektima (karstni izvori - vrela) poklanja se najveca
paznja. Njihova glavna karakteristika je da njihova izdasnost zavisi od padavina. Po
nacinu isticanja, dele se u dve grupe — gravitaciona (silazna) i sifonska (uzlazna) karstna
vrela. Speleoloski objekti sa slozenom hidrogeoloskom funkcijom (ponor — izvor) imaju
dvojaku funkciju: i ponorskog i izvorskog hidrogeoloskog objekta. Njihova glavna
karakteristika odnosi se na to da se mogu pratiti od mesta poniranja vode, do mesta
njenog isticanja. Dele se na aktivne i1 povremeno aktivne speleoloske objekte sa

sloZenom hidrogeoloskom funkcijom (Milanovi¢ 2012).

1.4.2.3. Rasprostranjenje karsta u Srbiji

Karst se generalno karakteri$e neravnomernom rasporedeno$cu u svetu: sa jedne
strane, na velikim podru¢jima kao $to su juzna Amerika i Skandinavija karsta gotovo da
nema, dok je Mediteran izuzetno bogat karsnim regionima. U Evropi se karstni regioni
nalaze na podrué¢ju Dinarida (koji se protezu od severozapadne Italije, preko Slovenije,
Hrvatske, Bosne 1 Hercegovine, Srbije, Crne Gore do jugoisto¢ne Albanije), Helenida
(Gréka), Apenina (Italija), Pirineja (Spanija), u podrugju Alpa, na Krimu i Kavkazu i u
zoni Karpato-balkanida (Milanovi¢ 1979).

U Srbiji (Slika 3) su dve najvece karstne oblasti karst jugoisto¢nog i isto¢nog
dela zemlje koji je deo jedinstvenog planinskog venca Karpato-balkanida i Unutrasnji
Dinaridi zapadne Srbije (Milanovi¢ 2012).
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Slika 3. Karst Srbije. Zuti delovi na mapi oznadavaju karst. | — Panonski basen; Il —

Unutra$nji Dinaridi zapadne Srbije; 11l — Sumadijsko—kopaoni¢ko—kosovska zona; 1V —
Srpsko kristalasto jezgro; V — Karpato-balkanidi; VI — Dakijski basen.
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Podru¢je Karpato-balkanida tokom geoloske istorije pretrpelo je brojne promene
Sto je rezultovalo nastankom slozene geoloske grade koja je uslovila raznovrsne
geomorfoloske oblike 1 procese. Ono Sto istice 1 izdvaja geomorfoloske karakteristike
0Vvog regiona je naglaSena ras¢lanjenost reljefa i izraZzena karstna morfologija. Sa jedne
strane zapazaju se planinski masivi, a sa druge, unutar regiona ili po obodu,
meduplaninske depresije. Delovi terena izgradeni od karbonatnih naslaga imaju debljinu
koja varira i krece se u Sirokim granicama od nekoliko desetina metara do 1000 metara.
Veoma su izrazeni kako povrSinski, tako i podzemni karstni oblici, medu kojima se
izdvajaju pecine (Filipovi¢ i sar. 2005).

Unutra$nji Dinaridi zapadne Srbije imaju znacajno rasprostranjenje. Dominira
brdsko-planinski reljef, s tim §to su u srediSnjem i juznom delu prisutni planinski
masivi, a nasuprot planinskim masivima kotline, odnosno potoline, u okviru kojih se u
odredenim delovima nalaze najnize kote terena. KarakteriSu se izrazito slozenom
tektonskom gradom i velikom poremecéenosc¢u zastupljenih geoloskih struktura nastalih
kao posledica tektonskih pokreta 1 prate¢ih magmatskih i vulkanskih procesa (Filipovié¢
i sar. 2005). Kre¢njaci, pogotovo oni srednjeg i gornjeg trijasa odlikuju se izrazito
karbonatnim sastavom. U severnom delu Unutrasnjih Dinarida zapadne Srbije, Lelicki
karst ima kontinualno pruZanje i obuhvata povrsinu od 300 km? otkrivenog karsta
(Milanovi¢ 2012).

Speleoloski objekti su rasprostranjeni u karstnim predelima Sirom sveta i njihove
dimenzije se krecu od jedva vidljivih pukotina, do kanala duzine vise desetina ili stotina
kilometara i1 dvorana povrSine i po viSe kvadratnih kilometara. U karstu Srbije obi¢no
preovladuju pukotine i manje Supljine (kanali malih dimenzija i manje kaverne), ali nije
retka i pojava vecih speleoloskih objekata duzine kanala od nekoliko desetina, stotina ili
hiljada metara. Karst Srbije karakteriSe postojanje velikog broja kratkih i jednostavnih
pec¢ina 1 odsustvo velikih pecinskih sistema. Kod vecine velikih pe¢ina zapaza se
odsustvo bo¢nih i sporednih kanala, §to ukazuje na siromastvo podzemnih tokova. Cak i
neke od najduzih pecina (na primer Bogovinska pe¢ina) su predstavljene jednostavnim
kanalima u kojima se nalaze manje ili vece dvorane. Lazareva pecina, na primer,
predstavlja pravi pecinski sistem koji se sastoji od spletova hodnika, kanala i dvorana

rasporedenih u viSe horizonata (Milanovi¢ 2012).
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Karst isto¢ne Srbije generalno se karakteriSe prisustvom jama ili peéina sa
stalnom ili povremenom hidrogeoloskom funkcijom. U viSim karstnim terenima
speleoloski objekti se uglavnom javljaju kao aktivni ponori i ponorske zone Cija je
glavna uloga sprovodenje velikih voda u podzemlje. Na kre¢njackim masivima koje
predstavljaju oblasti bez ili sa veoma slabim povrSinskim oticanjem, javlja se najveci
broj plitkih jama (Milanovi¢ 2012).

U povrSinskom karstnom reljefu zapadne Srbije dominiraju skar§¢ene doline sa
velikim brojem manjih uvala i1 vrtaca (Milanovi¢ 2012). Pec¢ine se ovde javljaju i u
ponorskim i u izvorskim zonama, odnosno na gornjem i donjem obodu kre¢njackih
pojaseva (Petrovi¢ 1976). Ponorski objekti su uglavnom sastavljeni od vise kanala u
razli¢itim nivoima. Oticanje podzemnih re¢nih tokova prati pravce razvoja speleoloskih
objekata (Milanovi¢ 2012). U zapadnoj Srbiji izostaju karbonatne tvorevine pogodne za

razvoj vecih speleoloskih objekata (Purovi¢ 1998).

1.5. Aerofitske cijanobakterije i alge na stenovitim povrsinama

1.5.1. Aerofitske cijanobakterije i alge na prirodnim stenovitim povrSinama i

gradevinskim konstrukcijama

Fototrofni mikroorganizmi (cijanobakterije 1 alge) mogu naseliti razlicite
stenovite supstrate, kako one koji se javljaju u prirodi, tako i one koji su sastavni deo
razli¢itih gradevinskih konstrukcija (kre¢njak, pescar, granit, mermer, dolomit, malter
itd.) (Albertano 2012). Studije koje se fokusiraju na zajednice fototrofnih organizama
koje naseljavaju stene u prirodi pokrivaju umerene, polarne regione, kao i trope i
suptrope, pri ¢emu se ispituju one zajednice koje naseljavaju izlozene stene, ali i one
koje kolonizuju razli¢ita hipogejska stanista medu kojima su i peéine (Albertano 2012).
Takode, veliki broj studija se fokusira i na zajednice aerofitskih cijanobakterija 1 algi
koje naseljavaju razlicite gradevinske konstrukcije, bilo da su novijeg datuma ili ne, pri
¢emu je posebna paznja usmerena na objekte kulturne bastine (Albertano 2012; Macedo
I sar. 2009). Kada se uzima u obzir diverzitet fototrofnih mikroorganizama, znatno
manji broj taksona belezi se na gradevinama nego na prirodnim stenovitim povr$inama.

Jedan od razloga za to moze biti upotreba razlicitih vrsta hemikalija u oblikovanju
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razli¢itih materijala koji se korsite u izgradnji objekata, a koje imaju za cilj da
poboljsaju i unaprede osobine gradevinskog materijala. Upotreba tih hemikalija za
posledicu Cesto ima ogranicen razvoj biofilma. Takode, mnoge studije koje se bave
fototrofnim mikroorganizmima koji se razvijaju na razli¢itim gradevinama pre svega
imaju za cilj proucavanje procesa deterioracije, dok je diverzitet mikroorganizama u
drugom planu. Najveéi broj studija koje opisuju fototrofne mikroorganizme sa stena
potice iz Evrope, pri ¢emu su to ve¢inom zajednice mikroorganizama koje se razvijaju
na kre¢njaku. Na kre¢njackim povrSinama razvijaju se razliCite grupe fototrofnih
mikroorganizama, ali su ¢esto cijanobakterije dominantne. Sto se pe§¢ara tice, epilitna
flora na ovom supstratu je generalno dosta siromasna i slabo istrazena. Studije
evropskih nau¢nika uglavnom isti¢u da su na pe$¢aru zastupljenije zelene i silikatne
alge u odnosu na cijanobakterije. Razlog za nizak diverzitet cijanobakterija na pe$caru

moze biti relativno nizak pH supstrata (Hauer i sar. 2015; Macedo i sar. 2009).

1.5.2. Zivotne forme aerofitskih cijanobakterija i algi na stenovitim povrinama

Kao $to je ve¢ napomenuto, Stene u svakom smislu predstavljaju veoma
specificno mesto za zivot fototrofnih mikroorganizama i mogu se kategorisati kao
ekstremno staniste ukoliko se uzmu u obzir glavni ograni¢avajuci faktori za rast i razvoj
fototrofa: nedostatak vode i nutrijenata, ali i kolebanja temperature i intenziteta svetlosti
(Hauer i sar. 2015). Specificna zajednica mikroorganizama koja se na ovim supstratima
razvija rezultat je kombinacije karakteristika supstrata, razli¢itih faktora sredine, ali i
medusobnih interakcija mikroorganizama. Nekada variranja u vrednostima ekoloskih
faktora mogu voditi do formiranja razli¢itih mikrostanista u razli¢ito vreme (Hauer i sar.
2015; Albertano 2012; Casamatta i sar. 2002). Fototrofni mikroorganizmi Kkoji
naseljavaju stene dele se pre svega na epilitske i endolitske cijanobakterije i alge, pri
¢emu se endolitske dele u viSe grupa (prema Golubi¢ 1981): hazmoendolitske,
kriptoendolitske i euendolitske. Epilitske cijanobakterije i alge naseljavaju povrSinu
stene; hazmoendoliti naseljavaju pukotine ili udubljenja na povrsini stena Koje su
povezane sa spoljasnjom sredinom; kriptoendolitske cijanobakterije i alge rastu unutar

poroznih stena u kojima se ve¢ nalazi formirana mreza otvorenih kanala ili prostora, dok
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euendoliti aktivno, fizickim i hemijskim putem, razlazu stenu i duboko prodiru u
unutras$njost supstrata (Albertano 2012; Keshari i Adhikary 2014).

Istrazivai se pre svega uglavnom fokusiraju na epilitsku zajednicu
mikroorganizama koja se razvija na stenama, jer je takva zajednica mikroorganizama
pre svega lako uocljiva i lako ju je uzorkovati. Najcesce u epilitskom biofilmu
dominiraju cijanobakterije koje imaju veliki broj vaznih uloga (primarni kolonizatori,
fiksatori atmosferskog azota, uzroc¢nici deterioracije) (Hauer i sar 2015). Sa druge
strane, endolitski rast fototrofnih mikroorganizama se u stenama ¢esto moze prevideti i
neki autori smatraju da postoji Sansa da su endolitske alge ¢ak i rasprostranjenije nego
epilitske. U prilog tome ide i ¢injenica da vecina endolitskih cijanobakterija moze da se
razvije i epilitski na steni ukoliko su im uslovi povoljni (Asencio i Aboal 2000a).
Dubine do kojih endoliti u stenama dosezu veoma variraju i pre svega zavise od tipa
stene, odnosno od toga do koje dubine svetlost prodire u stenu. Obi¢no se razvijaju do 3
mm dubine. Medutim, u bazaltnim stenama dubina do koje endoliti dosezu je dosta
manja, dok se u stenama koje su formirane od velikih kristala kao $to je kvarc, mogu
naci i na mnogo ve¢im dubinama (Pentecost i Whitton 2012). Kolonizacija endolitskih
stani§ta mozZe biti strategija za prezivljavanje ekstremnih uslova sredine, odnosno
razli¢itih stresova kao §to su letalno UV zrafenje, veoma visoka ili niska temperatura,
izrazit nedostatak vode. Pri ovoj kombinaciji faktora spoljas$nje sredine, povrSina stena
izgleda potpuno sterilno; medutim, dovoljan je samo 1 mm stene da mikroorganizme
zaStiti 1 omoguci im okruZenje u kome ¢e oni moci da rastu i da se razvijaju. 1z tog
razloga fototrofni mikroorganizmi ¢esto kolonizuju unutrasnjost stena, kako u polarnim
predelima, tako i u pustinjama (na primer Atakama pustinja, jedno od najsusnijih mesta

na planeti, Wierzchos i sar. 2015).

1.5.3. Aerofitske cijanobakterije i alge na stenama i proces deterioracije

Deterioraciju odredenog supstrata uzrokuju kako aboticki (fizi¢ki i hemijski
procesi), tako 1 bioticki faktori, ali jasna granica izmedu njih ne postoji. Bioticki faktori
se odnose na dejstvo mikroorganizama koji vremenom pocinju negativno da uti¢u na
supstrat na kome se razvijaju, naru$avaju¢i njegovu strukturu, ali i izgled. Deterioracija

je prvobitno definisana od strane Hueck-a (1965) kao ,,bilo koja nezeljena promena u
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osobinama odredenog supstrata ili materijala koja je wuzrokovana aktivnoScu
organizama“. Te promene variraju od velikih i ireverzibilnih, koje se karakteriSu
velikim osSte¢enjem supstrata, do manjih koje na prvi pogled uopste nisu uocljive.

Deterioracija stenovitih supstrata od strane fototrofnih mikroorganizama
uglavnom zavisi od njihovih medusobnih interakcija, a transformacija supstrata u
direktnoj je vezi sa stepenom adhezije organizama za podlogu. Nakon uspesne adhezije
formira se biofilm cija je stuktura obi¢no takva da su mikroorganizmi rasporedeni u
grupicama izmedu kojih su praznine koje omogucavaju cirkulaciju razli¢itih te¢nosti,
supstanci i nutrijenata (Pinna i Salvadori 2008). Organizmi interaguju sa supstratom
preko razli¢itih molekula i struktura koje poseduju, i fizi¢ki 1 hemijski.

Procesi fizicke prirode podrazumevaju sve one procese U kojima
mikroorganizmi svojim kretanjem ili rastom mehanicki deluju na supstrat tako Sto
“razmicu” zrna, odnosno slabe veze izmedu delova supstrata. Ti delovi supstrata 1 dalje
imaju isti hemijski sastav, ali su podlozniji raspadanju, odnosno dejstvu razli¢itih
faktora sredine — voda, kiSa, zamrzavanje itd. Omotaci cijanobakterija ovde mogu igrati
veliku ulogu, usled Ceste dehidratacije i rehidratacije (Pinna i Salvadori 2008).

Hemijsko razaranje supstrata je posledica razli¢itih metabolickih procesa
organizama, odnosno produkcije prelaznih ili sekundarnih produkata metabolizma ili
odredenih enzima koji se mogu ciljano izlucivati u cilju koriS¢enja nutrijenata iz
supstrata. Hemijsko razaranje supstrata odvija se na razli¢ite nacine i ukljucuje:
acidolizu (oslobadanje H" jona od strane mikroorganizama), kompleksolizu (formiranje
kompleksa razli¢itih jedinjenja), dejstvo alkalnih jedinjenja koja neki organizmi mogu
produkovati, selektivna mobilizacija i akumulacija elemenata (na primer joni
kalcijuma), razmena katjona sa supstratom (uronske kiseline EPS-a), degradacija
supstrata pomoc¢u enzima i produkcija pigmenata. Fizicka i hemijska deterioracija
supstrata su obi¢no simultani procesi, a koji ¢e u odredenom trenutku biti dominantan,
zavisi od vrste supstrata, zajednice organizama koja se na njemu razvija i sredinskh
uslova (Pinna i Salvadori 2008).

Epilitski fototrofni mikroorganizmi svojim rastom 1 razvojem utiu na
formiranje raznih udubljenja i drugih nepravilnosti na stenama, pri ¢emu se obezbeduje
veéi raspon mikrostanista koja mogu kolonizovati novi organizmi. Neki smatraju da su,

ako posmatramo fototrofne mikroorganizme, glavni uzrocnici deterioracije ipak

30



endolitski predstavnici jer formiraju pogodno staniSte za kolonizaciju jo§ opasnijih
biodeteriogena kao $to su gljive, mahovine i viSe biljke (Keshari i Adhikary 2014).
Medutim, mikroorganizmi koji se razvijaju na odredenom supstratu ne moraju biti
direktni uzrocnici deterioracije. Biofilm se obi¢no sporo razvija i oSte¢enja koja nanosi
supstratu mogu biti vidljiva tek nakon nekoliko, pa i viSe desetina, godina. Neki autori
cak tvrde da biofilm ima vise pozitivnih efekata na podlogu na kojoj se razvija, odnosno
da u stvari §titi stenu od vetra, vode, padavina i negativnih uticaja spoljasnje sredine
(Pinna i Salvadori 2008).

1.5.4. Aerofitske cijanobakterije i alge na stenama i proces kalcifikacije

Kao $to je ve¢ napomenuto, biofilm igra vaznu ulogu u procesima mobilizacije
kalcijuma iz podloge od strane razli¢itih mikroorganizama. Anjonska priroda EPS-a
odgovorna je za vezivanje katjona, tako da moze formirati mesta nukleacije za
mineralizaciju. Joni kalcijuma se mobiliSu iz supstrata i taloZe na polisaharidne omotace
u formi kalcijum karbonata, prate¢i pri tom oblik ¢elija (Pinna i Salvadori 2008). U
vecini slucajeva kalcifikacija je pod bioloskom kontrolom, ali mehanizmi ovog procesa
nisu u potpunosti razjasnjeni (Stal 2012). U hipogejskim staniStima, narocito pecinama,
kalcifikacija i talozenje CaCOjz je proces koji se Cesto zapaza na filamentima
cijanobakterija. Iako ovaj proces mobilizacije kalcijuma iz podloge i njegovog talozenja
na omotace igra veliku ulogu u deterioraciji stene, postoje indicije da ovaj process moze
biti jedan od nacina za konzervaciju kulturnog nasleda (Le Metayer-Levrel i sar. 1999;
De Muynck i sar. 2010).

1.6. Aerofitske cijanobakterije i alge u peéinskim stani§tima

Pec¢ine predstavljaju hipogejska stanista koja obuhvataju Sirok spektar veoma
raznovrsnih Kkarstnih formacija (Lamprinou i sar. 2009). Sirom sveta veoma su
zastupljene pecine nastale u kre¢njaku, odnosno kre¢njacke pecine (Herndndez -Mariné
i sar. 2001; Lamprinou i sar. 2012a; Roldan i sar. 2004). Na osnovu geoloskih ili

arheoloskih karakteristika, mnoge od njih su zastiCene (Urzi i sar. 2010) i uvr$éene u
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listu UNESCO-a, pri ¢emu se njihov broj iz godine u godinu poveéava (Czerwik-
Marcinkowska 2013).

Smatra se da su pecine uglavnom zatvorena staniSta u smislu kruZzenja materije i
protoka energije. Protok energije je zapravo minimalan i sastoji se uglavnom u razmeni
toplote izmedu atmosfere i stenovitog supstrata (Grobbelaar 2000). Situacija se menja
onog trenutka kada se peéine prilagodavaju za turisticke posete. Prilagodavanjem pecine
dejstvo faktora spolja$nje sredine na do tada netaknuti pecinski ekosistem postaje
izrazenije, §to dovodi do promena u mikroklimatskim karakteristikama (Urzi i sar.
2010). Razmena materije i energije postaje izrazenija, odnosno priliv nutrijenata je
pojacan (Mulec i sar. 2008).

Abioticki 1 bioticki faktori u hipogejskim staniStima su u delikatnom
ekvilibrijumu (Pantazidou i Roussomoustakaki 2005). U smislu abiotickih faktora,
unutra$njost pecine predstavlja specificno staniste (Lamprinou i sar. 2012a) koje se
karakterise odsustvom sezona (Cennamo i sar. 2012), kao i stabilnom temperaturom i
relativnom vlazno$¢u vazduha tokom cele godine (Czerwik-Marcinkowska 2013;
Herndndez-Mariné i Canals 1994; Lamprinou i sar. 2009, 2012a; Martinez i Asencio
2010; Poulickova i Hasler 2007). Prosecna godisnja temperatura, ¢ije su fluktuacije
veoma male (Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska 2011), dovodi se u vezu sa
temperaturom stena i obrnuto je srazmerna sa relativnom vlaznos¢u vazduha. Za razliku
od pomenutih parametara, intenzitet svetlosti varira i menja se kako se ide od ulaza ka
unutra$njosti (Martinez i Asencio 2010). Prema Tobin i saradnicima (2013) u odnosu na
intenzitet svetlosti pec¢ina se moze podeliti na tri zone: zona ulaza, prelazna zona i
duboka pecinska zona (zona potpunog mraka), dok je prema Lamprinou i saradnicima
(2012a) treca zona ustvari zona prigusenog svetla. U smislu koli¢ine nutrijenata, pecine
predstavljaju oligotrofnu sredinu (Czerwik-Marcinkowska 2013; Cennamo i sar. 2012;
Mulec i sar. 2008; Urzi i sar. 2010) koja se oslanja na organsku materiju koja dospeva iz
spoljasnje sredine vodom, vazduSnim strujama i zivotinjama (Mazina i Maximov 2011).

Kre¢njacke pecine predstavljaju specifi¢na stanista za razliite vrste organizama
(Hernandez-Mariné i sar. 2001; Lamprinou i sar. 2012a; Roldan i sar. 2004). Za
organizme koji naseljavaju pecine se sa jedne strane smatra da naseljavaju ekstremna
staniSta (pre svega u smislu nedostatka nutrijenata) (Czerwik-Marcinkowska 2013), a sa

druge strane da su nasli utociste, odnosno skloniste, u kojem mogu nesmetano da se
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razvijaju, s obzirom da su uslovi u pecinama relativno stabilni i bez vec¢ih kolebanja
(Lamprinou i sar. 2009). U mnogim evropskim pe¢inama moze se zapaziti da su zidovi,
plafoni, kao i sediment pecina kolonizovani razli¢itim mikroorganizmima/organizmima
koji najceS¢e zajedno formiraju biofilmove (Poulickovd i Hasler 2007). Bitna
komponenta biofilmova jesu fototrofni mikroorganizmi koji ¢esto igraju klju¢nu ulogu
u kolonizaciji razli¢itih supstrata u pe¢inama. Pre svega, fototrofni mikroorganizmi se
razvijaju na samim ulazima pecina, ali 1 u unutrasnjosti nedaleko od vestackog
osvetljenja, Sto predstavlja zajednicu koja se naziva lampenflora (Albertano i Urzi 1999;
Czerwik-Marcinkowska 2013; Mulec 2005, 2008). Takode se povremeno mogu javiti i
u mrac¢nim delovima pecine, ali je njihovo prisustvo tu privremeno (Gunn 2004). U
prirodnom nenaru$enom pecinskom staniStu postoji balans izmedu razlicitih grupa
mikroorganizama (Saiz-Jimenez 2012). Nakon prilagodavanja i instalacije osvetljenja,
menja se mikroklima (Czerwik-Marcinkowska 2013), akumulira se organska materija,
pri ¢emu se razvijaju fototrofi i naruSava se balans Kkoji je tu postojao (Mazina i
Maximov 2011). Takode, mnogi novi mikroorganizmi mogu dospeti iz spoljasnje
sredine, koji zbog novonastalih uslova, mogu biti kompetitivniji u odnosu na one Kkoji
kao nativni postoje u pe¢inama (Mulec i sar 2008). Smatra se da je svetlost glavni faktor
koji utiCe na rast i razvoj fototrofnih mikroorganizama u ovim hipogejskim stanistima i
dubina do koje se prostiru biofilmovi direktno zavisi od ovog parametra (Urzi i sar.
2010). Posto je temperatura stabilna, kao i relativna vlaznost koja je obi¢no visoka, od
svetlosti zavisi da li ¢e zajednice koje se razvijaju biti autotrofi ili heterotrofi (Albertano
2012). Prisustvo vodenih tokova kao i povremenih i prokapnih voda takode imaju
uticaja na razvoj fototrofnih mikroorganizama (Mulec i sar. 2008). Na suvljim mestima
se obicno razvijaju oni taksoni koji su medu najtolerantnijima u odnosu na isusivanje
(Potts 1994; Poulickova i Hasler 2007). Bitni parametri koji uti¢u na rast i razvoj
cijanobakterija i algi su i fizicko-hemijske karakteristike supstrata (pH, hemija,
poroznost) (Lamprinou i sar. 2012a; Pantazidou i Roussomoustakaki 2005; Pentecost i
Whitton 2012). Pored pomenutih faktora, treba uzeti u obzir i mnoge druge parametre,
medu kojima su lokacija pecine, dimenzije i morfologija ulaza, orijentacija i
mikroklimatski parametri (Czerwik-Marcinkowska 2013; Martinez i Asencio 2010).
Razvoj fototrofa u pe¢inama Cesto rezultuje u degradaciji supstrata (Mazina i Maximov

2011; Pentecost i Whitton 2012), gde cijanobakterije i alge ¢esto modifikuju krecnjacke
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povrsine usled sinteze razli¢itih produkata metabolizma (Smith i Olson 2007) i ugljene
kiseline tokom respiracije (Marathe i Chaudhari 1975).

U primarne producente u pe¢inama Se ubrajaju cijanobakterije i alge (Piano i sar.
2015) koje u zadnje vreme privlace sve vise paznje (Cennamo i sar. 2012). Jos 1967.
godine, S. Golubi¢ je izucavao aerofitske cijanobakterije i alge Dinarskog karsta (Hauer
I sar. 2015). Cijanobakterije, prvi kolonizatori mnogih supstrata, obi¢no su dominantni
fototrofi u pecinama i srecu se kao epiliti i endoliti (Lamprinou i sar. 2009; Smith i
Olson 2007). Taksoni koji se u pe¢inama nalaze dele se na tri grupe: troglobitske vrste -
obligatorni kavernikoli koji ne mogu preziveti van pecine, troglofilne vrste — zive i
reprodukuju se u pec¢inama i troglokseni¢ne vrste — sluc¢ajno dospevaju u pecinska
staniSta (Lamprinou i sar. 2012a). Ako uzmemo u obzir cijanobakterije, Loriella
osteophila i Scytonema julianum se na primer mogu smatrati troglofilnim vrstama, dok
se Geitleria calcarea, Herpyzonema pulverulentum i Symphyonema cavernicolum mogu
smatrati obligatornim kavernikolnim taksonima (Hoffmann 2002; Lamprinou i sar.
2012a).

U principu smatra se da su, s obzirom na to da su pecine oligotrofna stanista,
diverzitet vrsta i njihova biomasa veoma mali (Albertano i Urzi 1999; Lamprinou i sar.
2009; Poulickova i Hasler 2007) i da pe¢ine uglavnom naseljavaju kosmopolitske vrste
(Mulec i sar. 2008). Medutim, iz hipogejskih staniSta opisan je znacajan broj novih
taksona za nauku, pa se moZe pretpostaviti da ovi specifi¢ni ekosistemi favorizuju
specijaciju (Lamprinou i sar. 2009). Neki od taksona cijanobakterija koji su opisani iz
pecinskih stanista su: Asterocapsa gloeotheceformis, Asterocapsa hyalina, Asterocapsa
trochiscioides (Chu 1952), Chlorogloea novacekii (Komarek i Montejano 1994),
Chroococcidiopsis kashaii (Friedmann 1961), Geitleria calcarea (Friedmann 1955),
Geitleria floridana (Friedmann 1979), Herpyzonema pulverulentum (Hernandez-Mariné
i Canals 1994), Iphinoe spelaeobios, Loriellopsis cavernicola (Lamprinou i sar. 2011,
2013a), Nephrococcus serbicus (Popovic i sar. 2016a), Oculatella subterranea (Zammit
I sar. 2012), Phormidium melanochroun (Lamprinou i sar. 2013b), Spelaeopogon
sommierii (Borzi 1917), Symphyonema cavernicolum (Asencio i sar. 1996), Toxopsis
calypsus (Lamprinou i sar. 2012b).

Hipogejska stanista i mikroorganizmi u njima proucavaju se Sa razli¢ith aspekata

Sirom sveta I neke od publikacija predstavljene su ispod:
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Tabela 1. Primeri publikacija o fototrofnim mikroorganizmima iz hipogejskih stanista.

Drzava u Kkojoj se nalazi

hipogejsko staniSte

Publikacija

Belgija Garbacki i sar. 1999
Brazil Sant’Anna i sar. 1991
Ceska Faimon i sar. 2002; Pouli¢kova i Hasler 2007
Mason-Williams 1966; Pentecost 1993, 2011; Pentecost i Zhaohio
Engleska )
2001; Pentecost i Zhang 2004
Bastian i Alabouvette 2009; Borderie i sar. 2011, 2014; Bourelly i
Francuska ) o
Dupuy 1973; Leclerc i sar. 1983; Lefévre i sar. 1964
Anagnostidis i sar. 1982; Lamprinou i sar. 2009, 2011; 20123, b;
Gréka
2013a, b; 2014
- Abdelahad 1989; Abdelahad i Bazzichelli 1988; Borzi 1917,
talija
! Cennamo i sar. 2012; Giordano i sar. 2000; Skuja 1970
Izrael Dor i Dor 1999; Friedmann 1964; Vinogradova i sar. 1998, 2009
Japan Kashima i sar. 1987
Kina Tian i He 1996
Malezija Lundberg i McFarlane 2011
Claus 1962, 1964; Hajdu 1966; Kol 1966; Palik 1964; Rajczy 1986;
Madarska
Verseghy 1964
Makedonija Tofilovska 2014; Tofilovska i sar. 2014
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2. CILJEVI RADA

Predmet ove doktorske disertacije je analiza zajednice aerofitskih cijanobakterija
1 algi sa stenovitog supstrata odabranih pecina sa teritorije Srbije. Analiza pre svega
obuhvata ispitivanje epilitskih cijanobakterija i algi koje ulaze u sastav biofilma koji se
razvija pre svega na stenovitoj podlozi peéinskih ulaza i/ili unutrasnjosti pecéine, ali u
odabranim pec¢inama ukljucuje i zajednicu endolitskih cijanobakterija i1 algi koje se
razvijaju u stenovitom supstratu. Posebna paznja je posvecena morfologiji, izgledu
biofilma i njegovim komponentama, analizi stenovitog supstrata, kao i statistickim
analizama koje su imale za cilj da ukazu na povezanost zajednice aerofitskih fototrofnih
mikroorganizama i razli¢itih ekoloskih parametara.

Na odabranim wuzorcima, ispitivana je problematika sezonske dinamike
aerofitskih cijanobakterija i1 algi, kvantitativne analize i nacini procene biomase

cijanobakterija i algi.

Naucni ciljevi disertacije su:

. Utvrdivanje izgleda biofilma i polozaja i udaljenosti svake tacke uzorkovanja od

ulaza ili veStackog osvetljenja.

. Utvrdivanje ekoloskih parametara (temperature, relativne vlaZnosti vazduha 1

intenziteta svetlosti) na svakoj tac¢ki uzorkovanja.

. Odredivanje koncentracije hlorofila a, kao indirektnog kvantitativnog

pokazatelja primarne produkcije fototrofnih mikroorganizama u biofilmu.

. Odredivanje sadrzaja vode, organske 1 neorganske materije po jedinici mase 1 po

jedinici povrsine u svakom uzorku biofilma.
. Utvrdivanje strukture zajednice aerofitskih cijanobakterija i algi, odnosno

ukupnog diverziteta aerofitskih cijanobakterija i algi, na osnovu svih uzoraka biofilma i

endolitskih uzoraka uzetih iz istrazivanih pecina i pojedinacno na nivou svake pecine
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(sa posebnim osvrtom na diverzitet cijanobakterija, odnosno kokoidnih, homocitnih i
heterocitnih formi, dominaciju odredenih taksona ili njihovu pojavu u samo jednoj

pecini).

. Utvrdivanje sezonske dinamike aerofitskih cijanobakterija i algi u uzorcima

biofilma na primeru peéina Samar i Jezava.

. Kvantitativna analiza odabranih uzoraka biofilma iz pe¢ina Vernjikica i Deguri¢,
odredivanje brojnosti cijanobakterija i algi, kao i odredivanje biomase i utvrdivanje

dominantnih taksona u ovim uzorcima biofilma.

. Utvrdivanje detaljne morfologije biofilma reprezentativnih uzoraka svetlosnim,
konfokalnim i skening elektronskim mikroskopom opremljenim energetsko
disperzivnim spektrofotometrom, sa posebnim akcentom na analizu retkih taksona i
prikaz izgleda razli¢itih uzoraka biofilma u kome dominiraju razli¢ite morfoloSke i

ekoloske grupe cijanobakterija i algi.

. Petrografska analiza stenovitog supstrata na nivou pecine.

. Obrada dobijenih rezultata u programu za multivarijantnu analizu ekoloskih
podataka — CANOCO.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Opis istrazivanih pecina

Prema unapred definisanom planu, uzorkovanje je vrSeno u odabranim pe¢inama
zapadne, isto¢ne 1 jugoistocne Srbije tokom 2014., 2015. 1 2016. godine (ukupno 15
pec¢ina (Slika 4)). Sledece pripadaju geostrukturnoj jedinici Unutrasnjih Dinarida
zapadne Srbije: Bozanina pecina, Ribni¢ka pecina, Hadzi Prodanova pecéina, R¢anska
pecina, Deguricka pecina i Petni¢ka pecina. Odabrane pecine Karpato-balkanskog
karsta obuhvatile su lokalitete isto¢ne i jugoisto¢ne Srbije. Pecine isto¢ne Srbije su:
pecina Vernjikica, Lazareva pecina, pecina kod Sove, Bogovinska pe¢ina i Mandina
pecina, a jugoistocne Srbije: pe¢ina Samar, pecina Jezava, Cerjanska pecina — vrelo kod

Kravlja i Prekonoska pecina.

= el

Velika Morava
e S

Slika 4. Pecine sa teritorije Srbije u kojima je vrS§eno uzorkovanje: 1 — BoZanina peéina,
2 — Ribnic¢ka pecina, 3 — HadZi Prodanova peéina, 4 — Deguri¢ka pecina, 5 — R¢anska
pe¢ina, 6 — pecina Vernjikica, 7 — pe¢ina kod Sove, 8 — Lazareva pecina, 9 —
Bogovinska peéina, 10 — Mandina pecina, 11 — Cerjanska pecina — povremeno vrelo
kod Kravlja, 12 — Prekonoska pecina, 13 — Petnicka peéina, 14 — pecina Samar i 15 —

pecina Jezava.
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Sto se ti¢e podele na osnovu hidrogeoloske funkcije, pe¢ine se takode mogu
svrstati u grupe u zavisnosti od toga da li su u pitanju pecine sa stalnom i povremenom
hidroloskom funkcijom, speleoloSki izvorski objekti (vrela) i speleoloSki objekti sa
sloZzenom hidrogeoloskom funkcijom (ponor — izvor). Pravi ponori nisu ukljuceni u
studiju, a neke pecine spadaju u grupu suvih i hidroloski neaktivnih speleoloskih

objekata.

3.1.1. BoZanina pe¢ina

Bozanina pecina (Slika 5) se nalazi u zapadnoj Srbiji, u Zlatiborskom okrugu, u

selu Visoka, opstina Arilje (43° 38' 12,5" N; 19° 55'25,21" E).

Slika 5. BoZanina peéina.

Pecina je poznata kao Bozanina pe¢ina samo lokalnom stanovniStvu i nije lako
pristupacna, niti istraZzena. Ova mala kre¢njacka pec¢ina ima ulaz oblika trougla koji je
Sirok oko 20 m i visok oko 7 m (kada se meri najveca udaljenost od zemlje). Ispred
ulaza koji je okrenut ka jugozapadu, zapaZena je razvijena vegetacija (nisko rastinje,
kao 1 drvec¢e). U pecini je primetno prisustvo prokapnih voda. Onoliko koliko je nama

bilo vidljivo, pe¢ina nije duboka. Medutim, s obzirom na to da ovaj kraj nije istrazen, ne
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moze se pouzdano govoriti 0 njenoj dubini 1 potencijalnim geoloskim karakteristikama.

Takode, faunisti¢ke studije nikada nisu radene.

3.1.2. Ribnic¢ka peéina

U zapadnom delu Srbije, u dolini reke Ribnice, pritoke Kolubare, u selu Pastri¢,
9 km juZzno od Mionice nalazi se jedinstvena pec¢ina u Srbiji, speleoloSki objekat od
znacaja, Ribnicka pecéina (44° 12' 20,27" N; 20° 5' 32,59" E). Pecina lezi na visini od
231 m n.v. u podnozju krednog odseka i nalazi se 1 m iznad korita reke Ribnice (Slika
6).

" b -

e

Slika 6. Ribnicka pecina.

Ulaz je oblika trougla, 12 m visok 1 25 m Sirok. Ukupna duzina pecine je 123 m 1
karakteriSe je postojanje jedne glavne dvorane Ccije je dno prekriveno recnim
sedimentom iz koje se grana nekoliko kracih kanala. 1z jednog od njih sifonski istice
recni tok, proti¢e kroz glavnu dvoranu i uliva se u Ribnicu. Peéina je poznata i po
veoma raznovrsnoj fauni slepih miSeva, od kojih su 15 vrsta stalni stanovnici ove peéine
(Purovi¢ 1998). U pecini su pronadeni i dokazi boravka lovaca s kraja ledenog doba —

ognjista, alati i oruda (http://mionica.co.rs/ribnicka-pecina-selo-pastric). S obzirom na

dimenzije pe¢inskog ulaza i glavne dvorane Ribnicke pecine, pecinska mikroklima je
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pod znacajnim uticajem sezonskih, a verovatno i dnevnih kolebanja meteoroloskih

Cinilaca (pre svega temperature) spoljasnje sredine.

3.1.3. Hadzi Prodanova peéina

U zapadnoj Srbiji, sedam kilometara od Ivanjice, u dolini Ras¢anske reke, desne
pritoke Moravice nalazi se jo$ jedno prirodno zasticeno dobro, HadZi Prodanova peéina
(43° 37" 38,78" N; 20° 14' 25,30" E). Hadzi Prodanova Pecina je dobila ime po
Karadordevom vojvodi Hadzi-Prodanu Gligorijevicu, koji je tokom srpskog ustanka
1814. godine, poznatog kao Hadzi Prodanova buna, u pecinu sklanjao zbegove od
Turaka (http://www.panacomp.net/hadzi-prodanova-pecina/). Kraski predeo gde se
pe¢ina nalazi ¢ine srednje 1 gornje trijaski masivni krecnjaci male debljine.
Karakteristika kre¢njaka je prisustvo velikog broja dubokih, najceSé¢e vertikalnih
pukotina, pri ¢emu se i sam otvor peéine nalazi odmah uz jako prosirenu pukotinu koja
preseca krec¢njacki odsek od vrha do dna (Petrovi¢ 1976). Ulaz u HadZzi Prodanovu
pecinu (Slika 7) lezi na visini od 630 m, oko 25 m iznad dna doline, a ukupna duzina

ispitanih kanala iznosi 420 m.

Slika 7. Hadzi Prodanova pecina (fotografija levo preuzeta sa http://www.panacomp.
net/hadzi-prodanova-pecina/ (03.07.17.)).
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Na ulazni kanal nadovezuju se dvorane bogate pecinskim nakitom — gornja,
srednja i donja, od kojih se razvijaju i bo¢ni kanali. Razlikuju se dva sprata — visi i niZzi.
Visi sprat Hadzi Prodanove pecine pocinje od kanala iz gornje dvorane i ¢ini ga prostran
hodnik sa viSe prosirenja i manjih suzenja, koji se neprekidno penje i zavrSava na svega
10-ak metara ispod povrsine kre¢njacke zaravni. Dnom kanala se sliva voda i ujezerava
u nizim dvoranama, gde se nalazi i ponor. Ispitani kanali HadZi Prodanove peéine su
suvi 1 bez vodenog toka, a hidroloSka aktivnost se ogleda jedino u provodenju
prokapnih voda. Medutim, ispred ulaza u pecinu postoji krasko vrelo, koje ukazuje na to
da je ona postala radom izvorskog podzemnog toka (Purovi¢c 1998). Temperatura
vazduha u pecini se koleba tokom godine i zavisi od polozaja kanala (Petrovi¢ 1976).
Evolucija pecine se odvijala u sledece tri faze: inicijalna tektonska faza, hidroloska faza
vezana za period stvaranja BrezovaCke povr$i kada su svoreni kanali i dvorane
mehani¢kim radom reke i treca faza koja nastupa nakon stvaranja Brezovacke povrsi,

faza fosilizacije, pri ¢emu pecina ostaje suva (Purovi¢ 1998).

3.1.4. Deguricka peéina

Deguri¢ka pecina (Slika 8) se nalazi u zapadnoj Srbiji, u opstini Valjevo, u selu
Degurié, sa desne strane reke Gradac i lezi na 216 m nadmorske visine (44° 14' 17,44"
N; 197 53'01,90" E). Ukupna duZina istraZenih kanala donedavno je iznosila 520 m, pri
¢emu se smatralo da pripada grupi prostih speleoloskih objekata izvorskog tipa.
Medutim, najnovija istraZivanja otkrila su postojanje velikog broja bo¢nih kanala, kao 1
pet sifona, ¢cime ona postaje najduza pec¢ina Lelickog karsta (Milanovi¢ 2012). Ulaz je 5
m §irok i 3 m visok (Petrovi¢ 1976). Kanal koji kre¢e od samog ulaza meandarskog je
tipa, njegovo dno je prekriveno re¢nim nanosom i do kraja pe¢ine ima ujednacen profil.
Podzemni tok u ve¢em delu pecine takode uglavnom meandrira. PreCage se zapazaju na
viSe mesta u pecini, pri ¢emu se iza poslednje nalazi jezero koje prelazi u sifon.
Deguri¢ka pecina predstavlja aktivan speleoloski izvorski objekat (vrelo) — aktivnu
izvorsku re¢nu pecinu, sa stalnim tokom Deguric¢ke reke (Purovi¢ 1998). Njen visinski
polozaj je takav da joj omogucava da prihvata sve ponorske vode sa Sireg podrucja
(Petrovié 1976). Sto se nakita ti¢e, spada u siromasnije pec¢ine, samo ponegde postoje

manje skupine stalaktita i stalagmita. Sto se troglobiontskih vrsta faune ti¢e, do 1998. je

43



zabelezeno da pecinu naseljava samo jedna vrsta racica — Mesoniscus graniger (Purovic¢
1998).

Slika 8. Deguric¢ka pecina.
3.1.5. Réanska pecina

Rcéanska pecina (koju ¢ine Velika, Suva i Slepa pecina i Ponor — ponorska jama
Bezdan) nalaze se u zapadnoj Srbiji (Slika 9), sa leve strane istoimene Réanske reke,
pritoke Bjelasice, kod sela Rti u opstini Lucani (43° 44' 2,70" N; 20° 14' 29,37" E).
Pecine i ponor su izgradeni u gornjokrednim kre¢njacima koji se pruzaju u obliku
pojasa, pravca severozapad-jugoistok. Ponorski ulaz lezi na visini od 520 m, dok je
izvorski na 402 m nadmorske visine, 32 m iznad korita reke. Kanal ponorskog dela je
172 m dug, a 65 m dubok. Izvorski deo Velike pec¢ine (380 m duZine) ¢ine tri kanala:
glavni, re¢ni 1 suvi. Glavni kanal ima kanjonski izgled 1 njegovo dno je stenovito sa
prelomima, rec¢ni kanal je slicnih morfoloskih karakteristika i zavrSava se sifonskim
izvorom, a suvi kanal je van hidroloske funkcije i dno mu je pokriveno debelim slojem
re¢nog materijala. Kroz glavni i re¢ni kanal periodi¢no protice re¢ni tok (Purovi¢ 1998).
Formiranje Suve pecine zavrSeno je krajem pleistocena. Slepa pecina nastaje tokom
kasnijeg pleistocena, a stvaranje Velike pecine pocinje tokom srednjeg pleistocena.
Prvobitno, podzemni tok je prvo isticao iz Suve pe€ine, zatim i kroz susednu Slepu

pecinu, a otvaranjem nizih pukotina i daljim spuStanjem pocinje stvaranje Velike pecine
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I podzemni tok izbija na izvoru koji je 10 m iznad korita R¢anske reke (Purovi¢ 1998).
Réanska pecina predstavlja speleoloski sistem sa zanimljivim geomorfoloskim i
hidroloskim osobinama, karakteriSe se bogatstvom i1 raznovrsnos¢u oblika kalcita i
travertina, obiluje raznovrsnim i raznobojnim nakitom i medu tridesetak je
najistrazenijih speleoloskih objekata u Srbiji. Uzorkovanje je vrSeno na ulazu Velike

pecine.

i~

Slika 9. R¢anska pecina.
3.1.6. Peéina Vernjikica

Pec¢ina Vernjikica (Slika 10) se nalazi na levoj strani kanjona Lazareve reke (44°
01' 34,85" N; 21° 56' 59,90" E) i udaljena je oko 5 km od sela Zlot, a 1,5 km od
Lazareve pecine sa kojom je spojena stazom. Naziv pecine najverovatnije potice od

vlaske re¢i “var”, $to znaci kre¢njak (http://www.rasen.rs/2016/10/pecine-srbije-

vernjikica/#.WuVr4lhublU), ali prema Lazarevi¢ (1998) ime potice od vlaske reci

vrenjika, $to znaci vredna, vljiva, izvanredna. Gornji ulaz se nalazi na oko 150 m iznad
korita Lazareve reke, odnosno na nadmorskoj visini od 454 m. DuZina istraZzenih kanala
iznosi 1015 m. Pe¢inu ¢ini jedan silazni kaskadni kanal koji spaja nekoliko dvorana
(naizmeni¢no se smenjuju suzenja i dvorane), pri ¢emu je najvec¢a dvorana kruznog

oblika, pre¢nika 50 — 60 m 1 visine preko 50 m. Vernjikica spada u red suvih pecina,
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nastala u suvim kre¢njacima, Sto je od znacaja za izgled nakita koji je oblika
najrazl¢itijih stalaktita, stalagmita, stubova i draperija koje ukrasavaju dvorane. Nju je
stvorila Lazareva reka koja je ponirala na levoj dolinskoj strani klisure, izgradivsi
podzemni meandar i nakon toga opet izbijala na istoj dolinskoj strani. Prvi ponor je
najverovatnije bio kod sadas$njeg ulaza, a kasnje se pojavio uzvodniji. Samo male i
srednje vode su ponirale, dok su velike vode i dalje tekle glavnim koritom Lazareve
reke. Brzim usecanjem Lazareve reke prestaje erozivna faza stvaranja pecine koju

zamenjuje akumulativna faza, kada se stvara i bogat pecinski nakit. Od fosilne faune

prisutan je Ursus spelaeus (pec¢inski medved).

Slika 10. Pec¢ina Vernjikica (prva slika preuzeta sa https://www.panoramio.com/

user/34632597photo_page=4 (03.07.17.), a druga slika preuzeta sa https://www.trecator.
ro/europa/serbia/pestera-vernjikica/ (03.07.17.)).

3.1.7. Peéina kod Sove

Nalazi se pri vrhu kre¢nja¢kog huma Sovina glava, na visini od 416,78 m (Slika
11), nedaleko od staze koja spaja Vernjikicu i Lazarevu pecinu i nedaleko od vidikovca
sa kojeg se pruza pogled na Lazarev kanjon (44° 01' 43,80" N; 21° 57' 13,49" E). Ulaz je
Sirok 5,3 m, a visok 4,0 m, a pored Sirokog ulaza ima i ovalni “prozor” prec¢nika 0,7 m.

Ukupna duzina kanala iznosi 29,7 m. Pecina je osvetljena, suva i sa debelim naslagama
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guana po podlozi. Po projektu za uredenje Vernjikice, u pecini bi bio smesten “Bife kod

Sove” u koji bi posetioci svracali (Lazarevi¢ 1998).

Slika 11. Pe¢ina kod Sove i vidikovac sa kojeg se pruza pogled na Lazarev kanjon.
3.1.8. Lazareva peéina

Lazareva pecina (Slika 12) se nalazi u istocnoj Srbiji, u istoénom delu planine
Kucaj, tri kilometra severozapadno od sela Zlot (44° 01' 44,07" N; 21° 57' 44,54" E). Po
legendi koja zivi u Zlotu Lazareva pecina je dobila ime po knezu Lazaru. Ostaci srpske
vojske su se posle bitke na Kosovu, beze¢i pred Turcima, sklonili u pe¢inu, gde su neko
vreme i ziveli (Lazarevi¢ 1998).

Na ovim isto¢nim padinama Kucaja, kre¢njaci koji potic¢u iz donje krede debeli
su po vise stotina metara i njih u predelu Lazareve pecine preseca jedino dubok Lazarev
kanjon (Petrovi¢ 1976). Ulaz u pecinu leZi na 291 m nadmorske visine, odnosno 7 m
iznad recnog korita Lazareve reke (Purovi¢ 1998). Ulaz je Sirok 19 m, a visok 6 m.
Duzina kanala pre proronjavanja sifona iznosila je 1721 m, da bi nakon otkri¢a novih
kanala, duzina bila znatno povecana (Milanovi¢ 2012). Istrazivanja su jos§ uvek u toku
tako da je duzina pecinskih kanala zapravo veéa od 10 000 metara, a prema
nezvani¢nim informacijama speleologa, dostignut je 13 — ti kilometar. Za turisticke
posete uredene su staze duzine od 900 metara. U pecini postoje tri vrste kanala — suvi

(fosilni), povremeno aktivni i stalno aktivni kanali (re¢ni). Stvaranje Lazareve pecine
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ima veze sa evolucijom Lazareve reke odnosno sa udubljivanjem kanjona Lazareve
doline. Pec¢ina je stvorena mehanickim i hemijskim radom vrelskog toka (Purovié
1998). Na osnovu hidrogeoloske kategorizacije, spada u stalno aktivne speleoloske
objekte (Milanovi¢ 2012). U pecini su pronadeni fosilni ostaci pecinskog medveda
(Ursus spelaeus), pecinskog lava (Panthera spelaea) i pecinske hijene (Crocula
spelaea). Takode zabelezeno je i prisustvo velikog broja troglobiontskih predstavnika

invertebrata, od kojih su mnogi endemiti (Purovi¢ 1998).

oA
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= "N | A
Slika 12. Lazareva pecina (foto: Bojan Gavrilovic).

3.1.9. Bogovinska pe¢ina

Bogovinska pecina (Slika 13) se nalazi u isto¢noj Srbiji, u istocnoj podgorini
Kucaja, nedaleko od sela Bogovina i lezi na 266 m nadmorske visine (43° 53' 49,41" N;
21° 55' 30,64" E). Spada u jednu od najvecih pecina u Srbiji: samo glavni kanal je
duzine 2496 m, a pored njega zabelezeno je postojanje velikog broja sporednih kanala
koji se uglavnom sifonski zavrSavaju. Predstavlja razgranati — etazni izvorski
speleoloski objekat meandarskog tipa (Milanovi¢ 2012), pri ¢emu su kanali rasporedeni
u tri nivoa: visoki, glavni i ponorski. Visoki kanal jako meandrira, a na mestima gde
prolazi iznad glavnog kanala je prekinut. Glavni kanal obiluje pe¢inskim nakitom 1 kroz
njega povremeno proti¢e recni tok. Ponorski kanal pripada najnizem nivou, pruza se

ispod glavnog kanala i kroz njega stalno proti¢e vodeni tok. Evolucija pecine se odvijala
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u tri faze. Prvo je formiran sistem visokih kanala, a nakon spustanja vrela u nivo
danaSnjeg ulaza, izgraden je glavni kanal. U poslednjoj fazi stvara se najnizi sistem
kanala poniranjem pecinske reke ispod glavnog kanala. U Bogovinskoj pecini Zivi viSe
endemicCnih vrsta koje predstavljaju relikte i potomke nekadaSnje povrSinske faune

(Durovi¢ 1998).

. RN . -

Slika 13. Bogovinska peéina (slika preuzeta sa http://anta019.blogspot.rs/2015/12/
bogovinska-pecina.html (04.07.17.)).

3.1.10. Mandina pecina

1976. godine otkrivena je jedna pecina nedaleko od Lazarevog kanjona od strane
Speleoloske grupe Radenka Lazarevi¢a. Mladi istrazivaci dali su joj ime ‘“Mandina
pe¢ina” (Slika 14) u spomen svog stradalog druga speleologa Vladimira Mandi¢a —
Mande koji je bio ¢lan Speleoloske sekcije iz Valjeva, a koji je tragicno stradao na
Durmitoru 1969. godine. Peéina je smeStena u jednoj suvoj dolini koja se vezuje za
Zlotsku reku, na visini od 370,05 m (44° 03' 24,18" N; 21° 56' 29,18" E). Peéinski ulaz
visine 6 m pruza se u duzini od 18 m nakon ¢ega se kanal suzava u mali prolaz precnika
od oko 50 cm. Ovaj prolaz nosi ime Cika Jankov prolaz i probijen je ru¢nim alatom
kako bi se pristupilo unutrasnjosti pe¢ine. DuZzina glavnog pecinskog kanala je 362,5 m,

a ukupna duzina svih kanala iznosi 410 m. Ono $to ovu pecinu ¢ini posebnom je
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raznovrstan 1 bogat pecinski nakit gde se posebno izdvajaju stalagmiti i draperije jarko
crvene do braon cokolada boje. Glavni razlog zasto se jos uvek nije pristupilo uredenju
pecine jeste prisustvo specificnog podnog nakita koji je potrebno sacuvati od bilo
kakvih oStecenja. Prilikom istrazivanja peéine, zapazeni su i ostaci pe¢inskog medveda

(Lazarevi¢ 1998).

Slika 14. Mandina pecina (slike preuzete sa https://get.google.com/albumarchive/
107614549884609524708/album/AF1QipOqG2JC3IPesrcmVgJLKjOsGp20dFoKVjD3
Zyl_(07.07.17.)).

3.1.11. Cerjanska peéina — povremeno vrelo kod Kravlja

Cerjanska pecina (Slika 15) se nalazi na severnim obroncima Kalafata, blizu sela

Cerje, 15 km od Nisa (http://www.asak.org.rs/caves/cerje/cerje_y.html). Prema

procenama geologa, stara je vise od dva miliona godina (https://www.juznevesti.

com/Drushtvo/Cerjanska-pecina-neistrazen-raj-pod-zemljom. sr.html). Ulaz u pecinu,

na nadmorskoj visini od 515 m, predstavlja ponor recice Provalije, koja ponovo izvire
na Kravljanskom vrelu, 2800 m severozapadno, na nadmorskoj visini od 310 m. lIzrazito
je bogata pecinskim nakitom gde se osim uobicajenih stalaktita i1 stalagmita, nalaze 1
heliktiti ili pe¢inske ruZe koji predstavljaju posebnu vrstu pe¢inskog nakita. Spada medu
najvece pec¢ine na teritoriji Srbije 1 do sada je istrazeno viSe od 6 km kanala (Petrovi¢

1976, http://www.asak.org.rs/caves/cerje/ cerje y.html, https://www.juznevesti.com/

Drushtvo/Cerjanska-pecina-neistrazen-raj-pod-zemljom.sr.html). Pripada tipu

ponorskih, razgranatih speleoloskih objekata, sa povremenom hidrogeoloskom i
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stalnom hidrolo§kom funkcijom (Milanovi¢ 2012). Vrelo kod Kravlja ima karakteristike
sifonskih vrela sa istrazenim kanalima do dubine 13 m, a uocen je i dalji nastavak
kanala (dalje proronjavanje je bilo neuspesno) (Milanovi¢ 2012). Uzorkovanje je vrSeno

na ulaznom delu vrela kod Kravlja (43° 27' 07,74" N; 21° 55' 22,81" E).

Slika 15. Cerjanska pecina — povremeno vrelo kod Kravlja.

3.1.12. Prekonoska peéina

Nalazi se na levoj strani Prekonoske reke, leve pritoke SvrljiSkog Timoka, 1,5
km juzno od sela Prekonoga (43° 5' 50,03" N; 22° 06' 05,61" E), nedaleko od Svrljiga
(Slika 16). U ovom delu Svrljiskih planina kre¢njaci nisu deblji od 300 m, a oni koje je
usekla Prekonoska reka ispresecani su dubokim pukotinama, a karakteristicna je i
pojava velikog broja vrtaca. Prekonoska pecina ima dva ulazna otvora, glavni lezi na
525 m, a sporedni na 510 m nadmorske visine. Glavni ulaz u pecinu je Sirok 4,5 m,
visok 3 m, a sama pec¢ina duga je 435 m. Ulazni deo je predstavljen jednostavnim
kanalom ¢ije je dno prekriveno drobinskim materijalom i debelim slojem gline, a drugi
deo pecine se karakteriSe velikim brojem isprepletanih sporednih kanala koje krasi
raznovrstan peéinski nakit. Sto se hidrologkih odlika peéine tice, svedene su na
prikupljanje prokapnih voda koje u pecinu dospevaju kroz pukotine i bocne kanale,

formirajuci stalna i povremena manja jezera. Prokapne vode su veoma ceste u periodu
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kiSa, a postaju retke odmah nakon prestanka padavina. Prekonoska pecina je nastala
erozijom Prekonoske reke, koja je najpre tekla u nivou pecine, a tek kasnije je svoje
korito produbila za 120 m (Purovi¢ 1998; Petrovi¢ 1976). Prekonoska pecina zajedno sa
Velikom 1 Malom dupkom predstavlja deo pecinskog sistema koji je izgradila ponornica

Dobra reka (http://safari.rs/aktivnosti/speleologija/prekonoga/). Pored fosilne faune

(pecinski medved, pecinski lav, kozorog), pronadeni su i dokazi o zivotu paleolitskog i
neolitskog Coveka (Purovi¢ 1998; Petrovi¢ 1976). Jos je kralj Milan Obrenovi¢ nakon
¢lanka Feliksa Hofmana “Tragovi praistorijskog ¢oveka u Srbiji” iz 1882. godine
uvideo potencijal ovog geoloskog blaga, nakon Cega Prekonoska pecina postaje prva
pecina na Balkanu otvorena za turiste. Krajem 19. veka ovu pecinu su istrazivali mnogi
naucnici, ali 1 pored toga, pefina 1 dalje nije u potpunosti istraZzena

(https://www.juznevesti.com/Drushtvo/Sta-cuva-Prekonoska-pecina-koju-je-pre-133-

godine-otvorio-Obrenovic.sr.html). Peéina trenutno nije uredena, niti prilagodena za

posetioce (Purovi¢ 1998; Petrovi¢ 1976).

Slika 16. Prekonoska pecina: levo — donji ulaz, desno — gornji ulaz.
3.1.13. Petnicka pecina
Petnicka pecina (Slika 17) se nalazi se u selu Petnica, 7,5 km jugoisto¢no od

Valjeva (44° 14' 43,45" N; 19° 56' 8,51" E). Izgradena je u srednje i gornje trijaskim

masivnim kre¢njacima male debljine koji su ispresecani pukotinama i koje odlikuje
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prisustvo brojnih vrtaca, suvih i slepih dolina (Petrovi¢ 1976). Sastoji se iz Donje —
Velika pe¢ina (ulaz na 178 m n.v.) i Gornje pecine — Mala pecina (ulaz na 199 m n.v.),
koje su spojene u jedinstvenu celinu i splet kanala duzine 580 m (Purovi¢ 1998). Velika
pecina ima izgled prostrane potkapine, dok je mala pecina daleko prostranija i sloZenija
(Petrovi¢ 1976). Kroz Donju pecinu protic¢e stalni vodeni tok, a Gornja peéina je suva sa
razli¢itim procesima akumulacije (Purovi¢ 199). Peéina pripada grupi razgranatih
etaznih speleoloskih objekata sa stalno aktivnim i fosilnim kanalima sa dva peéinska
nivoa — reénim i suvim (Milanovi¢ 2012). Stvaranje pecine je posledica povlacenja
neogenog jezera nakon cega reka Zlatar proseca neogene sediment, dospeva do
kre¢njaka i ponire na kraju slepe doline. Tokom ove faze vode Zlatara su isticale iz
gornje pecine, ali se spustanjem recne doline podzemni tok izmeSta i isti¢e iz donje
pecine. U pecini je pronaden veliki broj fosilnih ostataka razliCitih vrsta Zivotinja, a
danas se u njoj mogu naci tipi¢ne troglobiontske vrste medu kojima je i veliki broj
endemita (Purovi¢ 1998). Nadeni su dokazi obitavanja praistorijskog ¢oveka. Takode,
predstavlja pec¢inu koja je prva bioloski istrazena (Petrovi¢ 1976). Uzorkovanje je

vr§eno na ulaznom delu Donje (Velike) pecine.

B
7

Slika 17. Petnicka pecina (foto: Bojan Gavrilovic¢).

53



3.1.14. Peéina Samar

Pecina Samar (Slika 18) se nalazi u jugoistocnoj Srbiji, u selu Kopajkosare,
nedaleko od Svrljiga (43° 26' 45,65" N; 21° 58' 34,41" E). Pripada slivu Kopajske reke,

pritoke Toponicke reke.

Slika 18. Peéina Samar.

Ima dva ponorska ulaza (Sudvek na 538 m n.v. i Zljebura na 540 m n.v.) i jedan
izvorski ulaz (Veliki peSter na 478 m n.v., Purovi¢ 1998). Rastojanje izmedu ponora i
vrela iznosi 2,8 km, pri ¢emu vertikalna razlika iznosi oko 40 m (Petrovi¢ 1976). Peéina
spada u grupu razgranatih tunelskih speleoloskih objekata, a u hidrogeoloskom smislu,
pripada grupi povremeno aktivnih speleoloSkih objekata (Milanovi¢ 2012). Pecina se
sastoji iz tri morfoloSke celine: glavnog kanala (sa Cetiri sifonska suZenja, ukupne
duzine 1940 m), ostatka kanala viSeg nivoa (nalaze se na 5 do 8 m iznad glavnog kanala
1 zavrSavaju se pe¢inom Veliki pester) 1 kanala bo¢nih pritoka (ukupne duzine od 1227
m) (Purovié 1998). Erozija izazvana ponornicama Zljebura i Sudvek stvorila je pe¢inu
Samar. Ponornice imaju periodican tok, a na samom kraju pecine javlja se stalni tok
podzemne reke koji izbija kao sifonsko vrelo. Podzemni tok je prvo tekao kroz kanale
koji su danas na 5 do 8 m iznad glavnog kanala i isticao kroz Veliki pester, a sada
maksimalne vode polaze kroz glavni kanal (Purovi¢ 1998). HidroloSke odlike pecine

Samar zavise od stalnog toka Kopajske reke, a podzemni tok vrsi jako veliki rad, noseci
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kroz pe¢inu velike koli¢ine peska i $ljunka. Mikroklimatski parametri zavise od koli¢ine
1 temperature vode, ali i od konfiguracije pecinskih prostorija. Jedan poduhvat
pocetkom sedamdesetih godina proslavio je kako pecinu i samo selo, tako 1 speleologa
Milutina Veljkovi¢a. Milutin Veljkovi¢ je od juna 1969. godine, sprovode¢i nau¢ni
eksperiment, sam i zazidan u pecini boravio neprekidno ukupno 464 dana. Tim
poduhvatom je oborio svetski rekord u boravku pod zemljom koji je do tada, sa 109
dana, drzao Francuz Anri Fiout. Nakon ovoga, Milutin je o svom boravku u pecini
Samar izdao 1 knjigu “Pod kamenim nebom” koja se bazira na dnevniku koji je uredno

vodio (Petrovi¢ 1976, https://www.juznevesti.com/Drushtvo/ Pecina-Samar-od-svetski-

poznate-do-zaboravljene.sr.html). Uzorkovanje je vrSeno na oba ulaza (mali i veliki

ulaz) koja se vide na Slici 18.

3.1.15. Peéina Jezava

Pecina Jezava (Slika 19) se nalazi u jugoistocnoj Srbiji, kod sela KopajkoSare u

opétini Svrljig (43° 26' 47,77" N; 21° 58' 33,26" E).

Slika 19. Peéina Jezava.
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Kao i pe¢ina Samar, pripada slivu Kopajske reke, pritoke Toponicke reke. Spada
u speleoloske objekte sa slozenom hidrogeoloskom funkcijom (ponor — izvor), a
hidroloski pripada grupi povremeno aktivnih speleoloskih objekata (Milanovi¢ 2012).
Ponorski ulaz lezi na 550 m n.v. Veza izmedu ponorskog i izvorskog dela se povremeno
prekida akumuliranjem re¢nog materijala. Pe¢ina se sastoji iz glavnog kanala i spleta
kanala na razli¢itim nivoima, pri ¢emu ukupna duzina svih kanala pecine iznosi 888 m.
Nastanak pecine se vezuje za fluvio-kraski process potoka Bigar. Potok Bigar je u
fluvijalnoj fazi prvo tekao povrSinski usecaju¢i dolinu. Pojava ponora na kontaktu
kre¢njaka 1 permskih pescara oznaCava pocetak nastanka pecinskog sistema. Dalju

ulogu u evoluciji igra usecanje Kopajske reke (Purovié¢ 1998).

3.2. Odabir tac¢aka uzorkovanja

Prilikom dolaska u odredenu peéinu, neposredno pre samog uzorkovanja, prvo
su belezeni osnovni podaci o pe¢ini: GPS koordinate, nadmorska visina, ekspozicija
ulaza i vremenske prilike. Za ove parametre, koris¢ena je aplikacija sa mobilnog
telefona. Nakon upisivanja ovih osnovnih podataka za svaku pecinu, bilo je potrebno
odabrati mesta sa kojih ¢e biofilm biti uzorkovan. Radi odabira odgovarajucih taaka
uzorkovanja, ulazni deo pecine i/ili unutrasnji deo pecine, gde je primecen razvoj
biofilma, bi prvo bio detaljno pregledan. Od interesovanja je bilo uzorkovati $to
debljini — razvijenosti i vlaznosti. Pri tom je vecina odabranih tacaka uzorkovanja bila
na zidu pecine, sa leve 1/ili desne strane, a manji broj se nalazio na tavanici, podu pec¢ine
ili izolovanoj steni na sredini glavnog pec¢inskog kanala. Detaljan opis biofilma, kao i
podaci o polozaju svake tacke uzorkovanja su takode belezeni. Na odredenim tackama
pojedinih pecina zapazen je i razvoj endolitskih algi, koji se manifestovao najcesce
zelenom obojenoscu stenovitog supstrata. Ovakve tacke uzorkovanja su takode uzete u
obzir. Broj samih tac¢aka uzorkovanja je varirao od pec¢ine do pecine i zavisio je od
prisusva i razvijenosti biofilma (broj tacaka uzorkovanja po pecini kretao se od tri do
osam). Udaljenost svake tacke uzorkovanja od ulaza pecine ili od reflektora, ukoliko je
uzorkovanje vrSeno u unutrasSnjosti turisticki adaptiranh pec¢ina, merena je pomocu

metra.
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3.3. Merenje ekoloskih parametara

Nakon odabira adekvatnih mesta na kojima ¢e biofilm biti uzorkovan, na svakoj
tacki uzorkovanja direktno su mereni slede¢i parametri: temperatura vazduha (T)
izrazena u stepenima celzijusa (°C), relativna vlaznost vazduha (RV) izrazena u
procentima (%) i intenzitet svetlosti (IS) izraZzen u luksima (Lux). Vodilo se racuna i o
tome, koliko god je to bilo moguce, da se biofilm uzorkuje i na mestima koja bi
pokazala najvece varijacije u vrednostima ovih parametara. Na primer, uzorkovalo se na
mestima sa primetnim razli¢itim intenzitetima svetlosti: od veoma niskih u dubljem delu
pecine, do veoma visokih na samom ulazu pec¢ine. Temperatura vazduha i relativna
vlaznost vazduha mereni su aparatom EXTECH Temperature Humidity Meter, dok je

intenzitet svetlosti meren koriste¢i aparat Velleman DMV 1300 Luxmeter.

3.4. Prikupljanje uzoraka

Uzorci iz odabranih peéina prikupljani su u periodu od 2013. do 2016. godine.
Uzorkovanje biofilma je u veéini pe¢ina vrSeno jednom, osim u pe¢inama Samar i
Jezava, kod kojih su uzorci uzimani sezonski (Cetiri puta u toku godine). Uzorkovanje
biofilma vrSeno je na sledece nacine: metodom ahezivne trake (Gaylarde i Gaylarde
1998), struganjem biofilma koriste¢i skalpel i struganjem biofilma koriste¢i skalpel i
okrugle kalupe koji pokrivaju ta¢no odredenu povrsinu stenovitog supstrata. Na vec€ini
lokaliteta uzorkovan je samo biofilm, a jedino su u Cerjanskoj 1 Petnickoj pecini uzeti 1
uzorci za analizu endolitskih cijanobakterija i algi. Nastojalo se takode da se iz svake

pecine uzme deo stenovitog supstrata, kako bi se uradila petrografska analiza stene.

3.4.1. Metoda adhezivne trake

Metoda adhezivne trake je koriS¢ena radi detaljnije kvalitativne analize
cijanobakterija 1 algi. Ova metoda podrazumeva koriS¢enje mikroskopskih plocica i
adhezivne trake, na terenu. NekoriS¢ene mikroskopske ploc¢ice pre dolaska u odabranu
pecinu potrebno je sloziti u plasticnu kutiju za mikroskopske preparate. Pre pocetka

uzorkovanja, obavezno se zaStiti mikrobioloskom maskom 1 rukavicama, zbog
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potencijalne opasnosti od patogena koji mogu biti prisutni u pecinskim staniStima.
Duzina adhezivne trake koja se koristi za uzorkovanje biofilma treba da bude nesto veca
od duzine mikroskopske plocice. Adhezivna traka se pazljivo hvata za oba kraja, kako
sa lepljive strane na koju treba da se zalepi biofilm (u srediSnjem delu), ne bi ostali
otisci prstiju. Zatim se lagano prisloni na povrsinu supstrata sa koga se uzorkuje biofilm
1 nezno se pritisne. Nakon toga, polako se odlepi sa povrSine supstrata i zalepi na
mikroskopsku plocicu koja je obeleZzena brojem uzorka. Obelezene mikroskopske
plocice se pakuju u kutiju za mikroskopske preparate i transportuju u laboratoriju. Po
dolasku u laboratoriju, izmedu mikroskopske plocice i adhezivne trake stavi se kap
glicerina, kako bi se olakSalo posmatranje i mikroskopiranje uzoraka. Ovakve

mikroskopske plocice se dugo mogu ocuvati.

3.4.2. Uzorkovanje biofilma skalpelom

Skalpelom je uzorkovana veca koli¢ina biofilma koja je koriS¢ena za:
kvalitativnu i kvantitativnu analizu cijanobakterija i algi, pripremu materijala za izradu
trajnih preparata silikatnih algi, analize biofilma na skening elektronskom (SEM) i
konfokalnom mikroskopu (CLSM). Kao i pri uzorkovanju biofilma adhezivnom trakom,
obavezno je zastititi se mikrobioloSkom maskom 1 rukavicama. Na pocetku, ispod mesta
sa kojeg ¢e bioflm biti sastrugan, postavlja se sterilna plasticna kesica obeleZena brojem
uzorka, kako bi biofilm tokom struganja upadao u nju. Biofilm se pazljivo struZe
skalpelom, kako bi se u potpunosti skinuo sa povrSine stenovitog supstrata, a da se
pritom stenoviti supstrat ne osteti. Skalpel se steriliSe alkoholom i plamenom pre svake
nove upotrebe, kako ne bi doSlo do kontaminacije biofilmom iz prethodnog uzorka.
Neke biofilmove je bilo lako uzorkovati (razvijeni Zelatinozni biofilmovi koji su se lako
odvajali od stenovitog supstrata), dok je za druge bilo potrebno nesto vise truda (suvi
biofilmovi koji u tankom sloju prekrivaju povrSinu podloge). Sa svake tacke
uzorkovana je odredena koli¢ina biofilma, dovoljna za potrebne analize i skladiStenje
uzoraka. Kesice sa uzorcima biofilma se dobro zatvaraju i transportuju u laboratoriju.
Nakon dolaska u laboratoriju, deo uzorka se odvaja za potrebne analize, deo se ¢uva u
zamrznutom stanju, a deo se fiksira 4% rastvorom formaldehida. Uzorci su deponovani
u algolosku zbirku i obeleZeni brojevima od T0001 — T0108.
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3.4.3. Uzorkovanje biofilma skalpelom za kvantitativne analaze biofilma

Kako bi se precizno odredila koncentracija hlorofila a u uzorcima biofilma, a
takode 1 sadrzaj vode, organske 1 neorganske materije, bilo je potrebno da se biofilm
uzorkuje sa tacno odredene, adekvatno obelezene, povrSine supstrata. U te svrhe,
korii¢en je jedan od dva metalna kalupa koji pokrivaju povrsinu od 3,14 i 7,06 cm?.
Kalup koji pokriva manju povrSinu supstrata, koris¢en je ukoliko je biofilm bio
razvijeniji, dok je kalup koji pokriva veéu povrsinu supstrata kori§¢en za uzorkovanje
tankih i slabo razvijenih biofilmova. Uzorci su posebno uzimani za analizu hlorofila a, a
posebno za odredivanje ostalih kvantiativnih parametara biofilma. Na pocetku, bilo je
neophodno dobro pregledati mesto uzorkovanja, kako bi se pronasla odgovarajuca
povrsina za uzorkovanje: idealno je bilo uzorkovati sa povrSine koja je bila ravna i sa
Sto manje nesavrSenosti (manja hrapavost, bez pukotina, bez Supljina, bez veéih
neravnina). Nakon odabira odgovaraju¢eg mesta, povrSina sa koje ¢e biofilm biti
sastrugan obelezena je na slede¢i nacin: kalup se prislanja na stenoviti supstrat, dobro
pritiska 1 okrece nekoliko puta u smeru kazaljke na satu ili obrnuto. Na taj nacin kalup
dobro uranja u biofilm ostavljajuéi trag koji omoguéava precizno struganje skalpelom.
Kao kod prethodno opisanog postupka, ispod obelezenog mesta postavlja se sterilna
plastiéna kesica obelezena brojem uzorka i1 ostalim potrebnim podacima, kako bi
uzorkovani biofilm upadao u nju. Biofilm treba u potpunosti sastrugati sa obelezene
povrsine, $to znaci da uzorkovanje treba izvoditi veoma pazljivo 1 detaljno. Kao $to je
ve¢ napomenuto, pre svake nove upotrebe, kalup 1 skalpel je potrebno sterilisati
alkoholom i plamenom, a tokom samog procesa uzorkovanja biofilma, neophodno je
koristiti mikrobiolosku masku i rukavice. Kesice sa uzorkom biofilma za analizu
hlorofila a se dobro zatvaraju i cuvaju u mraku na +4 °C, a nakon dolaska u
laboratoriju, hlorofil a se odmah odreduje. Sto se ti¢e kesica u koje je uzorkovan
biofilm za odredivanje sadrzaja vode, organske i neorganske materije u biofilmu, ¢vrsto
se zatvaraju kako bi se onemogudilo isparavanje vode i takode, do transporta u

laboratoriju, ¢uvaju se u mraku na +4 °C.
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3.4.4. Uzorkovanje endolitskih cijanobakterija i algi

Kao $to je ve¢ pomenuto, na odredenim tackama pojedinih pe¢ina (Cerjanska i
PetniCka pecina), zapazen je i razvoj endolitskih algi. Na ovakvim mestima, primetna je
bila obojenost stenovitog supstrata, ali poSto epilitski rast nije bio prisutan, nije bilo
materijala (biofilma) koji bi se sa podloge mogao uzorkovati skalpelom. U tim
sluajevima, za kvalitativnu analizu cijanobakterija i algi, uzorkovan je stenoviti
supstrat. U ovu svrhu birana su mesta na kojima je primecena znacajna deterioracija
pecinskog zida. Na takvim mestima, delovi pecinskog zida sa prisutnim endolitskim
rastom cCesto su odlomljeni lezali na podu pecine. Pre svega, skupljali smo ovakve

uzorke, a ne direktno uzorke sa samog zida pecine, kako ne bi izazivali oSte¢enja.

3.4.5. Uzorkovanje stenovitog supstrata

Uzorak stene je uzet za sve pecine, osim za Mandinu i Bogovinsku pecinu.
Takode, 1 u ovu svrhu birana su mesta na kojima je primecena znacajna deterioracija
stenovitog supstrata, kako bi supstrat mogao biti uzorkovan bez razbijanja pecinskog
zida. Uzorak stene nije uziman sa svake tacke uzorkovanja, jer bi taj postupak

nepovratno oStetio prirodna dobra u kojima su vrSena istraZivanja.

3.5. Odredivanje koncentracije hlorofila a

Sa svake tacke uzorkovanja, na poseban nacin kao §to je predhodno opisano,
uzorkovan je i biofilm iz koga smo odredivali koncentraciju hlorofila a. Ovim
podatkom dobijamo uvid u stepen primarne produkcije, odnosno koli¢inu fotosintetic¢ki
aktivnih organizama u biofilmu na ta¢no odredenoj povrSini supstrata.

Nakon uzorkovanja biofilma prema metodi koja je opisana iznad, u laboratoriji
je pristupljeno odredivanju koncentracije hlorofila a. Uzorci biofilma su nakon
pazljivog vadenja iz kesica prvo izmereni na analiti¢koj vagi. Obelezene ¢asice od 100
ml u koje je sipano po 20 ml apsolutnog etanola stavljene su na laboratorijski reso kako
bi se etanol zagrejao. Nakon zagrevanja etanola, ¢aSice su sklonjene sa reSoa i u etanol

su ubacCeni uzorci biofilma. Topli etanol ubrzava ekstrakciju hlorofila a iz ¢elija
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fototrofa. Medutim, kako bi ekstrakcija bila efikasnija i kako bi bila ekstrahovana
maksimalna koli¢ina hlorofila a iz uzoraka biofilma, uzorci u etanolu su
homogenizovani koristec¢i stakleni Stapi¢. Nakon dobre homogenizacije svakog uzorka 1
hladenja sadrzaja u ¢asSicama, uzorci su profiltrirani kroz stakleni Sartorius MGC filter
papir koriste¢i Sartorius vakuum pumpu. Ekstrakti su prebaceni u Ciste staklene caSice,
nakon Cega je absorbanca filtrata merena na spektrofotometru (Cecil CE 2501) na 665
nm 1 750 nm. Absorbanca je na ovim talasnim duzinama prvi put merena bez
zakiSeljavanja, a potom je ekstrakt svakog uzorka zakiSeljen hlorovodoni¢nom
kiselinom (dodato je 0,01 ml 3M HCI na 10 ml zapremine ekstrakta). Nakon 15 minuta,
absorbanca je ponovo merena na istim talasnim duzinama. Nakon ocitavanja
apsorbanci, koncentracija hlorofila a (pc) izrazena u mikrogramima po centimetru
kvadratnom (ug/cmz) izraCunava se po slede¢oj modifikovanoj jednacini (ISO

10260:1992(E)):

P. = (A-Aa)/K; x RI(R-1) x (10°Ve)/(V:d)

A = Aggs— Arso - Absorbanca ekstrakta pre zakiSeljavanja;

Az = Agesa— A7s0a - Absorbanca ekstrakta posle zakiSeljavanja;

Ve - Zapremina ekstrakta izraZzena u mililitrima (ml)

Vs - Masa uzorka izrazena u gramima (g)

K.=82 I/pg cm - Specifi¢ni operacioni spektralni absorpcioni koeficijent
za hlorofil a

R = A/Aa - odnos A/Aa za rastvor Cistog hlorofila koji je

transformisan u feofitin acidifikacijom
d - duzina putanje opticke Celije (Sirina kivete izrazena u
centimetrima (cm)

10° - dimenzioni faktor koji odgovara Ve
Posto je bilo potrebno da se proceni kolika je primarna produkcija po jedinici

povrsine, na osnovu dobijenih podataka iz formule proporcijom je preracunato koliko

mikrograma (ug) hlorofila a ima na povrsini od 1 cm?.
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3.6. Odredivanje sadrzaja vode, koli¢ine organske i neorganske materije u

biofilmu

Metoda odredivanja sadrzaja vode (SV), koli¢ine organske (SO) i neorganske
materije (SN) u biofilmu daje uvid u koli¢inu ovih parametara u biofilmu po jedinici
povrsine supstrata, a takode i u njihov koli¢inski odnos u svakom uzorku biofilma.
Nakon donosenja uzoraka u laboratoriju, veoma je bitno odmah izmeriti svezu tezinu
biofilma (Ts), u cilju dobijanja podatka o tezini biofilma koja ukljucuje sva tri ispitivana
parametra. Slede¢a faza ukljucuje susSenje uzoraka biofilma u susnici na 105 °C, u
trajanju od 24 h. Ovim postupkom eliminiSe se sva voda i vlaga iz uzoraka i nakon
ponovnog merenja biofilma na analiti¢koj vagi, dobija se rezultat koji predstavlja tezinu
uzorka (T105) U kome nema vode i u kome se sada nalaze samo organska i neorganska
materija. Nakon toga, biofilm se “spaljuje” u pe¢nici na 550 °C u trajanju od 3 h, ¢ime
se eliminiSe sva organska materija. Uzorci se ponovo mere, pri ¢emu krajnja tezina

uzorka (Tssp) predstavlja samo preostalu neorgansku komponentu biofilma.

3.6.1. Odredivanje sadrzaja vode, koli¢ine organske i neorganske materije u

biofilmu po jedinici povrsine

Na osnovu podataka koji su dobijeni merenjem svezeg, osuSenog i spaljenog
biofilma, odreduje se sadrzaj vode, organske i neorganske materije po jedinici povrSine
stenovitog supstrata u istrazivanim pe¢inama. Vrednosti ovih parametara izrazavaju se u
miligramima po centimetru kvadratnom (mg/cm?). Na¢in odredivanja ovih parametara

po jedinici povrsine, prikazan je slede¢im formulama:
Sadrzaj vode u biofilmu:
SV/ cm? = (Ts - T105)/3,14 (ili 7,06 cm?)
(Ts - T105) _ sadrZaj vode u biofilmu sa povrine od 3,14 cm?ili 7,06 cm?

Deljenjem dobijenog rezultata sa 3,14 ili 7,06 cm? dobijamo sadrzaj vode u

biofilmu po 1 cm?.
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Sadrzaj organske materije u biofilmu:
SO/ cm? = (T105 - Tss0)/3,14 (ili 7,06 cm?)

(T105 - Tsso) - sadrzaj organske materije u biofilmu sa povrsine od 3,14 cm? ili
7,06 cm?
Deljenjem dobijenog rezultata sa 3,14 ili 7,06 cm? dobijamo sadrzaj organske

materije u biofilmu po 1 cm?.

SadrZaj neorganske materije u biofilmu:
SN/ cm? = Tss0/3,14 (ili 7,06 cm?)

Tsso - sadrzaj neorganske materije u biofilmu sa povrsine od 3,14 cm? ili 7,06
cm
Deljenjem dobijenog rezultata sa 3,14 ili 7,06 cm? dobijamo sadrZaj neorganske

materije u biofilmu po 1 cm?.
3.6.2. Procentualni udeo vode, koli¢ine organske i neorganske materije u biofilmu
Na osnovu podataka koji su dobijeni merenjem svezeg, osusenog i spaljenog
biofilma, takode je odreden i procentualni udeo vode, organske i neorganske materije u
svakom uzorku biofilma. Ovaj podatak daje informaciju o odnosu ovih parametara u
uzorcima biofilma, odnosno informaciju o tome koja komponenta je dominantna u

svakom uzorku biofilma. Nacin odredivanja procentualnog udela ovih parametara

prikazan je na slede¢im formulama:
Procentualni udeo vode u uzorku biofilma:

SV(%) = ((Ts - T105)*100)/Ts
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(Ts - T105)_ sadrZaj vode u biofilmu sa povrine od 3,14 cm?ili 7,06 cm?

Ts — teZina sveZeg uzorka biofilma sa povrsine od 3,14 cm?ili 7,06 cm?
Sadrzaj organske materije u biofilmu:
SO(%) = ((T105 - Tsso) )*100)/Ts

(T105 - Tss0) - sadrzaj organske materije u biofilmu sa povrsine od 3,14 cm? ili
7,06 cm?

Ts — tezina sveZeg uzorka biofilma sa povrsine od 3,14 cm?ili 7,06 cm?
SadrZaj neorganske materije u biofilmu:
SN(%) = (Tss0*100)/Ts

Tsso - sadrzaj neorganske materije u biofilmu sa povrsine od 3,14 cm? ili 7,06
cm

Ts — teZina sveZeg uzorka biofilma sa povrsine od 3,14 cm?ili 7,06 cm?
3.7. Kvalitatvna analiza cijanobakterija i algi

Kvalitativnom analizom cijanobakterija i algi dobijamo uvid u sastav zajednice
fototrofnih mikroorganizama u epilitskim i endolitskim uzorcima sa istrazivanih pecina
sa podrucja Srbije. Kvalitativna analiza se zasniva na mikroskopiranju pripremljenih
preparata postojecih uzoraka i identifikaciji svih prisutnih taksona cijanobakterija i algi.
Mikroskopski preparati koji se pripremaju mogu biti privremeni, polutrajni i/ili trajni.
Za posmatranje svezih uzoraka biofilma i uzoraka endolitskih cijanobakterija 1 algi,
pravljeni su privremeni i polu-trajni mikroskopski preparati, dok su za analizu silikatnih
algi pripremljeni trajni mikroskopski preparati. Da bi se napravio privremeni i/ili polu-
trajni mikroskopski preparati endolitskih algi, ovi uzorci su prvobitno morali biti
obradeni na poseban nacin opisan u tekstu spod, kako bi se endolitske alge oslobodile iz

stenovitog supstrata.
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Svi pripremljeni preparati posmatrani su koriste¢i mikroskop Carl Zeiss
Axiolmager M.1. Adhezivna traka, privremeni polu-trajni i trajni preparati posmatrani
su na razli¢itim uveliCanjima, $to je pre svega zavisilo od veliine taksona koji je
potrebno zabeleziti: 200x, 400x, 630x, 756x 1 1008x. Za trajne preparate silikatnih algi,
koriS¢éena su veca uveliCanja (1000x, 1600x i 2500x) uz obavezno koriS¢enje
imerzionog ulja Zeiss ImmersolTM 518 F. DIC optika (Differential Interference
Contrast), koja daje trodimenzionalni efekat na mikrografijama, pre svega je koriS¢ena
za silikatne alge, ali i za pojedine taksone ostalih predstavnika iz biofilma. Svi preparati
su celi detaljno pregledani, po transektima. Zabelezeni taksoni su fotografisani pomoc¢u
digitalne kamere AxioCam MRc5, koja je spojena sa mikroskopom. Na osnhovu
mikrografija zabelezenih taksona, pomoc¢u kompjuterskog softvera AxioVision 4.8,
odredene su dimenzije taksona, kao i drugi dodatni parametri neophodni za ispravnu
identifikaciju. Identifikacija zabelezenih taksona vrSena je pomocu naucnih radova i
standardne literature za identifikaciju: Krieger i Gerloff 1962; Prescott i sar. 1972;
Starmach 1972; Ettl 1978, 1980; Razicka 1981; Huber-Pestalozzi i sar. 1983; Krammer
i Lange-Bertalot 1986, 1988, 1991, 2004; Ettl i Gartner 1988; Lenzenweger 1999, 2003;
Krammer 1997, 2000, 2002, 2003; Reichardt 1999; Komarek i Anagnostidis 1998,
2005; Lange-Bertalot 2001; Rindi i Guiry 2004, Van de Vijver i sar. 2004; John i sar.
2003; Broady i Ingerfeld 2007; Taylor i sar. 2007; Mares i sar. 2008; Komarek i sar.
2009, 2011; Levkov 2009; Khaybullina i sar. 2010; Kopalova i sar. 2012; Hofmann i
sar. 2013; Komarek 2013, Mares i sar. 2013; Falasco 1 sar. 2014; Komarek 1 sar. 2014,
Lowe i sar. 2014; Strunecky i sar. 2014; Tofilovska i sar. 2014; Levkov i sar. 2016.

Identifikovani taksoni iz uzoraka biofilma odabranih pecina sa teritorije Srbije
grupisani su u razdele: Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta i Xanthophyta. Sve
mikrografije zabelezenih taksona cijanobakterija i algi iz endolitskih uzoraka i uzoraka
biofilma odabranih pe¢ina u Srbiji Cuvaju se u fototeci Katedre za algologiju,
lihenologiju 1 mikologiju BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu i obeleZene su

brojevima od 40 000 — 44 283 i 45 701 — 46 550.
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3.7.1. Priprema mikroskopskih preparata — adhezivna traka

Metoda adhezivne trake je koriS¢ena pre svega zbog detaljnije kvalitativne
analize uzoraka biofilma iz odabranih pecina sa teritorije Srbije. Prednosti ove metode
su te Sto ne zahteva nikakvu posebnu dodatnu pripremu kako bi se preparat mogao
posmatrati Koriste¢i svetlosni mikroskop. Potrebno je samo, odmah nakon dolaska u
laboratoriju sa terena, izmedu mikroskopske plo¢ice i adhezivne trake staviti kap
glicerina. Mikroskopska plocica sa adhezivnom trakom se nakon toga direktno posmatra

koriste¢i svetlosni mikroskop. Ovakav preparat se dugo moze ¢uvati.

3.7.2. Priprema mikroskopskih preparata — privremeni i polutrajni preparati sa

glicerinom

Za posmatranje uzoraka biofilma i endolitskih algi, prvo su kori$¢eni privremeni
mikroskopski preparati. Medutim, posto je bilo potrebno da se preparati izvesno vreme
cuvaju, napravljeni su polutrajni mikroskopski preparati koriste¢i glicerin. Pre samog
postupka pravljenja ovog tipa mikroskopskih preparata, pripremljena su nekoriS¢ena
predmetna i pokrovna stakla, obelezena brojem uzorka. Postupak pravljenja preparata iz
uzoraka biofilma je sledeci: sterilne plasti¢ne kesice u kojima se nalaze uzorci biofilma
se otvaraju, pri ¢emu se sterilnom iglom odvajaju mali poduzorci biofilma, koji se
transportuju na mikroskopsku plo¢icu. Bitno je da se poduzorci biofilma uzmu sa
razli¢itih delova uzorkovanog biofilma, kako bi kvalitativna analiza bila $to detaljnija.
Na deli¢ biofilma koji je stavljen na predmetno staklo, stavi se jedna kap vode, kako bi
se uzorak rehidrirao. Nakon 5-10 minuta rehidratacije, papirnim ubrusom se upije visak
vode. Potom, na rehidrirani uzorak biofilma stavlja se kap glicerina. Pomocu sterilne
iglice, biofilm se usitni, a zatim ravnomerno izmesa sa glicerinom, kako bi bio §to
homogeniji. Na to se stavlja pokrovno stakalce, koje se dobro pritisne. Visak glicerina
sa uzorkom koji iscuri van pokrovnog stakalceta, oCisti se vatom koja je natopljena
alkoholom. Zatim se pokrovno stakalce za predmetno staklo ucvrsti lakom za nokte.
Lak se prvo stavlja na uglove pokrovnog stakalceta, saceka se da se osusi, a zatim se
fiksiraju 1 sve ostale ivice. Posle susSenja laka, mikroskopski preparat je spreman za

mikroskopiranje. Na ovaj nacin su pripremani i preparati endolitskih algi nakon
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njihovog oslobadanja iz stene. Mikroskopski preparati sa glicerinom su pravljeni u tri
replike za svaki uzorak. Prvi replika je pravljena prema iznad opisanom postupku, a kod
druge i trece replike, umesto kapi vode, stavljen je vodeni rasvor boje: metilen-plavo
kod druge i gencijana-violet kod tre¢e replike. Boje su kod nekih taksona bojile
odredene strukture, pa su ovi taksoni bili uocljiviji u biofilmu. Boja toluidin-plavo
koriSéena je za bojenje privremenih preparata uzoraka biofilma u kojima je opisan novi
takson cijanobakterija - Nephrococcus serbicus (S. Popovi¢, G. Subakov Simi¢ i J.
Komarek). Pravljenje tri replike polutrajnih mikroskopskih preparata je uz adhezivnu

traku i privremeni preparat omogucilo veoma detaljnu kvalitativnu analizu biofilma.

3.7.3. Priprema uzoraka i pravljenje trajnih preparata silikatnih algi

Jedan od vaznih taksonomskih karaktera silikatnih algi, pored veliine i oblika,
jeste morfologija njihovog Ccelijskog zida. Na mikroskopskim preparatima koji se
pripremaju koriste¢i svezi uzorak biofilma, same silikatne alge su veoma tesko uocljive
zbog prisustva drugog organskog i neorganskog materijala, a morfologija ¢elijskog zida
1 njegove strukture obi¢no nisu vidljive. Kako bi se specifine pojedinosti 1 detalji
morfologije silikatnih algi mogle uociti, uzorci silikatih algi se posebno pripremaju u
laboratoriji. Ovim postupkom se uklanja sva organska materija iz uzorka koris¢enjem
jakog oksidacionog sredstva, kao S§to je, prema Taylor i saradnicima (2005),
hlorovodoni¢na kiselina (HCI) zajedno sa kalijum-permanganatom (KMnQy).

Pripremu uzoraka za izradu trajnih preparata silikatnih algi neophodno je
pazljivo izvoditi u digestoru koriste¢i zaStitnu opremu (mantil, rukavice 1 zaStitne
naocare). Sterilnom metalnom iglom ili kaSi¢icom, deo svezeg uzorka biofilma se
odvaja i ubacuje u obelezene epruvete zapremine 100 ml. Metalni pribor se steriliSe pre
svake sledece upotrebe, kako ne bi doSlo do kontaminacije algama iz prethodnog
uzorka. U svaku epruvetu sa uzorkom dodaje se po 1 ml KMnQO,. Nakon §to epruvete
odstoje 24 h, dodaje se 37% HCI, sto izaziva burnu reakciju. Epruvete se zatim zajedno
sa stalkom zagrevaju u vodenom kupatilu 45 minuta, sve dok sadrzaje epruvete ne
dobije zuc¢kastu boju. Nakon hladenja epruveta, one se dopunjuju vodom 1 centrifugiraju
7 minuta na 2500 obrtaja, posle ¢ega se odliva supernatant. Faza dodavanja vode,

centrifugiranja i odlivanja supernatanta se ponavlja nekoliko puta, sve dok krajnja pH
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uzorka ne dostigne vrednost 6. Ovako pripremljeni uzorci, spremni su za izradu trajnih
preparata silikatnih algi. Kako bi se uzorci ¢uvali duze vreme, talog iz svake epruvete se
Pasterovom pipetom prebacuje u adekvatno obeleZene ependorfice 1 uz dodatak jedne ili
dve kapi glicerina, Sto sprecava rast mikroorganizama i isparavanje. Uzorci se deponuju
se u mokru zbirku Katedre za algologiju, lihenologiju i mikologiju Bioloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, u odeljak gde se ¢uva material silikatnih algi.

Nakon pravilne pripreme uzoraka, prave se trajni preparati silikatnih algi. Prvo
se pripremaju pokrovna stakalca i predmetna stakla obelezena brojem uzorka. Za svaki
uzorak, dva pokrovna stakalca se postavljaju na metalni stoc¢i¢, ispod koga se nalazi
Spiritusna lampa. Na pokrovna stakalca ravnomerno se nanosi kap ili dve natalozenog
materijala iz pripremljenog uzorka koristeéi ¢istu Pasterovu pipetu. Kako bi se ubrzalo
isparavanje vode sa pokrovnih stakalaca, pali se Spiritusna lampa, nakon cega se
stakalca zagrevaju u kratkim i brzim intervalima. Nakon §to voda ispari, na pokrovnim
stakalcima ostaju bele naslage koje poticu od silikatnih algi. Povremeno se na
svetlosnom mikroskopu proverava da li je gustina algi na pokrovnim stakalcima
zadovoljavajuca (pokrovno stakalce koje se posmatra treba da bude postavljeno tako da
bele naslage budu sa gornje strane). Prema standardu SRPS EN 13946:2015 gustina
valvi u jednom vidnom polju na uvelicanju od 400x treba da bude oko 30. Nakon
postizanja Zeljene gustine valvi, na metalnom sto¢i¢u zagreva se predmetno staklo, a
zatim se na njega, na dve tacke, staklenim Stapi¢em nanosi refraktivna smola Naphrax®.
Preko smole se stavljaju pokrovna stakalca pincetom, tako da bele naslage budu
okrenute ka smoli. Sve se zajedno ponovo zagreva na metalnom stocicu, kako bi se
smola dodatno otopila i ravnomerno rasporedila. Preparat skidamo sa metalnog stoci¢a
kada smola pocne da kljuca i blago pritiskamo po povrsini oba pokrovna stakalceta dok
se ne istisnu mehuri¢i vazduha i visak smole. Potrebno je oko jedne do dve nedelje da se
smola potpuno osusi i stegne, nekon Cega se viSak smole oko svakog pokrovnog
stakalceta sastruze skalpelom. Ovakvi trajni preparati silikatnih algi mogu se dugo
Cuvati 1 skladiSte se u kutije za mikroskopske preparate u zbirci preparata Katedre za
algologiju, lihenologiju i mikologiju Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

(Predojevi¢ 2017).
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3.8. Izolovanje endolitskih algi iz stenovitog supstrata

Endolitski rast kod uzoraka endolitskih cijanobakterija i algi bio je primetan na
povrsini svake stene sa gornje strane, gde je supstrat na dodir bio grub i hrapav. S
obzirom na to da se zajednica endolitskih cijanobakterija i algi razvija u unutraSnjosti
stenovitog supstrata, bila je potrebna odredena metodologija kojom bi se ovi taksoni
cijanobakterija 1 algi “izvukli” i odvojili od stenskog matriksa. U ove svrhe, koriS¢ena je
metoda prema Matthes-Sears i saradnicima (1999), pri ¢emu je ceo postupak raden u
digestoru koristec¢i zastitnu opremu (mantil, rukavice i naocare). Uzorci stena na kojima
je bio prisutan endolitski rast, prvo su dobro oprani obi¢cnom vodom, a zatim isprani u
destilovanoj vodi, nakon ¢ega su ostavljeni na sobnoj temperaturi da se dobro osuse.
Kako bi bili sigurni da ¢emo iz ovih uzoraka izolovati samo endolitske alge, povrSinski
sloj svake stene je isturpijan koriste¢i obi¢nu turpiju (za nokte). Napravljen je rastvor
hlorovodoni¢ne kiseline od 10%, jer prema autorima metode ova koncentracija kiseline
daje najbolje rezultate. Oko 100 ml rastvora sipano je u ¢ase zapremine od 250 ml koje
su obeleZene brojem uzorka. Svaki uzorak endolitskih algi stavljen je u posebnu ¢asu
tako da je ona strana, na kojoj je bio primetan endolitski rast, bila uronjena u rastvor
hlorovodoni¢ne kiseline. Odmah nakon spustanja uzoraka u kiselinu, usledila je veoma
burna reakcija kiseline sa stenom. Reakcija je bila trenutna, ali kako bi bili sigurni da se
stenski matriks u potpunsti rastvorio, uzorci su u Kkiselini ostavljeni 24 h. Za razliku od
metode koju su opisali Matthes-Sears i saradnici (1999), koris¢en je samo jedan tretman
sa HCI, jer drugi tretman nije bio potreban. Nakon 24 h, sav organski materijal koji je
osloboden iz stene, bio je istalozen na dnu cCase. Rastvor kiseline je, $to je viSe bilo
moguce, pazljivo izvucen Pasterovom pipetom, kako se talog na dnu case ne bi
poremetio. Zatim je u ¢aSu dodato 100 ml destilovane vode, kako bi se uzorak isprao od
kiseline. Postupak je ponovljen jo§ jednom nakon 24 h. Na kraju, svaki uzorak je
prebacen u sterilne plasticne bocice zapremine od 100 ml i fiksiran formaldehidom do
kona¢ne koncentracije rastvora od 4%. Za ispiranje uzoraka destilvanom vodom,
izbegavano je koriS¢enje centrifuge, kako se dodatno ne bi ostetile ¢elije cijanobakterija

1 algi koje su ve¢ tretirane kiselinom.
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3.9. Kvantitativna analiza cijanobakterija i algi iz odabranih uzoraka biofilma

Kvantitativna analiza cijanobakterija i algi u uzorcima biofilma pre svega
omogucava precizno odredivanje brojnosti jedinki 1 ¢elija u odredenom uzorku, pri
¢emu se dobija informacija o tome koji taksoni dominiraju, a koji ne, kao i podatak o
odnosu samih taksona u uzorku. Pored odredivanja brojnosti (abundance) kao
parametra, moguce je odrediti i biomasu svih taksona u uzorku. Kvantitativna analiza
radena je samo na odabranim uzorcima biofilma (uzorci biofilma iz Vernjikice i
Deguri¢ke pecine) kako bi se stekao utisak o tome da li je ovakva analiza moguca,

pogodna i od znacaja za uzorke aerofitskih algi.

3.9.1. Odredivanje brojnosti (abundance) cijanobakterija i algi u uzorcima

biofilma

S obzirom da ne postoje propisane adekvatne metode koje bi se primenile za
odredivanje brojnosti aerofitskih algi u uzorcima biofilma, brojnost je odredena na
osnovu posebno pripremljenih polutrajnih preparata. Metoda po Utermohl-u (1958),
koja se inaCe koristi za procenu brojnosti taksona iz uzoraka fitoplanktona, se nije
pokazala uspeSnom u kvantitativnoj analizi cijanobakterija 1 algi iz uzoraka biofilma.

Za odredivanje brojnosti cijanobakterija i1 algi u uzorcima, napravljeni su
polutrajni preparati sa glicerinom za koje su kori$¢eni uzorci biofilma poznate mase. Pre
pravljenja mikroskopskog preparata, svaki uzorak biofilma je prvo bio osusen na 105 °C
u trajanju od 1 minut. SusSenje je omogucilo dobru homogenizaciju biofilma koja je bila
neophodna kako bi bili sigurni da ¢e se biofilm ravnomerno rasporediti na predmetnom
staklu. Na analitickoj vagi odmereno je 0,001 g suvog biofilma i ta koli¢ina je preneta
na obelezeno predmetno staklo. Homogenizovani biofilm se na predmetnom staklu
dobro izmesSa sa glicerinom uz pomo¢ sterilne igle, pa se tek onda na sve ovo stavlja
pokrovno stakalce. Brojanje cijanobakterija i algi je obavljeno u odabranim vidnim
poljima i transektima pri uveli¢anjima od 400x i 630x. Na svakom preparatu brojano je
izmedu 400-500 jedinki sa zivim sadrzajem ¢elija, pri ¢emu bi, u zavisnosti od uzorka

bilo predeno ili deo transekta, ili ¢ak i po viSe transekata. Nakon brojanja, preracunato
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je koliko ¢elija 1 individua cijanobakterija i algi ima na celoj plo¢ici, odnosno u 0,001 g

biofilma.
3.9.2. Odredivanje biomase cijanobakterija i algi u uzorcima biofilma

Prema iznad opisanom postupku, dobija se informacija o brojnosti
cijanobakterija i algi u svakom uzorku biofilma. Ukoliko se u obzir uzmu i podaci o
dimenzijama svakog taksona, moguce je izraunati biomasu, koja je pored hlorofila a,
jedan od nacina procene primarne produkcije. RaCunanje biomase zasniva se na
koriséenju geometrijskih aproksimacija i standardnih matematickih formula (Hillebrand
1 sar. 1999; Sun i Liu 2003). Za odredivanje biomase, potrebno je prethodno izracunati
zapreminu Celije na osnovu oblika i dimenzija. Celije mogu imati oblik jednostavnih
geometrijskih tela (lopta, valjak, kvadar, ellipsoid), ali i oblik slozenih geometrijskih
tela koja su izgradena od viSe jednostavnih oblika. Nakon $to se svakom taksonu prvo
dodeli odredeno geometrijsko telo, mere se potrebne dimenzije uzimajué¢i u obzir oko
20 jedinki iz istog uzorka, a zatim se racunaju prosecne vrednosti. Podaci o
dimenzijama se koriste u matematickim formulama, na osnovu Cega se dobija
informacija o biomasi za pojedinacne Celije svakog taksona. Ovaj parametar se koristi

za izraCunavanje ukupne biomase cijanobakterija i algi u uzorku biofilma:

Viotal = z (N X V)
gde je:

- Viotal - UKUupna biomasa cijanobakterija i algi u uzorku biofilma (um?’/mg);
- N - broj ¢elija odredenog taksona u 1 mg (0,001 g) uzorka biofilma;

- V - prosecna zapremina celije odredenog taksona (pmgl maQ).

Kao $to se moze primetiti, izraCunavanjem ukupne biomase dobija se vrednost
izrazena u pm®mg (kod fitoplanktona pum®l). Po pravilu, biomasa fitoplanktona
izrazava se u pg/l, pa je, kako bi za konacnu biomasu dobili jedinice pg/l, potrebno
preracunavanje: um3/|=10'6ug/1. Ovaj princip koriS¢en je 1 za krajnju biomasu

cijanobakterija i algi u uzorcima biofilma, pa je kona¢na biomasa izrazena u pg/mg.
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Naravno, kao i kod racunanja biomase fitoplanktona, pretpostavljamo da celije imaju

gustinu ¢ija je vrednost 1.

3.10. Skening elektronska mikroskopija (SEM) i energetsko disperzivna
spektroskopija (EDS)

Skening elektronska mikroskopija je poznata nedestruktivna metoda koja koristi
snop elektrona za skeniranje povrSine preparata. Ovom mikroskopskom tehnikom
moguce je snimati uzorak na veoma velikim uveliCanjima pri visokoj rezoluciji pri
¢emu se uoCavaju veoma sitni i fini detalji. Uzorci koji se posmatraju skening elektron
mikroskopom treba da budu suvi i1 provodni, pa se pripremaju tako Sto se fiksiraju,
dehidriraju 1 presvlace tankim slojem elektroprovodnog materijala. Skening elektron
mikroskop je pogodan za snimanje same povrSine uzoraka, morfologije uzorka -
odnosno teksture, veli¢ine i oblika Cestica, orijentacije, rasporeda i njihovog nacina
povezivanja. Takode, moze se vrSiti 1 hemijska karakterizacija uzorka, odnosno
elementarna analiza (koji elementi su prisutni u uzorku kao i njihova abundanca),
analitickom procedurom koja se naziva energetsko disperzivna spektroskopija (EDS)
(BroSura SEM LAB 2011).

Zbog svih ovih pogodnosti, skening elektronski mikroskop je koris¢en kao
dodatna metoda za analizu odabranih uzoraka biofilma (i endolitskih cijanobakterija i
algi), pre svega zbog realnog prikaza povrSine biofilma i1 nacina na koji su njegovi
konstituenti povezani 1 rasporedeni. KoriS¢en je 1 energetsko disperzivni spektrometar
(EDS) za odredivanje hemijskog sastava uzoraka biofilma. Odabrani uzorci silikatnih
algi su takode snimani na SEM-u, kako bi se videla detaljna morfologija ¢elijskog zida i
potvrdila identifikacija pojedinih aerofitskih taksona. Uzorci biofilma iz BoZzanine
pe¢ine snimani su na skening elektronskom mikroskopu TESCAN Mira3 XMU na
Katedri za neorgansku hemijsku tehnologiju na TehnoloSkom fakultetu Univerziteta u
Beogradu prema Hernandez-Mariné i saradnicima (2004). Za ostale odabrane uzorke
radene su SEM-EDS analize na skening elektronskom mikroskopu JEOL JSM-6610LV
opremljenim sa energetsko-disperzivnim spektrometrom X-Max EDS na Rudarsko -
geoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Pre snimanja uzorci su pripremljeni na

standardni nacin i presvuceni zlatom koristec¢i uredaj BALTEC-SCD-005. Za snimanje
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slikatnih algi, kori§¢en je High Resolution Field Emission skening electron mikroskop
(Zeiss ULTRA Plus) sa moguénoscéu EDS analiza (Oxford Instruments Inca with XMax

80 detector) u Prirodnjackom muzeju u Londonu.

3.11. Konfokalna laser skeniraju¢a mikroskopija (CLSM)

CLSM predstavlja specijalizovani tip svetlosnog mikroskopa koji koristi laser za
skeniranje uzoraka kako bi se dobila finalna slika visoke opticke rezolucije, naglaSenih
kontrasta malih struktura i bez zamuéenja. Konfokalni mikroskop je kori§¢en samo za
snimanje jednog uzorka iz Bozanine pe¢ine u kome je otkrivena nova vrsta
cijanobakterije za nauku. Uzorak nije zahtevao nikakvu specijalnu pripremu pre
snimanja na konfokalnom mikroskopu, samo ga je bilo potrebno obojiti, za §ta je
koriséena boja propidijum jodid (1:500). Mali deo uzorka stavljen je na predmetno
staklo, a preko njega je stavljeno par kapi boje. Kako bi se uzorak pravilno obojio, boja
je ostavljena da odstoji 10 minuta, nakon ¢ega je isprana destilovanom vodom. Uzorci
su snimani na konfokalnom laser skeniraju¢em mikroskopu Leica TCS SP5 II Basic
Broadband Microscope proizvodaca Leica Mycrosystems Germany (laser 543 nm,
uveli¢anje od 63x), koji se nalazi na Katedri za biologiju ¢elija 1 tkiva na BioloSkom

fakultetu Univerziteta u Beogradu, pod rukovodstvom prof. dr Aleksandre Korac.

3.12. Medunarodni Kod Nomenklature za alge, gljive i biljke

Tokom obrade uzoraka iz Bozanine pecine, uoceno je prisustvo jednog taksona
cijanobakterija koji je opisan kao nova vrsta za nauku. Kako bi se nova vrsta za nauku
ispravno opisala, poStovana su pravila Medunarodnog Koda za Nomenklaturu za alge,
gljive i biljke. Od odrzavanja Medunarodnog Botanickog kongresa u Melburnu,
Australija, tokom jula 2011. godine, na snagu stupa Melbourne Code (2011) koji nosi
ime Medunarodni Kod Nomenklature, koji menja stari Vienna Code (2005)
“Medunarodni Kod Botanicke Nomenklature”. U Medunarodnom Kodu za
Nomenklaturu opisana su nacela, pravila 1 preporuke koji se ticu dodeljivanja imena
novim vrstama algi, gljiva i biljaka. Za razliku od starog Koda, novi Kod 2011. godine

doneo je neke izmene i pogodnosti. Ovim Kodom dozvoljena je elekronska publikacija
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imena novih taksona, bez potrebe za skladiStenjem papirnih kopija. Takode, vise nije
obaveza opisati novu vrstu iskljuéivo na latinskom jeziku, ve¢ je u te svrhe moguce
koristiti i engleski jezik. Kod sadrzi odredene principe, nacela, pravila i preporuke za
opis novih vrsta kako biljaka i gljiva, tako i cijanobakterija i algi (Flann i sar. 2014;
McNeill i sar. 2012; McNeill i Turland 2011).

3.13. Petrografska analiza stenovitog supstrata

Petrografska analiza uzoraka stena radena je na Rudarsko-geoloskom fakultetu,
od strane prof. dr Kristine Sari¢. Analiza je vriena na polarizacionom mikroskopu za
propustenu svetlost tipa Leica DMLSP, koji je povezan sa digitalnom kamerom Leica
DC 300. Za mikroskopska ispitivanja napravljeni su petrografski preparati prema
standardnoj proceduri uranjanja plo€ice stene debljine oko 0,25 mm u kanada-balsam i

lepljenjem pokrovnog stakla.

3.14. Statisticka obrada podataka

Najveci broj rezultata u ovoj studiji prikazan je tabelarno ili graficki, pri c¢emu je
koris¢en program Microsoft Excel sa dodatkom XLSTAT. Najcesce koriS¢ene opcije
ovog programskog paketa su opcija izraCunavanja srednje vrednosti i opcija kojom se
prikazuje stepen korelacije dve promenljive veli¢ine preko Pearson-ovog koeficijenta
korelacije. Ovom opcijom dobijamo podatak o stepenu korelacije izmedu dve
promenljive veli¢ine koji ima vrednosti od 0 do 1, podatak da li je dobijena vrednost
korelacije statisticki znacajna, kao i koeficijent determinacije.

Softver za analizu ekoloskih podataka CANOCO, verzija 5.0 (Ter Braak i
Smilauer 2012) kori§éen je kako bi se prikazao odnos zabeleZenih taksona (grupa)
fototrofnih mikroorganizama 1 razliitth ekoloskih parametara. Od ponudenih
multivarijantnih analiza, kori§¢ena je analiza glavnih komponenti, PCA (eng. Principal
Component Analysis).

Vecina PCA analiza bazirala se analizi odnosa zabeleZenih razdela 1 razli¢itih
ekoloskih parametara. Podaci koji su uneti u progam obuhvatili su prisustvo/odsustvo

vrsta, nakon Cega su u program formirane odgovaraju¢e grupe (razdeli) sa kojima je
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dalje radeno. Ekoloski parametrii su ukljucili veliki broj podataka, pri ¢emu je znatna
paznja usmerena na veliki broj opisnih karakteristika, koje su u PCA uvek koriS¢ene
kao suplementarne promenljive veliCine.

Prva PCA analiza prikazuje odnos zabelezenih razdela fototrofnih organizama i
opisnih varijabli koje se odnose na geostrukturnu jedinicu Unutra$njih Dinarida zapadne
Srbije i Karpato-balkanida. Cilj je bio sagledati potencijalnu razliku izmedu ove dve
geostrukturne jedinice koja bi se odrazila kroz dominaciju odredenog razdela fototrofnih
mikroorganizama u nekoj od njih.

U drugoj PCA analizi cilj je bio prikazati odnos zabelezenih razdela fototrofnih
organizama i opisnih varijabli koje se odnose na pet tipova krecnjaka koji su utvrdeni
petrografskom analizom.

U slede¢oj PCA analizi paZnja je usmerena na odnos zabeleZenih razdela
fototrofnih organizama i opisnih karakteristika biofilma. Za potrebe ove analize svi
biofilmovi koji su uzorkovani kategorisani su na dva nacina uzimaju¢i u obzir dva
karaktera: debljinu biofilma (stepen razvijenosti) i vlaznost (odnosno suvocu).
Uzimajuéi u obzir stepen razvijenosti, biofilmovima su dodeljene sledece opisne
veli¢ine: biofilmovi koji su izrazito razvijeni, odnosno voluminozni (D), biofilmovi koji
su tanki (T) 1 oni koji su po karakteristikama negde izmedu ova dva parametra (S). Na
osnovu toga da li su pretezno suvi ili ne, dodeljene su im sledece kategorije: suv
biofilm, zelatinozan biofilm, biofilm koji je po karakteristikama neSto izmedu ova dva 1
vlaZan biofilm, §to se odnosi na biofilm preko koga preliva voda.

Takode, od znacaja je bilo pomoc¢u PCA prikazati 1 odnos zabelezenih razdela
fototrofnih organizama i opisnih varijabli koje se odnose na mesto uzorkovanja (ulaz i
unutra$njost pecine) kao i poloZzaj taaka uzorkovanja (vertikalna, horizontalna i
povrsina, plafon pecine).

Pomoc¢u PCA se takode nastojao sagledati odnos merenih ekoloskih parametara
(temperature, relativne vlaznosti vazduha i intenziteta svetlosti), merenih parametara
biofilma (sadrzaj vode, organske i neorganske materije) 1 slede¢ih promenljivih
veli¢ina: hlorofila a i opisnih varijabli koje se odnose na mesto uzorkovanja, polozaj

taaka uzorkovanja i1 razvijenost biofilma.
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4. REZULTATI

4.1. Pregled tac¢aka uzorkovanja

Biofilm je sakupljen iz 15 pecina, sa ukupno 81 tacke (10 taaka uzorkovanja
koje pripadaju pe¢inama Samar i Jezava je uzorkovano sezonski). Slike svih tacaka
uzorkovanja po pe¢inama date su u tekstu ispod.

U Bozaninoj pecini uzorkovanje je vrSen0o na osam razli¢itih tacaka (B1 — B8)

koje su se razlikovale pre svega po boji biofilma (Slika 20).

Slika 20. Fotografije tacaka uzorkovanja u BozZaninoj pecini.
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Boja biofilma u Bozaninoj pecini je varirala od Zute na mestima uzorkovanja B3
I B5, preko narandzaste na tacki B4, tamnoljubicaste na B7, do zelene i tamne na
ostalim tackama uzorkovanja. Zuti biofilm je na vecoj povrsini stene bio razvijen u
tankom sloju. NarandZasti biofilm je imao izgled narandzastih tacaka, odnosno
jastucica, suvih na dodir, dok je ljubicasti biofilm bio Zelatinozan. Biofilm na ostalim
mestima uzorkovanja je bio dobro razvijen, posebno na tacki BS, gde je primecena
znacajna deterioracija supstrata (prilikom uzorkovanja biofilma otpadao je i deo
supstrata).

Sedam tacaka uzorkovanja (R1 — R7) izabrano je u Ribnickoj pecini (Slika 21).
Zuti biofilm na mestu uzorkovanja R2 i svetlozeleni biofilm na tacki RS bili su

praskasti, suvi 1 manje razvijeni od biofilmova na ostalim tatkama.

Slika 21. Fotografije tacaka uzorkovanja u Ribnickoj pecini.
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Na mestima uzorkovanja R1, R3 i R4 bio je prisutan razvijeni biofilm
tamnozelene, ljubicaste i zelene boje, respektivno. Sa tacaka R6 i R7 uzorkovan je
biofilm zelene, odnosno zelatinozan biofilm braon boje. Svi biofilmovi su uzorkovani sa
vertikalne povrSine, odnosno sa zida pecine, osim biofilma na tacki R6, koji je uzet sa
zemlje.

U Hadzi Prodanovoj pecini uzorkovano je ukupno sa pet mesta (HP1 — HP5). Na
zidovima ulaza u Hadzi Prodanovu pec¢inu uglavnom je bio prisutan biofilm zelene boje
razli¢itih nijansi, kao $to se moze videti na Slici 22. Pored zelenog biofilma, uzorkovan
je 1 nesto suvlji zelenozuti biofilm (tacka HP4) i biofilm crne boje na mestu uzorkovanja

broj HP5.

Slika 22. Fotografije tacaka uzorkovanja u Hadzi Prodanovoj pe¢ini.

Biofilm na odabranim mestima uzorkovanja (D1 — D5) u Deguri¢koj pecini
(Slika 23) bio je tamne boje (na tacki D1 — sa primesama crne boje, na tacki D2 — sa
primesama ljubicaste boje, na tacki D3 — sa primesama braon i tamnozelene boje na
mestima uzorkovanja D4 i D5). Na prve tri tatke biofilm je bio jako dobro razvijen i
zelatinozan, isti delimi¢no i na tacki D4, dok je na mestu uzorkovanja D5 bio nesto

suvlji.
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Slika 23. Fotografije tataka uzorkovanja u Deguri¢koj pe¢ini.

Na Slici 24, prikazane su fotografije tataka uzorkovanja u R¢anskoj peéini.

Slika 24. Fotografije tacaka uzorkovanja u R¢anskoj peéini.
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Svi uzorci (RC1 — RC5) u Réanskoj pecini, osim biofilma na tacki RC2, uzeti su
sa vertikalne povrsine, odnosno stenovitog supstrata zida pecine. Tacka RC2 se nalazila
na horizontalnoj povr$ini, odnosno na nakupljenom mulju na steni koja se nalazila u
sredisnjem delu ulaza. Boje biofilma su varirale od zelene na tacki RC3, tamnozelene na
tackama RC1, RC2 i RC4 i svetlozelene na tacki RC5, gde je bila prisutna i mahovina.
Izuzetno vlazan biofilm preko koga preliva voda bio je zastupljen na mestu uzorkovanja
RCA4.

U pecini Vernjikica (Slika 25) je uzorkovano sa ukupno 5 tadaka (V1 — V5).
Boja biofilma je varirala od svetlo zelene na tacki V1, maslinastozelene i zelene na
taCkama V3 i V4, plave na tacki V2, do tamne (crne) na tacki V5. Na vecini taaka
uzorkovanja biofilm je bio dobro razvijen, ali je bio suv, §to se naro€ito odnosi na tacku

V2. Jedino je na tacki V3 biofilm bio vlazan, zbog prisustva prokapnih voda.

Slika 25. Fotografije tacaka uzorkovanja u pe¢ini Vernjikica.

Samo tri uzorka biofilma crne i zelene boje uzeto je iz pec¢ine kod Sove (SV1 —
SV3). Kao §to se primecuje na Slici 26, biofilm je izrazito suv na svim tackama, osim

na tacki SV3, koju kvase prokapne vode.
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Slika 26. Fotografije tataka uzorkovanja u pec¢ini kod Sove.

U Lazarevoj pecini uzorkovano je na Sest tacaka (L1 — L6) (Slika 27): tri mesta
uzorkovanja izabrana su na ulazu u pecinu, a druga tri u unutrasnjosti peéine. Na
taCkama uzorkovanja na ulaznom delu peéine bio je prisutan dobro razvijen biofilm, ¢ija
je boja varirala od zelene do tamne. U unutra$njosti pe¢ine, manje razvijeni biofilm crne

1 zelene boje je uzorkovan na mestima u neposrednoj blizini vestackog osvetljenja.

Slika 27. Fotografije tacaka uzorkovanja u Lazarevoj pecini.
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U Bogovinskoj peéini je uzorkovan biofilm sa pet tacaka (BG1 — BG5) (Slika
28). Skoro na svim mestima uzorkovanja biofilm je bio zelene boje, osim na tacki BG3,

gde je uzorkovan biofilm sive boje.

Slika 28. Fotografije tacaka uzorkovanja u Bogovinskoj pecini.

Kao i u Bogovinskoj pecini, i u Mandinoj pec¢ini (M1 — M5, Slika 29) je na
vecini mesta uzorkovanja bio prisutan biofilm zelene boje, osim na tacki M2 gde je bio
razvijen biofilm sive boje. lzuzetak su mesta uzorkovanja broj M4 i M5, gde je biofilm
nesto tamniji. Nijedan biofilm nije bio zelatinozan.

Cerjansku pec¢inu (C1 — C5, Slika 30) je karakterisalo prisustvo biofilma
uglavnom tamne boje (mesta uzorkovanja C1, C2 i C4). Na tacki C3, uzorkovan je
biofilm smedelila boje, dok je na tacki C5 bio prisutan biofilm mastiloplave boje, koji je

u tankom sloju bio razvijen na, a delimi¢no i u steni.
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Slika 30. Fotografije tacaka uzorkovanja u Cerjanskoj pecini.

U Prekonoskoj peéini uzorkovano je na 9 mesta (Slika 31 — 32).
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Slika 32. Fotografije tataka uzorkovanja u Prekonoskoj pe¢ini — gornji ulaz.

Na donjem ulazu odabrane su 4 tacke uzorkovanja (PD1 — PD4) (Slika 31),a 5
tacaka (PG1 — PG5) na gornjem ulazu (Slika 32). Braon, ljubicasti biofilm i biofilmovi
tamnije boje bili su prisutni na pe¢inskom zidu donjeg ulaza, a jos veci raspon boja

biofilmova bio je prisutan na zidu i plafonu gornjeg ulaza (narandzasta, crvena, zelena,
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crna i plava). Izrazito Zelatinozni biofilmovi su braon biofilm na tacki PDI, i
narandZasti i crveni biofilm na tackama PG1 i PG2.

U Petnickoj peéini uzorkovano je samo sa tri tatke (PE1 — PE3) (Slika 33). Po
neobicnosti se izdvajaju biofilmovi na tackama PE2 i1 PE3. Pored toga S$to su bili
razvijeni na velikoj povrSini stenovitog supstrata, imali su karakteristiCan izgled.
Biofilm na tacki PE2 bio je veoma dobro razvijen, zelatinozan i jarkoljubicaste boje,

dok je biofilm na tacki PE3 na dodir hrapav i na pojedinim mestima imao bele naslage.

VK

X ™
e A e

Slika 33. Fotografije tacaka uzorkovanja u Petnickoj pecini.

U pecini Samar (Slika 34) boja, izgled i struktura biofilma su varirali od mesta
do mesta uzorkovanja (S1-S6): od suvog crvenog biofilma na mestu uzorkovanja S1,
preko zelatinoznog zuckastobraon biofilma na tacki S2, do zelenih ili tamnih biofilmova
na ostalim tackama. U ovoj pecini, biofilm na svakoj tacki uzorkovan je sezonski, Cetiri

puta godiSnje.
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Slika 34. Fotografije tataka uzorkovanja u pec¢ini Samar — decembar.

U pecini Jezava, tri tacke (J1 —J3) su izabrane kako reprezentativne (Slika 35).

Slika 35. Fotografije tacaka uzorkovanja u pecini Jezava - decembar.
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Razvijen biofilm braonsmede boje nalazio se na mestu uzorkovanja J1, braon
zelatinozan biofilm na mestu uzorkovanja J2, a na tacki J3 bio je prisutan biofilm crne

boje. Kao 1 u pecini Samar, biofilm je i ovde uzorkovan sezonski.

4.2. Vrednosti ekoloskih parametara

Tokom celog perioda istrazivanja, na svakoj tacki uzorkovanja, mereni su
sledeci ekoloski parametri: temperatura vazduha (T), relativna vlaznost vazduha (RV) i
intenzitet svetlosti (IS). Vrednosti ovih parametara prikazani su tabelarno (Tabela 2),
zajedno sa podacima o polozaju svake tacke uzorkovanja i njene udaljenosti od ulaza
pecine ili reflektora u unutraS$njosti pecine. Polozaj tacke uzorkovanja daje informaciju
o tome da li se ona nalazi na zidu peéinskog ulaza sa leve ili desne strane, na sredini (na
primer izolovana stena), na horizontalnoj povrsini ili plafonu pecine, ili se pak ne nalazi

na ulazu, nego u unutrasnjosti peéine (nedaleko od vestackog osvetljenja).

Tabela 2. Vrednosti ekoloSkih parametara (temperatura vazduha (T), relativna vlaznost
vazduha (RV) i intenzitet svetlosti (IS)) na svim tatkama uzorkovanja zajedno sa
podacima o udaljenosti svake tacke uzorkovanja od ulaza pecine ili reflektora u

unutrasnjosti i njenom polozaju.

Udaljenost
Tacka od ulaza ili
) T (°C) RV (%) IS (Lux) Polozaj

uzorkovanja reflektora
(m)
Bl 20,6 £ 0,05 72,0+ 3,0 511+5 * 6,0
B2 20,6 £0,12 73,020 391+6 * 6,0
_§ B3 20,1+0,10 82,010 321+3 * 7,0
~§ B4 20,1 +0,08 81,0+3,0 348+ 2 * 9,0
-§ B5 20,1 £ 0,09 81,0+£1,0 3201 * 9,0
§° B6 20,1 +0,17 81,0+£2,0 165+ 3 * 9,0
B7 20,0+0,11 82,0+£0,0 123+2 * 9,0
B8 19,8 £0,15 79,020 571+5 * 55
R1 17,7 £0,10 63,0+ 3,0 894+9 *x 8,0
g S R2 17,8 £0,09 65,0 +3,0 680+ 8 *x 9,0
,-§ § R3 17,6 £0,10 62,0+2,0 345+4 *x 13,0
= R4 17,9+0,10 63,0+1,0 4932 ** 13,5
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R5 17,7£0,08  650%30  357%2 = 140
R6 174007  680%20 661+5 g 22,0
R7 169005 69,0 % 3,0 280+ 3 = 26,0
HP1 223+011 68020 440015 = 5,0
§ HP2 245+015 640+10  3010%21 * 6,0
§ HP3 249+010 610+1,0 274017 * 7.0
% 3 HP4 21,2+015  730+1,0 2650 %19 = 7.0
S S HP5 201%010 73020 3149 e 58
< D1 224+011 62030 1089 = 30
5 D2 208+0,10  630%20 250+ 8 = 35
§ D3 204+010  69,0%20 140£ 6 = 45
;§; D4 200+005 670%30 1+7 wx 5,0
Q D5 197£0,08  820=10 241+5 = 1,0
RCI 206010 760+10  215%4 wx 22,0
:§ RC2 190+0,15 77,020 498 + 7 o~ 24,0
§" RC3 173+0,10  830£30 2189 * 340
2
g RC4 17,2010 87,0220  278%10 * 340
< RC5 180+0,15 830%30 433+ 6 * 30,0
< V1 171£0,10 680%10 674 = 2,0
é V2 17320,10 65020 2107 = 2,3
S V3 171010  67,0£20 3808 = 2,5
g Va 211015 560+1,0 2309 = 2,5
& V5 213+010 530%£20 78010 * 17
. SV1 198+0,10 680+20  180%11 o 7.0
= 3 SV2 193+0,13 580%10 260+ 9 o 7.0
<2 SV3 183+0,09 56010 300+8 * 50
L1 236+005 490+1,0 77011 * 0
E L2 231+009 480+2,0 251+8 * 0
§~ L3 261+007 450+20 1600 £ 29 * 0
§ 4 201+015 510£10  750%2 o 3,0
§ L5 159+0,10 630%30  1500%2 o 35
L6 158+001  650%20 15802 o 05
o BGL 151£0,07 78,0220 4406 * 2,0
‘§ BG2 148+0,14  81,0£30 245+ 7 * 2,5
3 BG3 148+020  79,0%20 3859 * 2,8
§ BG4 147+021  800£10 276 +8 * 33
S BG5 139+0,15 830%20 612 * 37

88



M1 147:017 85010 586217 * 25
:§ M2 145£005 86020  494%10 * 2.7
g M3 142:020 890£30 1806 * 3
E M4 141£010 91,0210  85%4 * 33
= M5 147£010 870220 7146 * 34

. c1 2245020 550£10 25009 * 0

g 3 c2 178£020 580220 192211 > 15

~§ e C3 164£020 590%30 556 * 55

o ca 164%0,10 590%20 45+ 2 * 6.1

S £ C5 184+015 540£10 252 = 18

PD1 151:020 670%20 21724 o 12
PD2 151£020 670£10  218%5 o 12
< PD3 151£025 67,0220 1433 o 12
‘§ PD4 151£010 67,0230 1232 o 12
3 PGL 133£015  700£20 44245 i 35
§ PG2 133£010 700£20 4605 i 2
S
& PG3 133£007 70020 301 o 3
PG4 133£010 700%£20 381 o 3
PG5 133£015 700210 442 = 6

< . PEL 146:020 930£30 1553 = 15

S § PE2 143£010 950£30 2441 * 20

s = PE3 143£009 950220 1122 * 20

SD1 26+010 690£30  402%4 Mali ulaz = 05
0 SD2 49+005  720%20 17723 Mali ulaz = 05
2 SD3 73£009  570:20 15722 Veliki ulaz = 7.0
©
. SD4 50£010  650£20  101%2 Veliki ulaz = 85
5 SD5 26005 650£10  104:2 Veliki ulaz * 60
SD6 22:010 730%30  815%7 Veliki ulaz ** 0
SM1 982010  610£30  1538%21 Mali ulaz = 05
. SM2 94010  650£20  1300%11 Mali ulaz = 05
5
S SM3 90010 62023 8108 Veliki ulaz = 7.0
E SM4 82£020 650530  851%8 Veliki ulaz ** 85
5 SM5 772010  660:20  573%9 Veliki ulaz * 60
3 SM6 80010  660:30 63321 Veliki ulaz ** 0
SM7 782020  720:30  92£3 Veliki ulaz ** 15
SMal 130£020 65020 99545 Mali ulaz = 05
% SMaz 130£010 65020 6179 Mali ulaz = 05
g SMa3 154+010 640%£30  371%7 Veliki ulaz ** 7.0
g SMad 158£015 63020  360%10 Veliki ulaz ** 85
& SMa5 15284005 500%30  234%9 Veliki ulaz * 6.0
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SMa6 162+0,15 610420  1452+32 Veliki ulaz ** 0

SMa7 166+0,05 57,010 30£2 Veliki ulaz ** 15

SAl 11,6 £0,15  79,0+20 905 + 9 Mali ulaz ** 0,5

SA2 115015  790+20 2503 *22 Mali ulaz ** 0,5

§ SA3 22,7+005 42020 655 + 12 Veliki ulaz ** 7,0

s SA4 227+005 44020 575+ 10 Veliki ulaz ** 8,5

§ SA5 21,2+005 49,020 300+ 9 Veliki ulaz * 6,0
& SA6 243+015 400+1,0  1250%12 Veliki ulaz ** 0
SAT7 21,8+005  47,0£20 47+3 Veliki ulaz ** 15
o JD1 42+005  760%20 41+2 o 3

% g D2 41010  71,0£2,0 51+2 >k 33
S8 D3 37010 76,030 125+6 ** 0
IM1 89+010  720£20 117 4 = 3

§ g IM2 86+010  730+20 720 + 11 o 33
- IM3 8,9 +0,15 78030 3500 + 32 ok 0
© IMal 144+010 71020 256 + 5 = 3

% g IMa2 141+0,10  73,0£20 29+2 >k 33
S E IMa3 151+0,10 71,0£1,0 383+ 7 ** 0
o JAL 19,8+0,10 48,020 1735 > 3

% g JA2 - - - ek 33
S 3 JA3 257+0,10 40,020 593 + 7 > 0

Legenda: * Levo od ulaza, ** Desno od ulaza, *** Sredina, # Horizontalno — zemlja, ##

Plafon, ### UnutraSnjost pecine.

Vrednosti temperature vazduha uglavnom su bliske na tackama uzorkovanja
jedne pec¢ine. Mala variranja u temperaturi vazduha, do 1,0 °C, zapaZena su kod
Petnicke pecine 1 pe¢ine Jezava u martu (razlika od svega 0,3 °C), peCine Jezava u
decembru (razlika od svega 0,5 °C), Bozanine i Mandine pecine (razlika od svega 0,6
°C) 1 Ribnic¢ke pecine (1,0 “C). Najveca variranja temperature vazduha izmedu tacaka
uzorkovanja zapazena su kod pecine Jezava u avgustu (razlika od 5,9 °C), Cerjanske
pecine (razlika od 6,0 °C), Lazareve pecine (razlika od 10,3 °C) i1 pe€ine Samar u
avgustu (razlika od 12,8 °C). Variranja temperature vazduha kod ostalih pecina bila su u
rasponu od 1,0 — 5,0 °C. Najmanja vrednost temperature vazduha zabelezena je u pecini
Jezava tokom decembra (3,7 °C), a najveca vrednost na tacki L3 (26,1 °C).

Kao §to je to slucaj sa temperaturom vazduha, vrednosti relativne vlaznosti

vazduha na tackama uzorkovanja na nivou jedne pecine su takode uglavnom bliske. U
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Prekonoskoj pecini vrednosti su bile iste i na tackama uzorkovanja gornjeg i na tackama
uzorkovanja donjeg ulaza. Veoma male razlike u vrednostima relativne vlaznosti
zapazene su kod pecine Jezava u maju i Petnicke pecine (2%), Cerjanske pecine (5%) 1
Bogovinske pecine (5%). Najvece razlike u vrednostima relativne vlaznosti izmedu
taCaka uzorkovanja zapaZzene su kod pecine Samar u avgustu (39%), Deguricke i
Lazareve pecine (20% kod obe pecine). Kod ostalih pecéina, ova razlika je bila u rasponu
od 5 do 16%. Najmanja vrednost relativne vlaznosti vazduha zabeleZena je u pe¢inama
Samar i Jezava tokom avgusta (40%), a najveca na tackama PE2 i PE3 (95%).

Vrednosti intenziteta svetlosti su znacajno varirale, kako izmedu tacaka
uzorkovanja u samim peéinama, tako i uopSteno. Najmanja variranja u intenzitetu
svetlosti izmedu tacaka uzorkovanja bila su u Prekonoskoj pe¢ini (donji ulaz, razlika od
95 Lux) i u peé¢ini kod Sove (razlika od 120 Lux), a najvisa u Lazarevoj (razlika od
1592,5 Lux) i Hadzi Prodanovoj peéini (razlika od 4292 Lux). Najniza vrednost
intenziteta svetlosti od 7,5 Lux zabelezena je na tacki L4, dok je najviSa vrednost
izmerena na HP1 (4400 Lux).

Grafik 1 daje prikaz srednjih vrednosti merenih ekoloSkih parametara na svim
lokalitetima, osim pecina Samar 1 Jezava, dok Grafik 2 daje prikaz ovih vrednosti u
pe¢inama Samar 1 Jezava, po sezonama. Prose¢ne vrednosti temperature, relativne
vlaznosti i intenziteta svetlosti izracunate su za svaku pecinu na osnovu izmerenih
vrednosti za svaku tacku uzorkovanja na tom lokalitetu (u sluc¢aju pe¢ina Samar i
Jezava, prosecne vrednosti ovih prametara izracunate su po sezoni). Prose¢ne vrednosti
temperature su prilicno ujednacene medu peéinama — najmanja prosecna vrednost
temperature izmerena je u pecini Jezava tokom decembra (4,00 °C), a najviSa u Hadzi
Prodanovoj pecini (22,60 °C). Prosecne vrednosti relativne vlaznosti su varirale od
pecine do pec¢ine. Najniza vrednost zabelezena u Lazarevoj pecini (51,2%), a najvisa
vrednost u Petnickoj pecini (94,33%). Najvece varijacije zabelezene su za vrednosti
intenziteta svetlosti. Najmanja prose¢na vrednost intenziteta svetlosti zabeleZena je u
Petnickoj pecini (63,33 Lux), dok je najviSa izmerena u Hadzi Prodanovoj pecini

(2802,8 Lux).
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Grafik 1. Prikaz srednjih vrednosti merenih ekoloskih parametara (T - temperature, RV

— relativne vlaznosti i IS - intenziteta svetlosti) na svim lokalitetima, osim pec¢ina Samar

i Jezava.

S obzirom da je uzorkovanje u pecinama Samar 1 Jezava vrSeno sezonski, na

Grafiku 2 prikazane su prose¢ne vrednosti merenih ekoloskih parametara u ove dve

pec¢ine tokom Cetiri sezone. U pe¢ini Samar, najniZza temperatura izmerena je tokom

decembra, a najvisa tokom avgusta, §to vazi i za vrednosti intenziteta svetlosti, dok je

situacija obrnuta u sluc¢aju relativne vlaznosti. U pecini Jezava trend je isti za

temperaturu i relativnu vlaznost, dok je intenzitet svetlosti bio najnizi, takode u

decembru, ali najvisi u martu.
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Grafik 2. Prosecne vrednosti merenih ekoloskih parametara u pe¢inama Samar i Jezava

po sezonama. D — decembar, M — mart, Ma — maj, A — avgust.
4.3. Koncentracija hlorofila a u uzorcima biofilma

Koncentracija hlorofila a je veoma varirala, kako medu tackama uzorkovanja u
jednoj peéini, tako i medu pec¢inama. Vrednosti koncentracije hlorofila a prikazane su
na graficima 3 1 4, pri ¢emu su na Grafiku 3 prikazane vrednosti ovog parametra za sve
lokalitete, osim pecina Samar 1 Jezava, a na Grafiku 4 vrednosti za tacke uzorkovanja
samo u pe¢inama Samar 1 Jezava, po sezonama. NajniZa koncentracija hlorofila a
zabelezena je na JA3, a najvisa vrednost od 28,89 pg Chl a/cm? na tagki L3. U velikom
broju pec¢ina uzorkovani su biofilmovi u kojima je koncentracija hlorofila a imala
vrednosti manje od 1 pg Chl a/cm? neke tatke u Bozaninoj peéini, Ribnitkoj peéini,
pec¢ini kod Sove, Lazarevoj pecini, Bogovinskoj pecini, Mandinoj pecini, kao i
pec¢inama Samar i Jezava, naroCito u avgustu. Koncentracija hlorofila a imala je visoke
vrednosti (iznad 15 pg Chl a/cm?) u &etiri razliGita uzorka biofilma koji su uzeti iz iz

Ribnicke, R¢anske, Lazareve pecine 1 pecine Jezava.
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Samar 1 Jezava.

ye

pecina

94



Vrednosti koncentracije hlorofila a u pec¢inama Samar i Jezava (Grafik 4)

znacajno su varirale u zavisnosti od sezone u kojoj je vrSeno uzorkovanje. Najniza

koncentracija hlorofila a u pec¢ini Samar od 0,22 pg Chl a/cm? zabeleZena je na tacki

SAI1, a najvisa (8,07 pg Chl a/cmz) na tacki SM4. Sto se ti¢e pecine Jezava, takode je

najniza vrednost hlorofila a od 0,06 pg Chl a/cm? zabelezena tokom avgusta, na JA3, a

najvisa tokom marta na JM1. Sa Grafika 4 se zapaza da generalno na vecini tacaka

uzorkovanja koncentracija hlorofila a ima najviSe vrednosti u martu i decembru, a

najnize tokom avgusta.
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Grafik 4. Koncentracija hlorofila a u pe¢inama Samar i Jezava po sezonama.
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4.4. Sadrzaj vode, organske i neorganske materije u biofilmu

U svakom uzorku biofilma izraCunat je sadrzaj vode, organske i neorganske
materije. Vrednosti ovih parametara izraZzene su na dva nacina: po jedinici povrsSine -
gde dobijamo informaciju koliko miligrama svake komponente ima na jednom
centimetru kvadratnom (mg/cm?) i procentualno - na osnovu &ega vidimo procentualni
udeo ovih parametara u svakom uzorku biofilma.

Sadrzaj vode, organske i neorganske materije u biofilmu (izraZeni kao mg/cmz),
odredeni su u svakom uzorku biofilma i prikazani su na Grafiku 5 (sve pe¢ine osim
pecina Samar i Jezava) i Grafiku 7 (pe¢ine Samar i Jezava), dok je procentualni odnos
istih parametara u svakom uzorku biofilma prikazan na Grafiku 6 (sve pecine osim
pec¢ina Samar i Jezava) i Grafiku 8 (pe¢ine Samar i Jezava). SadrZzaj vode u uzorcima
biofilma varira od 0,03 mg/cm? (najmanja zabeleZena vrednost na tacki RC3) do 149,04
mg/cm? (tacka L3). Medutim, ako posmatramo procentualni odnos ova tri parametra,
najmanji procenat vode u biofilmu je na SA1, a najvisi u pecini Jezava u decembru na
JDI1. Sadrzaj organske materije varirao je od 0,03 mg/cm2 na tacki RC3 do 96,11
mg/cm? na tadki R6, ali je najveéi procenat organske materije u biofilmu bio na JA3
(75,71%). Sadrzaj neorganske materije znacajno je varirao u zavisnosti od uzorka
biofilma, od minimalne vrednosti od 0,13 mg/cm2 na tacki B4, do vrednosti od ¢ak
354,23 mg/(:m2 koja je odredena u biofilmu sa tacke L1. Posmatraju¢i procentualno,
najniZi procenat neorganske materije zabeleZen je u biofilmu sa tacke R6, a najvisi na
tacki RC3 (96%). Na Grafiku 5 se moze primetiti da pored uzoraka biofilma u kojima su
zabelezene maksimalne vrednosti ovih parametara, ima jo§ uzoraka u kojima su
zabelezene viSe vrednosti ili jednog (narocito sadrzaja vode), ili sva tri parametra. Sa
Grafika 6 vidi se da je u uzorcima biofilma uglavnom u najve¢em procentu zastupljena
voda i/ili neorganska materija, dok su uzorci u kome procentualno dominira organska
materija retki (R6, HP4, SV1).
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Grafik 5. Sadrzaj vode, organske i neorganske materije izrazen u mg/cm2 u uzorcima

biofilma sa svih lokaliteta, osim pecina Samar i1 Jezava.
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Grafik 6. Procentualni udeo vode, organske i neorganske materije u uzorcima biofilma

sa svih lokaliteta, osim pe¢ina Samar i Jezava.
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biofilma iz pe¢ina Samar i Jezava.
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Grafik 8. Procentualni udeo vode, organske i neorganske materije u uzorcima biofilma u

peéinama Samar i Jezava.

Sto se ti¢e sezonskog uzorkovanja pe¢ina Samar i Jezava, neke maksimalne i
minimalne vrednosti pomenutih parametara i njihov procentualni udeo u biofilmu
pomenute su u pasusu iznad. Svakako se zapaza da se najvece vrednosti svih parametara
(kada su izrazeni u mg/cmz) beleze tokom meseca marta. Sadrzaj vode je tada u vecini

uzoraka bio visok, dok se tokom avgusta koli¢ina vode u biofilmu skoro uopste ne istice
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po vrednostima. Sa grafika koji pokazuje procentualni odnos ova tri parametra u
svakom uzorku biofilma, zapazamo da u veéini uzoraka u maju i avgustu dominira

neorganska komponenta, ali u nekoliko uzoraka i organska — SD1, SD5, JMa3 i JA3.

4.5. Taksonomski sastav cijanobakterija i algi

Na osnovu analize svih uzoraka biofilma iz 15 istrazivanih pec¢ina u Srbiji,
zabelezeno je prisustvo ukupno 290 taksona (rod, vrsta, varijetet ili forma)
cijanobakterija i algi, koje su svrstane u 4 razdela po klasifikaciji koju predlaze
Reynolds (2006): Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta i Xanthophyta. Spisak
svih identifikovanih taksona cijanobakterija i1 algi dat je u Tabeli 3, u kojoj se takode
vidi i u kojoj pecini je svaki takson naden. Mikrografije odabranih taksona prikazane su

u Prilogu.

Tabela 3. Spisak svih identifikovanih taksona cijanobakterija i algi u uzorcima biofilma
iz 15 istraZivanih pec¢ina u Srbiji (B — BoZanina pecina, R — Ribni¢ka pec¢ina, HP —
Hadzi Prodanova pecéina, D — Deguri¢ka pecina, RC — R¢anska pecina, V — Vernjikica,
SV — Pecina kod Sove, L — Lazareva pecina, BG — Bogovinska pec¢ina, M — Mandina
pecina, S — pecina Samar, J — Jezava, C — Cerjanska pecina, vrelo kod Kravlja, P —
Prekonoska pecina (obuhvacena oba ulaza, donji i gornji), PE — Petnicka pecina). *
taksoni identifikovani iz uzoraka biofilma; + taksoni identifikovani iz endolitskih

uzoraka.

Taksoni nxx Fof>z 248850~ 0nald
Cyanobacteria
Anathece clathrata (W.West & G.S.West) * * *oo*x
Komarek, Kastovsky & Jezberova
Anathece smithii (Komarkova-Legnerova & *
Cronberg) Komarek, Kastovsky & Jezberova
Aphanocapsa fusco-lutea Hansgirg * oo * * *oxok k%
Aphanocapsa muscicola (Meneghini) Wille Fokook ok ok kxR R x k kxS
+
Aphanocapsa parietina (Néageli ex Kiitzing) * * *
Négeli
Aphanocapsa spp. C.Néageli * * oo * % *ox %
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Aphanothece castagnei (Kitzing) Rabenhorst * *ooxox

Aphanothece cf. bullosa (Meneghini) Rabenhorst * * *oox *
Aphanothece pallid (Kiitzing) Rabenhorst * *
Aphanothece saxicola Nageli *okook ko ox & *ookoox
Aphanothece sp. Nageli * * ok ox
Asterocapsa cf. purpurea (C.-C.Jao) H.-J.Chu * o * * oo *
Asterocapsa sp. 1 H.-J.Chu * * *oox *
Asterocapsa sp. 2 H.-J.Chu * * *
Asterocapsa sp. 3 H.-J.Chu * *

Asterocapsa sp. 4 H.-J.Chu * oo *
Asterocapsa sp. 5 H.-J.Chu * *
Asterocapsa spp. H.-J.Chu *o* * *o* *
Calothrix fusca f. durabilis Bornet & Flahault *
Chlorogloea sp. Wille * *oO* *o* * ok ox %
Chroococcus cf. spelaeus Ercegovic * * * * %
Chroococcus cf. turicensis (Nageli) Hansgirg ** *
Chroococcus cohaerens (Brébisson) Néageli * * %
Chroococcus ercegovicii Koméarek & * * * * *
Anagnostidis

Chroococcus helveticus Négeli * *o® *
Chroococcus lithophilus Ercegovic *
Chroococcus minor (Kitzing) Négeli * * *
Chroococcus pallidus Négeli *

Chroococcus spelaeus Ercegovic *oxokx * ** *
Chroococcus turicensis (N&geli) Hansgirg * *
Chroococcus turgidus (Kitzing) Nageli * o * oo * * *o*
Chroococcus varius A. Braun * * *ooxox
Chroococcus sp. (Kitzing) Négeli * * oxoox k%
Chroococcidiopsis kashayi Friedmann * *

Chroococcidiopsis sp. Geitler koKX ook ox ok

Croatela lithophila Ercegovic *

Cyanothece aeruginosa (Négeli) Komarek *oox * *oox

Eucapsis sp. F.E.Clements & H.L.Shantz * ook * * * ok %
Entophysalis atroviolacea Novacek * *

Geitleria calcarea Friedmann *
Gloeobacter violaceus Rippka, J.B.Waterbury & * o * * **
Cohen-Bazire

Gloeocapsa alpine Nageli * o * * *

Gloeocapsa aeruginosa Kiitzing * * * *
Gloeocapsa atrata Kitzing * *oox * *oo*x *
Gloeocapsa biformis Ercegovic ook ok x * * *oxox o *
Gloeocapsa cf. alpina Nageli * * * * *
Gloeocapsa cf. violascea Kiitzing Xk x *

Gloeocapsa compacta Kitzing * *oox *oox
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Gloeocapsa fusco-lutea Kirchner

Gloeocapsa haematodes (Kitzing) Kiitzing

Gloeocapsa kuetzingiana Néageli ex Kiitzing

Gloeocapsa lignicola Rabenhorst

Gloeocapsa nigrescens Nageli

Gloeocapsa novacekii Komarek & Anagnotidis

Gloeocapsa punctata Négeli

Gloeocapsa reicheltii P.G.Richter

Gloeocapsa rupicola Kitzing

Gloeocapsa sanguine (C.Agardh) Kiitzing

Gloeocapsa violascea Kiitzing

Gloeocapsa spp. Kiitzing

Gloeocapsopsis cf. dvorakii (Novacek) Komarek
& Anagnostidis ex Komarek

Gloeocapsopsis cf. pleurocapsoides (Novacek)
Komaérek & Anagnostidis ex Komarek

Gloeocapsopsis cf. polyedrica (Ercegovic)
Komarek & Anagnostidis

Gloeocapsopsis sp. 1 Geitler ex Komarek

Gloeocapsopsis sp. Geitler ex Koméarek

Gloeothece abiscoensis (Skuja) Komarek &
Anagnostidis

Gloeothece confluens Nageli

Gloeothece cyanochroa Komarek

Gloeothece fusco-lutea (Nageli ex Kutzing)
Négeli

Gloeothece incerta Skuja

Gloeothece membranacea (Rabenhorst) Bornet

Gloeothece palea (Kiitzing) Négeli

Gloeothece rupestris (Lyngbye) Bornet

Gloeothece subtilis Skuja

Gloeothece tepidariorum (A.Braun) Lagerheim

Gloeothece violacea Rabenhorst

Gloeothece sp. Négeli

Hassalia byssoidea Kirchner

Heterocitna Cyanobacteria

Kamptonema animale (C.Agardh ex Gomont)
Strunecky, Komarek & J.Smarda

Kokalna Cyanobacteria 1

Kokalna Cyanobacteria 2

Kokalna Cyanobacteria 3

Kokalna Cyanobacteria 4

Leptolyngbya foveolarum (Gomont) Anagnostidis

& Komarek

Leptolyngbya henningsii (Lemmermann)
Anagnostidis
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Leptolyngbya perforans (Geitler) Anagnostidis &
Komarek

Leptolyngbya tenuis (Gomont) Anagnostidis &
Komaérek

Lepolyngbya valderiana (Gomont) Anagnostidis
& Komarek

Leptolyngbya sp. 1 Anagnostidis & Komarek

Leptolyngbya sp. 2 Anagnostidis & Komarek

Leptolyngbya sp. 3 Anagnostidis & Komarek

Leptolyngbya spp. Anagnostidis & Komarek

Lyngbya sp. C.Agardh ex Gomont

Microcoleus cf. vaginatus Gomont ex Gomont

Nephrococcus serbicus Popovic, Subakov Simic *
& Koméarek

Nostoc commune Vaucher ex Bornet & Flahault *

Nostoc microscopicum Carmichael ex Bornet &
Flahault

Nostoc punctiforme Hariot

Nostoc spp. Vaucher ex Bornet & Flahault *

Oscillatoria cf. ornate Kitzing ex Gomont

Oscillatoria rupicola (Hansgirg) Hansgirg ex
Forti

Oscillatoria sancta Kitzing ex Gomont

Oscillatoria sp. 1 Vaucher ex Gomont

Oscillatoria sp. 2 Vaucher ex Gomont

Oscillatoria spp. Vaucher ex Gomont

Phormidesmis sp. Turicchia, Ventura, Komarkova
& Komérek

Phormidium ambiguug Gomont

Phormidium articulatum (N.L.Gardner)
Anagnostidis & Komarek

Phormidium cf. aerugineo caeruleum (Gomont)
Anagnostidis & Komarek

Phormidium sp. 1 Kitzing ex Gomont

Phormidium spp. Kiitzing ex Gomont

Porphyrosiphon fuscus Gomont ex Frémy

Pseudocapsa dubia Ercegovic *
Scytonema brunneum Schmidle *
Scytonema cf. amplum West & G.S.West *

Scytonema drilosiphon Elenkin & V.1.Polyansky *
[Polyanski]

Scytonema mirabile Wolle *
Scytonema myochrous C.Agardh ex Bornet & *
Flahault

Scytonema varium Kiitzing ex Bornet & Flahault
Scytonema sp. 1 C.Agardh ex E.Bornet & *
C.Flahault
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Scytonema spp. C.Agardh ex E.Bornet & * *
C.Flahault

Symploca dubia Gomont

Symploca muralis Kiitzing ex Gomont

Symploca muscorum Gomont ex Gomont

Synechococcus elongates (Nageli) Nageli

Synechocystis pevalekii Ercegovic *

Tapinothrix bornetii Sauvageau

Tolypothrix cf. tenuis Kiitzing ex Bornet &

Flahault

Tolypothrix spp. Kiitzing ex E.Bornet & *
C.Flahault

Toxopsis calypsus Lamprinou, Skaraki, Kotoulas, *

Economou-Amili & Pantazidou

Trihalna Cyanobacteria 1

Trihalna Cyanobacteria 2

Wolskyella cf. floridana Mares$ & Kastovsky

Chlorophyta

Apatococcus lobatus (Chodat) J.B.Petersen

Chlorella sp. Beyerinck [Beijerinck]

Chlorococcum minutum R.C. Starr

Chlorophyta 1

Cladophora sp. Kiitzing

Cylindrocystis brebbisonii f. genuine (Ralfs) De *
Bary

Coccomyxa cf. litoralis (Hansgirg) Wille *

Cosmarium holmiense var. integrum P. Lundell

Cosmarium parvulum var. excavatum Insam &
Krieger

Cosmarum rectangulum Reinsch

Cosmarium subcrenatum Hantzsch

Cosmarium sp. Corda ex Ralfs

Gloeocystis vesiculosa Négeli

Desmococcus olivaceus (Persoon ex Acharius) *oox %
J.R.Laundon

Haematococcus pluvialis Flotow

Klebsormidium flaccidum (Kiitzing) P.C.Silva,
K.R.Mattox & W.H.Blackwell

Klebsormidium subtile (Kitzing) Mikhailyuk,
Glaser, Holzinger & Karsten

Mesotaenium caldariorum (Lagerheim) Hansgirg

Pediastrum simplex var. echinulatum Wittrock

Phacomyxa sp. Skuja

Stichococcus bacillaris Négeli

Trebouxia sp. Puymaly

Trentepohlia aurea (Linnaeus) C.Martius *

Trochiscia granulate (Reinsch) Hansgirg *
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Trochiscia sp. Kitzing

Ulothrix sp. Kiitzing

Xanthophyta

Xanthophyta 1

Bacillariophyta

Achnanthes coarctata (Brébisson ex W.Smith)
Grunow

Achnanthes pseudocoarctata Z.Levkov &
S.Tofilovska

Achnanthes sinaensis (Hustedt) Z.Levkov,
S.Tofilovska & C.E.Wetzel

Achnanthes spp. Bory

Achnanthidium minutissimum (Kitzing)
Czarnecki

Achnanthidium pyrenaicum (Hustedt) H.Kobayasi

Amphora copulata (Kiitzing) Schoeman &
R.E.M.Archibald

Amphora ovalis (KUtzing) Kitzing

Amphora pediculus (Kitzing) Grunow

Amphora spp. H.Willems

Bacillariophyta 1

Brachysira neglectissima Lange-Bertalot

Brachysira neoexilis Lange-Bertalot

Brachysira spp. Kiitzing

Cocconeis placentula Ehrenberg

Cocconeis placentula var. euglypta (Ehrenberg)
Grunow

Cocconeis placentula var. lineata (Ehrenberg)
Van Heurck

Cocconeis pseudolineata (Geitler) Lange-Bertalot

Cyclotella cretica var. cyclopuncta (H. Hakansson
& J.R.Carter) R.Schmidt

Cyclotella meneghiniana Kitzing

Cymbella affiniformis Krammer

Cymbella compacta @strup

Cymbella excisiformis Krammer

Cymbella parva (W.Smith) Kirchner

Cymbopleura diminuta (Grunow) Krammer

Cymbopleura incerta var. grunowii Krammer

Cymbopleura rupicola var. minor Krammer

Diatoma problematica Lange - Bertalot

Diatoma spp. Bory

Diploneis krammeri Lange-Bertalot &
E.Reichardt

Diploneis separanda Lange-Bertalot

Diploneis sp. Ehrenberg ex Cleve
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Encyonema prostratum (Berkeley) Kiitzing *

Encyonema sp. Kutzing *

Encyonopsis microcephala (Grunow) Krammer * o *

Encyonopsis minuta Krammer & E.Reichardt * * ok

Encyonopsis subminuta Krammer & E.Reichardt * * * * ok

Eolimna minima (Grunow) Lange-Bertalot * *

Fallacia insociabilis (Krasske) D.G.Mann * * * * ok *

Fragilaria capitellata (Grunow) J.B.Petersen *

Geissleria paludosa (Hustedt) Lange-Bertalot & *
Metzeltin

Gomphonema acidoclinatum Lange-Bertalot & *
Reichardt in Werum & Lange-Bertalot

Gomphonema cf. tergestinum (Grunow) Fricke *

Gomphonema cymbelliclinum E.Reichardt & *
Lange-Bertalot

Gomphonema micropus Kiitzing * * * = *

Gomphonema minutum (C.Agardh) C.Agardh *

Gomphonema olivaceum (Hornemann) Brébisson * *

Gomphonema productum (Grunow) Lange- *
Bertalot & E.Reichardt

Gomphonema pumilum (Grunow) E.Reichardt & * *
Lange-Bertalot

Gomphonema spp. Ehrenberg * *

Grunowia solgensis (A.Cleve) Aboal *

Halamphora normanii (Rabenhorst) Levkov *

Hantzschia abundans Lange-Bertalot * *o* *oxok X

Hantzschia amphioxys (Ehrenberg) Grunow * *

Hantzschia calcifuga E.Reichardt & Lange- * o
Bertalot

Hantzschia cf. rhaetica Meister *

Hantzschia hyperborea (Grunow) Lange-Bertalot *

Hantzschia virgata (Roper) Grunow *

Hantzschia spp. Grunow *  * % % = *

Humidophila aerophila (Krasske) Lowe, * * ookoox ok ok k%
Kociolek, Johansen, Van de Vijver, Lange-
Bertalot & Kopalova

Humidophila biceps G.A.Arnott ex Cleve * * Ok * * * %

Humidophila brekkaensoides (Bock) Lowe, * *oox * o
Kociolek, Johansen, Van de Vijver, Lange-
Bertalot & Kopalova

Humidophila contemnata (E.Reichardt) Lowe, * * * o *
Kociolek, Johansen, Van de Vijver, Lange-
Bertalot & Kopalova

Humidophila contenta (Grunow) Lowe, Kociolek, koKX oFOoFoF XXX
J.R.Johansen, Van de Vijver, Lange-Bertalot &

Kopalova

Humidophila paracontenta (Lange-Bertalot & * *oox * oRoxX

Werum) Lowe, Kociolek, Johansen, Van de
Vijver, Lange-Bertalot & Kopalova
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Humidophila perpusilla (Grunow) Lowe,
Kociolek, J.R.Johansen, Van de Vijver, Lange-
Bertalot & Kopalova

Humidophila pyrenaica (Lange-Bertalot &
Werum) Lowe, Kociolek, Johansen, Van de
Vijver, Lange-Bertalot & Kopalova

Humidophila spp. (Lange-Bertalot & Werum)
R.L.Lowe, Kociolek, J.R.Johansen, VVan de
Vijver, Lange-Bertalot & Kopalova

Lindavia comta (Ktzing) Nakov, Gullory, Julius,
Theriot & Alverson

Luticola acidoclinata Lange-Bertalot

Luticola andina Levkov, Metzeltin & A.Paviov

Luticola angusta Solak & Levkov

Luticola cf. similis Levkov, Metzeltin & A.Pavliov

Luticola cf. ventricosa (Kiitzing) D.G.Mann

Luticola dismutica (Hustedt) D.G.Mann

Luticola frequentissima Levkov, Metzeltin &
A.Pavlov

Luticola imbricata (Bock) Levkov, Metzeltin &
A.Pavlov

Luticola kopanjae Levkov, A.Paviov &
Cvetkoska

Luticola nivalis (Ehrenberg) D.G.Mann

Luticola nivaloides (W.Bock) Denys & De Smet

Luticola poulickovae Levkov, Metzeltin &
A.Pavlov

Luticola quineuenodis Levkov, Metzeltin &
A.Pavlov

Luticola triundulata Levkov, Metzeltin &
A.Pavlov

Luticola ventricosa (Kutzing) D.G.Mann

Luticola sp. 1 D.G.Mann

Luticola spp. D.G.Mann

Navicula cryptocephala Kiitzing

Navicula exilis Kutzing

Navicula libonensis Schoeman

Navicula lundi E.Reichardt

Navicula tenelloides Hustedt

Navicula tripunctata (O.F.Mdller) Bory

Navicula spp. Bory

Neidium minutissimum Krasske

Nitzschia acidoclinata Lange-Bertalot

Nitzschia alpina Hustedt

Nitzschia amphibia Grunow

Nitzschia aurarie Cholnoky

Nitzschia terrestris (J.B.Petersen) Hustedt

Nitzschia communis Rabenhorst
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Nitzschia dissipata (Kitzing) Rabenhorst * * * *

Nitzschia dissipata var. media (Hantzsch) Grunow *
Nitzschia linearis W. Smith *
Nitzschia oligotrapentha (Lange-Bertalot) Lange- *
Bertalot
Nitzschia palea (Kiitzing) W.Smith * *
Nitzschia pusilla Grunow * *
Nitzschia spp. Hassall *ox *
Orthoseira dendroteres (Ehrenberg) Genkal & * * ok ok ook ok k%
Kulikovskiy
Orthoseira roseana (Rabenhorst) Pfitzer * ok x % ok K ox %%
Pantocsekiella ocellata (Pantocsek) K.T.Kiss & * *
E.Acs
Pinnularia borealis Ehrenberg * ok % * ox x % *
Pinnularia intermedia (Lagerstedt) Cleve * *
Pinnualria rabenhorstii Hilse *
Pinnularia rabenhorstii var. franconica Krammer *
Pinnularia subrabenhorstii Krammer * *
Pinnularia spp. Ehrenberg * * *o* *
Planothidium frequentissimum (Lange-Bertalot) * *oox
Lange-Bertalot
Planothidium lanceolatum (Brébisson ex Kiitzing) * *
Lange-Bertalot
Psammothidium marginulatum (Grunow) * * *
Bukhtiyarova & Round
Sellaphora joubaudii (H.Germain) Aboal *
Simonsenia delognei (Grunow) Lange-Bertalot *
Stauroneis separanda Lange-Bertalot & Werum *
Stauroneis tackei (Hustedt) Krammer & Lange- *
Bertalot
Stauroneis thermicola (J.B.Petersen) J.W.G.Lund *
Stephanodiscus sp. Ehrenberg *
Surirella angusta Kutzing *
Surirella terricola Lange-Bertalot & E.Alles *
Surirella sp. Turpin *
Tabularia fasciculata (C.Agardh) D.M.Williams *
& Round
Ukupno T 23858~ CeRISEIBT

Razdeo Cyanobacteria se izdvaja kao razdeo sa najveéim brojem zabelezenih
taksona (134 taksona), a prati ga razdeo Bacillariophyta u kome je zabelezeno skoro

podjednako taksona, odnosno 129. Broj taksona je znatno manji u razdelu Chlorophyta
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(26), dok je za razdeo Xanthophyta identifikovan samo jedan predstavnik. Procentualna
zastupljenost razdela cijanobakterija i algi po broju taksona koji su zabelezeni u svim
uzorcima biofilma predstavljena je na Grafiku 9. Razdeo Cyanobacteria podeljen je na
tri grupe — kokoidne, homocitne (jednostavne trihalne forme) i heterocitne
Cyanobacteria. Homocitni trihom sadrzi identi¢ne vegetativne Celije, a heterocitni tip
talusa sadrzi i specijalizovane ¢elije kao §to su spore (akineti) i heterociste (Blazenci¢
1998). Najveéi broj predstavnika cijanobakterija spada u grupu kokoidnih
cijanobakterija (82 taksona), dok su homocitne i heterocitne forme predstavljene znatno

manjim brojem taksona, 32 i 20 taksona, respektivno.

M| Kokoidne Cyancbacteria

B Homocitne Cyanobacteria
E Heterocitne Cyancbacteria
O Bacillariophyta

E Chlorophyta

B Xanthophyta

Grafik 9. Procentualna zastupljenost grupa cijanobakterija i razdela algi po broju
zabelezenih taksona u svim uzorcima biofilma. Razdeo Cyanobacteria predstavljen je

kroz tri grupe (kokoidne, homocitne i heterocitne Cyanobacteria).

Sli¢an trend broja i odnosa taksona kod ova Cetiri razdela pokazuje i broj
identifikovanih rodova: ukupno je zabelezeno po 37 identifikovanih rodova u razdelima
Cyanobacteria i Bacillariophyta i 19 u razdelu Chlorophyta. Veliki broj rodova

predstavljen je samo jednim taksonom, a postoje rodovi koji su po broju zabelezenih
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taksona dominantni u zajednici aerofitskih algi. Posmatraju¢i razdeo Cyanobacteria,
najviSe taksona zabelezeno je u rodovima Gloeocapsa, Chroococcus i Gloeothece
(Grafik 10), koji su predstavnici grupe kokoidnih Cyanobacteria. Rod Leptolyngbya se
izdvojio kao najraznovrsniji rod homocitnih, a rod Scytonema kao dominantan
predstavnik heterocitnih  Cyanobacteria. Najve¢i broj taksona kod razdela
Bacillariophyta zabelezen je u okviru rodova Luticola, Nitzschia, Humidophila i
Gomphonema, dok se kod razdela Chlorophyta izdvojio rod Cosmarium. Na Grafiku 10
prikazani su svi rodovi zajednice aerofitskih algi koji pripadaju identifikovanim
razdelima, a koji sadrze viSe od 3 zabelezena taksona.

Kokoidne cijanobakterije su retko kad zabelezene u samo jednoj pecini, kao $to
je to slucaj sa vecinom predstavnika iz svih ostalih grupa. Veliki broj taksona kokalnih
cijanobakteria naden je u viSe od pet pecina, pri ¢emu izdvajamo sledece: Aphanocapsa
fusco-lutea (9), A. muscicola (15), Aphanothece saxicola (9), Asterocapsa cf. purpurea
(6), Chlorogloea sp. (9), Chroococcus ercegovicii (7), C. spelaeus (8), C. turgidus (8),
Chroococcidiopsis sp. (8), Gloeobacter violasceus (6), Gloeocapsa atrata (7), G.
biformis (10), G. kuetzingiana (7), G. nigrescens (8), G. punctata (8), G. reicheltii (6),
G. violascea (7), Gloeocapsopsis cf. polyedrica (7), Gloeothece fusco- lutea (6), G.
rupestris (9), Eucapsis sp. (8) i Pseudocapsa dubia (9). Posebno se izdvaja A. muscicola
koja je zabelezena u svih 15 pecina. Samo nekoliko homocitnih cijanobakterija
zabelezeno je u Cetiri i viSe pec¢ina: Leptolyngbya foveolarum (12), L. perforans (7), L.
valderiana (5), Phormidesmis sp. (4) Phormidium sp. 1 (5) i Wolskyella cf. floridana
(6). Kod heterocitnih predstavnika izdvajaju se predstavnici roda Nostoc i Tolypothrix,
pri ¢emu je Nostoc commune dokumentovan u sedam, a N. punctiforme u pet pecina.

Desmococcus olivaceus je najcesce identifikovana zelena alga, zabelezena u ¢ak
13 pecina. Pored nje, ¢es¢e od ostalih predstavnika, dokumentovane su Coccomyxa cf.
litoralis (5), Gloeocystis vesiculosa (5), Klebsormidium flaccidum (5), Stichococcus
bacillaris (4), Trochiscia granulata (4) i Trochiscia sp. (5).
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Grafik 10. Rodovi cijanobakterija i algi koji sadrze viSe od tri taksona: ljubicasto —
kokoidne Cyanobacteria, plavo — homocitne Cyanobacteria, braon — heterocitne

Cyanobacteria, sivo — Bacillariophyta, zeleno — Chlorophyta.

Neidentifikovani predstavnik razdela Xanthophyta takode je bio veoma
rasprostranjen 1 zabeleZen je u 13 pecina.

Sto se silikatnih algi tiCe, u najvise peéina zabelezene su Achnanthidium
minutissimum (6), A. pyrenaicum (6), Cymbopleura rupicola var. minor (6),
Encyonopsis subminuta (5), Fallacia insociabilis (6), Gomphonema micropus (5),
Hantzschia abundans (7), Humidophila aerophila (9), H. biceps (7), H. brekkaensoides
(5), H. contemnata (5), H. contenta (11), H. paracontenta (8), Luticola nivalis (5), L.
quinguenodis (7), Orthoseira dendroteres (9), O. roseana (10) i Pinnularia borealis (8).
Kao sto se primecuje, po zastupljenosti se izdvajaju rodovi Humidophila, Luticola,
Orthoseira i Pinnularia.

Grafik 11 pokazuje broj zabelezenih taksona svih grupa Cyanobacteria i ostalih

razdela u zajednici aerofitskih algi u svim pe¢inama. Najveci broj taksona zabeleZen je
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U pecini Samar (141 takson), dok je najmanji broj taksona zabeleZen u pecini kod Sove
(7 taksona). Sa veéim brojem zabelezenih taksona izdvajaju se jo§ i Réanska pecina,
Deguri¢ka pecina 1 Mandina pecina. Broj zabeleZenih taksona kod ostalih pecina je
manje-vise ujednacen i kod vecine se krece u rasponu od 50 - 70 taksona po pecini.
Cyanobacteria po broju taksona dominiraju u odnosu na druge razdele u svim
pe¢inama, osim Rcanske i Bogovinske pecine. Po broju taksona Cyanobacteria
izdvajaju se Bozanina pec¢ina, Deguri¢ka pecina i pe¢ina Samar. Kokoidne forme su
svakako dominantne i njih takode najviSe ima u ove tri pomenute pecine. Najvise
homocitnih Cyanobacteria zabelezeno je u Cerjanskoj pecini i pe¢ini Samar, ali nijedan
predstavnik nije zabelezen u Bozaninoj pecini. Sa druge strane, najviSe taksona
heterocitnih Cyanobacteria bilo je u BoZaninoj pe¢ini, a zatim u Deguric¢koj.
Bacillariophyta su u najve¢em broju nadene u Réanskoj pecini i pecini Samar, gde su

takode bili najbrojniji i predstavnici razdela Chlorophyta (Grafik 11).
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Grafik 11. Broj zabeleZenih taksona svih grupa Cyanobacteria i ostalih razdela u
zajednici aerofitskih algi na svim lokalitetima (B — Bozanina pe¢ina, R — Ribnicka
pecina, HP — HadZ?1i Prodanova pecina, D — Deguricka pec¢ina, RC — Réanska pecina, V
— Vernjikica, SV — Pecina kod Sove, L — Lazareva pecina, BG — Bogovinska pec¢ina, M

— Mandina pe¢ina, S — pe¢ina Samar, J — Jezava, C — Cerjanska pecina, vrelo kod
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Kravlja, P — Prekonoska pecina (obuhvacéena dva ulaza, donji i gornji), PE — Petnicka

pecina).

4.5.1. Bozanina pe¢ina

U Bozaninoj pecini (Grafik 12) zabelezeno je ukupno 56 taksona u tri razdela:
Cyanobacteria, Chlorophyta i Xanthophyta. NajviSe taksona zabelezeno je na tacki B1,
a najmanje na tacki B4. U razdelu Cyanobacteria zabeleZen je najveci broj taksona (50),
od cega najveéi procenat pripada kokoidnim, a znatno manji heterocitnim
cijanobakterijama. Interesantno je da predstavnici homocitnih formi u ovoj pecini nisu
zabeleZeni. Rod Gloeocapsa je bio najraznovrsniji (14 taksona), a slede ga rodovi
Gloeothece i Scytonema (po 7 taksona). Na najvise tacaka uzorkovanja (Sest) javile su
se cijanobakterije Chroococcus ercegovicii, Gloeocapsa compacta i zelena alga
Desmococcus olivaceus. Taksoni koji su zabelezeni samo u ovoj pecini su: Gloeocapsa
rupicola, Gloeocapsopsis cf. dvorakii, Gloeothece cyanochroa, novoopisana vrsta
Nephrococcus serbicus i predstavnici roda Scytonema (S. cf. amplum, S. drilosiphon, S.

mirabile i Scytonema sp. 1).

35 ~

30 -

20 - i Kokoidne Cyanobacteria

i Heterocitne Cyanobacteria

Broj taksona

15 -
Chlorophyta

10 - M Xanthophyta

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8

BozZanina pecina - tacke uzorkovanja

Grafik 12. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (B1 — B8) u BoZaninoj pecini.
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4.5.2. Ribnicka peéina

Ukupno 45 taksona svrstanih u cCetiri razdela (Cyanobacteria, Bacillariophyta,
Chlorophyta i Xanthophyta) zabelezeno je u Ribnickoj pecini (Grafik 13). Najvise
taksona zabelezeno je na tackama R1, R6 1 R7, a najmanje na tacki uzorkovanja R2.
Razdeo Cyanobacteria i ovde ubedljivo dominira, a najbrojnije su kokoidne forme, koje
su jedini identifikovani taksoni na ta¢ki R1. Leptolyngbya foveolarum je jedini
predstavnik homocitnih cijanobakterija, dok su heterocitne zastupljene sa tri taksona
koji su zabelezena samo na tacki R7. Najraznovrsniji rod je ubedljivo Gloeocapsa sa 11
zabeleZenih taksona, a prati ga rod Chroococcus. Na najviSe taCaka uzorkovanja
zabelezene su cijanobakterije Chroococcus ercegovicii (6) i Asterocapsa sp. (4) i zelena
alga Desmococcus olivaceus (4). Predstavnici razdela Bacillariophyta (uglavhom rodovi
Humidophila i Nitzschia) su zabelezeni u uzorku R6, dok ih u drugim uzorcima skoro
uopste nije bilo. U taksone koji su zabeleZeni samo u ovoj pecini spadaju: Gloeocapsa

fusco-lutea, kokalna Cyanobacteria 1 i Nitzschia communis.
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Grafik 13. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (R1 — R7) u Ribnickoj pecini.
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4.5.3. Hadzi Prodanova peéina

U Hadzi Prodanovoj pe€ini (Grafik 14), Cyanobacteria, Bacillariophyta i
Chlorophyta predstavljeni su sa ukupno 54 taksona, od kojih je najve¢i broj zabelezen
na tacki HP3, a najmanji na tacki HPS gde je zabelezen Chroococcidiopsis kashayi.
Dominacija Cyanobacteria, pre svega kokoidnih formi, kao i veliki diverzitet u rodu
Gloeocapsa i ovde je slucaj, ali se takode zapaza i veliki diverzitet Bacillariophyta koje
su svrstane u viSe rodova, medu kojima se izdvajaju Luticola, Humidophila i
Gomphonema. Na najviSe taaka uzorkovanja =zabelezene su cijanobakterije
Pseudocapsa dubia (4), Aphanocapsa parietina (3) i Gloeocapsa biformis (3) i zelene
alge Desmococcus olivaceus (3) i Trochiscia granulata (3). Oscillatoria sp. 2,
Phormidium ambiguum, Toxopsis calypsus, Cymbella excisiformis, Gomphonema cf.
tergestinum, Luticola acidoclinata i Tabelaria fasciculata predstavljaju taksone

zabeleZene samo u ovoj pecini.
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Grafik 14. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (HP1 — HP5) u Hadzi Prodanovoj peéini.

116



4.5.4. Deguricka pecina

Pored dominantnih Cyanobacteria, pre svega kokoidnih formi (53 taksona), u

Deguric¢koj pecini su zabeleZeni i1 predstavnici ostala tri razdela, pri ¢emu ukupan broj

zabelezenih taksona iznosi 80 (Grafik 15). Najveéi broj taksona zabeleZen je na tacki

DG1, ali se i ostale tacke uzorkovanja karakteriSu visokim diverzitetom pre svega

kokoidnih formi cijanobakterija. Rodovi u kojima je zabeleZen najveci broj taksona su

Gloeocapsa (16 taksona), Chroococcus (9 taksona) i Asterocapsa (6 taksona). Na

najviSe taaka uzorkovanja (5) zabeleZene su cijanobakterije Asterocapsa cf. purpurea,

Gloeocapsa atrata, Pseudocapsa dubia i Leptolyngbya foveolarum. Taksoni koji su

zabelezeni samo u biofilmu iz ove peéine su: Chroococcus pallidus, Croatella

lithophila, Leptolyngbya tenuis, Symploca dubia, Tolypothrix cf. tenuis i Lindavia

compta.
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Grafik 15. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (D1 — D5) u Degurickoj pecini.
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4.5.5. R¢anska pecina

Ukupno 91 takson, svrstan u razdele Cyanobacteria, Bacillariophyta,

Chlorophyta i Xanthophyta, zabelezen je u R¢anskoj pecini (Grafik 16).
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Grafik 16. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki
uzorkovanja (RC1 — RC5) u Réanskoj pecini.

Najveci broj taksona zabeleZen je u razdelu Bacillariophyta (64 taksona), dok je
broj taksona u ostalim razdelima znatno manji. Ovo je pe¢ina koja se karakteriSe
najmanjim diverzitetom Cyanobacteria, svega 15 taksona, koji pripadaju kokoidnim i
homocitnim cijanobakterijama, dok heterocitne uopsSte nisu zabelezene. U razdelu
Chlorophyta zabelezeno je 11 taksona. NajviSe taksona zabelezeno je na tackama
uzorkovanja RC2 i RC4. Najraznovrsniji rodovi su Nitzschia (11), Luticola i Navicula
(po 6 taksona). Na najviSe mesta uzorkovanja (4) zabelezene su cijanobakterija
Aphanocapsa muscicola i zelena alga Klebsormidium flaccidum. Veliki broj taksona,
koji pre svega pripadaju razdelu Bacillariophyta, zabelezeno je samo u ovoj pecini:
Appatococcus  lobatus, Mesotaenium caldariorum, Pediastrum simplex var.
echinulatum, Amphora pediculus, Cymbopleura diminuta, C. incerta var. grunowii, svi

predstavnici roda Diploneis, Geissleria paludosa, Gomphonema productum, Grunowia
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solgensis, Hantzschia hyperborea, H. virgata, Luticola imbricata, Navicula
cryptocephala, N. exilis, N. libonensis, N. lundi, N. tenelloides, Nitzschia alpina, N.
aurarie, N. terrestris, N. linearis, N. oligotrapentha, Selaphora joubaudii, Simonsenia

delognei, Stauroneis separanda, Stauroneis thermicola i svi predstavnici roda Surirella.

4.5.6. Pecina Vernjikica

Raznolika zajednica aerofitskih algi koju ¢ini 35 taksona razdela Cyanobacteria,
8 taksona razdela Chlorophyta, 21 takson razdela Bacillariophyta i jedan takson razdela
Xanthophyta zabelezena je u pecini Vernjikica. NajviSe taksona zabeleZzeno je na
tatkama V3 1 V5, na kojima je ujedno bilo prisutno i najvise predstavnika razlicitih
grupa i razdela, dok je na tacki V4 zabeleZeno samo tri taksona koji pripadaju razdelima

Cyanobacteria i Chlorophyta (Grafik 17).
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Grafik 17. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (V1 — V5) u peéini Vernjikica.

Gloeocapsa, Leptolyngbya, Nostoc, Humidophila i Luticola su dominantni
rodovi. Predstavnik razdela Cyanobacteria, Chroococcidiopsis sp. i zelena alga

Desmococcus olivaceus nadeni su na najvise tacaka uzorkovanja (5). Phormidium cf.
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aerugineo coeruleum, Cladophora sp., Luticola cf. ventricosa, Luticola dismutica i

Stephanodiscus sp. su taksoni zabelezeni samo u ovoj pecini.

4.5.7. Peéina kod Sove

Pec¢ina kod Sove odlikuje se malim diverzitetom aerofitskih algi, jer je
zabeleZeno svega sedam taksona (Grafik 18). I pored toga, zabeleZeni su predstavnici tri
razdela (Cyanobacteria (kokoidne i homocitne forme), Chlorophyta i Xanthophyta) i
jedino su na tacki S3 dokumentovani predstavnici svih grupa. Phormidium articulatum

predstavlja takson zabelezen samo u ovoj pecini.
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Grafik 18. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (S1 — S3) u pecini kod Sove.

4.5.8. Lazareva pecina

Lazarevu pecinu, gde je zabeleZzeno ukupno 64 taksona, karakteriSe skoro
podjednak broj taksona u razdelima Cyanobacteria (34 — predstavljene samo kokoidnim
1 homocitnim formama) i Bacillariophyta (27). Ostali razdeli se uopsSte ne isticu po

broju taksona. Na tacki L3 zabelezen je najveci broj taksona, a najmanji na tackama L4-
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L6 koje se nalaze u unutra$njosti pecine (Grafik 19). Dominantni rodovi su
Chroococcus, Gloeocapsa (zabeleZzeno po 7 taksona) i Humidophila (6 taksona).
Chroococcus ercegovicii, Leptolyngbya sp. i Achnanthidium minutissimum zabelezeni
su na najvise tacaka uzorkovanja (3). I ovde se moze izdvojiti nekoliko taksona koji su
specificni za ovu pecinu: Microcoleus cf. vaginatus, Oscillatoria sp. 1, trihalna
Cyanobacteria 1, Brachysira neglectissima, Cyclotella cretica var. cyclopuncta i

Neidium minutissimum.
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Grafik 19. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (L1 — L6) u Lazarevoj pecini.

4.5.9. Bogovinska pecina

U Bogovinskoj pecini, od ukupno 46 zabaleZenih taksona, najviSe pripada
razdelu Bacillariophyta (20 taksona), a prati ga razdeo Cyanobacteria (19 taksona, od
kojih je 11 kokoidnih, Grafik 20). Najveéi diveritet zabelezenih taksona je na tacki
BG3, na kojoj je zabeleZen i jedini predstavnik heterocitnih Cyanobacteria. Luticola i
Leptolyngbya predstavljaju dominantne rodove na ovom lokalitetu. Pecina je specifi¢na
po tome §to se, za razliku od drugih, na najviSe tacaka uzorkovanja javljaju predstavnici

razdela Bacillariophyta — Humidophila aerophila i Orthoseira roseana (na 4 tacke).
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Homocitne cijanobakterije Leptolyngbya sp. 3, Oscillatoria cf. ornata i Symploca
muralis i silikatne alge Brachysira neoexilis, Fragilaria recapitellata, Pinnularia

rabenhorstii var. franconica su jedino zabeleZene u ovoj peéini.
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Grafik 20. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (BG1 — BG5) u Bogovinskoj pecini.

4.5.10. Mandina pecina

Ukupno 73 taksona, iz Cetiri dokumentovana razdela, zabelezeno je u Mandinoj
pec¢ini. Razdeo Cyanobacteria, sa 33 kokoidne, 9 trihalnih i jednom heterocitnom
formom, dominira u zajednici aerofitskih algi u ovoj pecini. Prati ga razdeo
Bacillariophyta sa 21 identifikovanim taksonom, a sledi razdeo Chlorophyta sa 8
zabelezenih taksona. Najveci broj taksona zabeleZen je na tackama M2 1 M5, a najmanji
broj na tacki M4 (Grafik 21), gde su prisutni predstavnici samo dva razdela. Po broju
taksona dominiraju rodovi Asterocapsa, Chroococcus, Gloeocapsa i Leptolyngbya, dok
su na najvise tacaka uzorkovanja (4) zabelezeni Aphanocapsa muscicola, Pseudocapsa
dubia, Leptolyngbya foveolarum 1 Humidophila aerophila. Gloeocapsopsis cf.
pleurocapsoides, kokalna Cyanobacteria 4, Leptolyngbya sp. 2, Oscillatoria rupicola,

Cosmarium holmiense var. integrum, Amphora ovalis, Cyclotella meneghiniana,

122



Gomphonema cymbeliclinum i Stauroneis tackei su taksoni koji su zabelezeni samo u

ovoj pecini.
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Grafik 21. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki

uzorkovanja (M1 — M5) u Mandinoj pecini

4.5.11. Cerjanska pecina — povremeno vrelo kod Kravlja

U Cerjanskoj pecini ukupno je zabelezeno 67 taksona cijanobakterija i algi iz
uzorka biofilma (C1 — C5) i 7 taksona endolitskih cijanobakterija i algi (Cel — Ce2), pri
¢emu je 6 taksona zajedniCko za ove dve zajednice. U zajednici endolitskih algi
zabeleZen je znatno manji broj taksona i bilo ih je moguce identifikovati uglavnom do
nivoa roda. Najveéi broj taksona zabelezen je na tacki C5 (Grafik 22). Dominantan
razdeo Cyanobacteria (45 taksona) i ovde pokazuje veliki diverzitet kokoidnih formi, uz
dominaciju rodova Aphanocapsa, Gloeocapsa i Gloeothece. Rod Leptolyngbya
dominira kod trihalnih predstavnika. Kao $to je to slu¢aj i u mnogim drugim pecinama
rod Humidophila se istice u razdelu Bacillariophyta, koji broji 17 taksona. Humidophila
contenta, zajedno sa taksonom Orthoseira roseana, bile su prisutne u biofilmu na svih
pet tacaka uzorkovanja. Nekoliko taksona je takode jedinstveno za ovu peéinu: Lyngbya

sp., Oscillatoria sp., Phormidium sp. i Ulothrix sp.
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Grafik 22. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki
uzorkovanja (C1 — C5, Cel — Ce2) u Vrelu kod Kravlja — Cerjanska pecina.

4.5.12. Prekonoska pecina

U Prekonoskoj pecini zabelezeno je ukupno 60 taksona, gde dominira razdeo
Cyanobacteria, a sledi ga razdeo Bacillariophyta. Razdeli Chlorophyta i Xanthophyta se
po broju taksona ne isticu. U razdelu Cyanobacteria dominiraju kokoidne forme, dok
heterocitni predstavnici nisu zabelezeni. Kao Sto se zapaza na Grafiku 23, veci broj
taksona zabelezen je na taCkama uzorkovanja na donjem ulazu, §to se narocito odnosi na
tacku PD4, ali se takode izdvaja i tacka PG1, na gornjem ulazu ove pecine. Na tacki
PDI1 dominiraju kokoidne Cyanobacteria, dok na tacki PD3 dominiraju predstavnici
razdela Bacillariophyta. Rodovi cijanobakterija Chroococcus, Gloeocapsa i Gloeothece
i rod Humidophila, koji pripada silikatnim algama, dominiraju po broju identifikovanih
taksona. Na najviSe tacaka uzorkovanja (6) zabelezeni su Chroococcus ercegovicii,
Chroococcus helveticus i Cymbopleura rupicola var. minor. Predstavnici razdela
Bacillariophyta — Cymbella affiniformis i Hantzschia cf. rhaetica, taksoni su koji su

jedino zabelezeni u ovoj pecini.
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Grafik 23. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki
uzorkovanja (donji ulaz PD1 —PD4, gornji ulaz PG1 — PGS5) u Prekonoskoj pecini.

4.5.13. Petnicka pecina

U uzorcima biofilma iz Petnicke pecine (Grafik 24) identifikovano je ukupno 14
taksona cijanobakterija i algi, a u uzorku endolitskih algi zabeleZen je samo jedan
takson koji pripada grupi homocitnih cijanobakterija. U uzorcima biofilma na vecini
tataka 1 u ovoj pecini dominiraju predstavnici kokoidne grupe razdela Cyanobacteria
kojih ima najvise na tacki P1, gde je ujedno zabelezen i1 najveci diverzitet. Ipak, na
najvise taCaka uzorkovanja javlja se Leptolyngbya sp. Jedan interesantan takson, koga
karakteriSe pravo grananje (Geitleria calcarea) naden je samo u ovoj pecini na tacki P3.
Pored ovoga, ova pecina je specificna i po prisustvu neidentifikovanog endolitskog
taksona homocitnih cijanobakterija, koji najverovatnije pripada grupi pravih endolita,

odnosno euendolita.
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Grafik 24. Broj identifikovanih taksona svih prisutnih grupa i razdela na svakoj tacki
uzorkovanja (P1 — P3, Pel) u Petnickoj pecini.

Kod pecina Samar i Jezava, biofilm je sa svake tacke uzorkovan cCetiri puta
godisnje, pa ¢e detaljnija analiza zajednice aerofitskih algi biti objasnjena u slede¢em

poglavlju.

4.6. Sezonska dinamika zajednice aerofitskih cijanobakterija i algi u uzorcima

biofilma na primeru pe¢ina Samar i Jezava

Na osnovu sezonske analize uzoraka biofilma iz pefine Samar, zabeleZeno je
prisustvo ukupno 141 taksona cijanobakterija i algi koji su svrstani u 4 razdela:
Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta i Xanthophyta. Razdeo Cyanobacteria
dominira sa 69 zabeleZenih taksona (od ¢ega su 53 kokoidne forme), a prati ga razdeo
Bacillariophyta sa 60 identifikovanih taksona. Gloeocapsa, Chroococcus, Gloeothece,
Humidophila i Luticola predstavljaju rodove u kojima je zabelezen najveci broj taksona.
Veliki broj taksona, pre svega taksona razdela Bacillariophyta, zabeleZzen je samo u
pecini Samar: Anathece smithii, Calothrix fusca f. durabilis, Chroococcus lithophilus,
Cosmarium subcrenatum, Cosmarium sp. Amphora copulata, Amphora sp., Brachysira

sp. Cocconeis placentula, predstavnici roda Encyonema, Gomphonema acidoclinatum,
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Gomphonema minutum, Humidophila pyrenaica, Luticola andina, Luticola angusta,
Luticola cf. similis, Luticola nivaloides, Luticola ventricosa, Luticola sp. 1, Nitzschia
dissipata var. media i Pinnularia rabenhorstii.

U pecini Jezava zabelezen je manji diverzitet cijanobakterija i algi nego u pecini
Samar (61 takson iz 4 razdela), ali takode dominira razdeo Cyanobacteria sa 38
zabeleZenih taksona (27 kokoidnih predstavnika), a prati ga razdeo Bacillariophyta sa
19 1identifikovanih taksona. Samo tri taksona =zelenih algi su zabelezena. U
najraznovrsnije rodove se ubrajaju Gloeocapsa, Chroococcus, Leptolyngbya i
Humidophila. Jedini takson karakteristican samo za ovaj lokalitet je neidentifikovani
takson razdela Chlorophyta - Chlorophyta 1.

Spisak svih zabelezenih taksona cijanobakterija 1 algi po sezonama u pe¢inama

Samar i Jezava predstavljen je u Tabeli 4.

Tabela 4. Spisak zabelezenih taksona cijanobakterija i algi po sezonama u uzorcima
biofilma u pe¢inama Samar i Jezava (S — pec¢ina Samar, J — pecina Jezava, D —

decembar, M — mart, Ma — maj, A — avgust).

Taksoni SD SM SMa SA JD IM IMa JA

Cyanobacteria

Anathece clathrata * * * *

Anathece smithii *

Aphanocapsa fusco-lutea * * * *
Aphanocapsa muscicola * * * * * * *
Aphanocapsa spp. * *
Aphanothece castagnei * * *
Aphanothece cf. bullosa *

Aphanothece pallida * * * *

Aphanothece saxicola * * *
Aphanothece spp *

Asterocapsa cf. purpurea * * *

Asterocapsa sp. 1 * * *

Asterocapsa sp. 2 *

Asterocapsa sp. 4 *

Asterocapsa sp. 5 *

Asterocapsa spp. *

Calothrix fusca f. durabilis * *
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Chlorogloea spp.

Chroococcus cf. spelaeus

Chroococcus cf. turicensis

Chroococcus cohaerens

Chroococcus helveticus

Chroococcus lithophilus

Chroococcus minor

Chroococcus spelaeus

Chroococcus turicensis

Chroococcus varius

Chroococcus spp.

Chroococcidiopsis spp.

Eucapsis sp.

Entophysalis atroviolacea

Gloeocapsa alpina

Gloeocapsa atrata

Gloeocapsa biformis

Gloeocapsa cf. alpina

Gloeocapsa cf. violascea

Gloeocapsa compacta

Gloeocapsa kuetzingiana

Gloeocapsa lignicola

Gloeocapsa novacekii

Gloeocapsa punctata

Gloeocapsa reicheldtii

Gloeocapsa sanguinea

Gloeocapsa violascea

Gloeocapsa spp.

Gloeocapsopsis cf. polyedrica

Gloeocapsopsis spp.

Gloeothece abiscoensis

Gloeothece confluens

Gloeothece fusco-lutea

Gloeothece membranacea

Gloeothece palea

Gloeothece rupestris

Gloethece subtilis

Gloeothece violascea

Gloeothece spp.

Heterocitna Cyanobacteria

128




Kamptonema animale *

Kokalna Cyanobacteria 1 * * * * * * *
Leptolyngbya foveolarum * * * * * * * *
Leptolyngbya perforans * * * *

Lepolyngbya valderiana * * * *

Leptolyngbya sp. 1 * * * * * *

Leptolyngbya spp. * * * * * * *

Nostoc comune * * * * * *
Nostoc punctiforme * * * * * * *
Nostoc spp. * * * * * * *
Phormidesmis sp. *

Pseudocapsa dubia * * * *
Scytonema myochrous * *

Scytonema varium *

Synechococcus elongatus *

Synechocystis pevalekii *

Tapinothrix bornetii *

Tolypothrix spp. * * *

Wolskyella cf. floridana * * * *

Chlorophyta

Chlorophyta 1 *
Coccomyxa cf. litoralis * *

Cosmarum rectangulum *

Cosmarium subcrenatum *

Cosmarium sp. *

Cylindrocystis brebisonii f. N N N

genuine

Desmococcus olivaceus * * * * * *
Gloeocystis vesiculosa * * *

Phacomyxa sp. * * * *

Stichococcus bacillaris * * *

Trentepohlia aurea * *

Trochiscia sp. * * * * *
Xanthophyta

Xanthophyta 1 * *
Bacillariophyta

Achnanthes coarctata * * * *

Achnanthes pseudocoarctata * * *

Achnanthes sinaensis * * * * * *
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Achnanthes spp.

Achnanthidium minutissimum

Achnanthidium pyrenaicum

Amphora copulata

Amphora spp.

Brachysira spp.

Centri¢na Bacillariophyta

Cocconeis placentula

Cocconeis placentula var.
euglypha

Cocconeis placentula var.

lineata

Cocconeis pseudolineata

Cymbella compacta

Cymbella parva

Cymbopleura rupicola var.

minor

Ditoma problematica

Diatoma spp.

Encyonema prostratum

Encyonema sp.

Falacia insociabilis

Gomphonema acidoclinatum

Gomphonema micropus

Gomphonema minutum

Gomphonema pumilum

Gomphonema sp.

Hantzschia abundans

Hantzschia calcifuga

Hantzschia amphioxys

Hantzschia spp.

Humidophila aerophila

Humidophila biceps

Humidophila brekkensoides

Humidophila contemnata

Humidophila contenta

Humidophila paracontenta

Humidophila perpusilla

Humidophila pyrenaica

Humidophila spp.
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Luticola andina *

Luticola angusta *

Luticola cf. similis * *

Luticola frequentissima *

Luticola kopanjae *

Luticola nivalis * * *

Luticola nivaloides *

Luticola quinquenodis * * *

Luticola ventricosa * *

Luticola sp. 1 *

Luticola spp. * * * *
Navicula tripunctata * *
Navicula spp. *

Nitzschia acidoclinata *

Nitzschia amphibia *

Nitzschia dissipata * * * *

Nitzschia dissipata var. media *

Orthoseira dendroteres * * * * *
Orthoseira roseana * * * * * *
Orthoseira spp. * *

Pinnularia borealis * * *

Pinnualria rabenhorstii * *

Pinnularia subrabenhorstii * * *

Pinnularia spp. * *

Tokom decembra i marta, u uzorcima biofilma iz pecine Samar zabeleZen je
skoro podjednak broj taksona: 88, odnosno 83. NeSto nizi diverzitet cijanobakterija i
algi zabelezen je tokom maja (65 taksona) i avgusta (66 taksona). 24 taksona
cijanobakterija i algi zabelezeno je u sve Cetiri sezone, dok su ostali zabelezeni u tri i
manje (55 taksona je zabeleZeno u samo jednoj od cetiri sezone). Taksoni koji su u
peéini Samar zabelezeni u sve Cetiri sezone su: Aphanocapsa muscicola, Aphanothece
cf. pallida, Chlorogloea spp., Chroococcus cf. spelaeus Chroococcidiopsis spp.,
Gloeothece rupestris, Kokalna Cyanobacteria 1, Leptolyngbya foveolarum,
Leptolyngbya sp.1, Leptolyngbya sp., Nostoc sp., Desmococcus olivaceus, Phacomyxa
sp., Trochiscia sp., Achnanthes coarctata, Achnanthes sinaensis, Cymbopleeura

rupicola, Hantzschia abundans, Humidophila aerophila, Humidophila contenta,
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Humidophila paracontenta, Nitzschia dissipata, Orthoseira dendroteres i Orthoseira
roseana.

U uzorcima biofilma iz pecine Jezava tokom decembra i marta zabeleZen je
podjednak broj taksona cijanobakterija 1 algi (39), dok je po 9 taksona zabelezeno
tokom maja 1 avgusta. Ukupno 40 taksona zabelezeno je u samo jednoj sezoni, dok su
samo tri taksona (Chroococcus helveticus, Leptolyngbya foveolarum i Nostoc
punctiforme) bila prisutna tokom sve Cetiri sezone.

Grafik 25 daje detaljniji prikaz broja zabeleZenih taksona u pecini Samar na
svakoj tacki uzorkovanja u svakoj sezoni, kao i odnos grupa i razdela identifikovanih

cijanobakterija i algi na osnovu broja taksona.
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Grafik 25. Broj zabeleZenih taksona cijanobakterija i algi u uzorcima biofilma na svakoj
tacki uzorkovanja tokom Cetiri sezone u pe¢ini Samar (S — pe¢ina Samar, D — decembar,

M — mart, Ma — maj, A — avgust).
Zapaza se da je diverzitet cijanobakterija i algi najveci na tacki S4, a najmanji na

tackama S1, S5 1 S7. Na tackama S1, S5 1 S7 broj taksona je prili¢no ujednacen kroz

sezone, dok je kod svih ostalih tacaka (osim tacke S6) najve¢i zabeleZzen tokom
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decembra. Na tacki S6, najveéi diverzitet zabelezen je u martu. U velikom broju
uzoraka dominiraju kokoidne cijanobakterije, ali takode je i1 broj taksona silikatnih algi
relativno visok. Na tackama S2 i S4 su dominirale kokoidne cijanobakterije, dok je
silikatnih bilo viSe u odnosu na druge predstavnike u na tackama S3, S5 i S7.
Homocitne cijanobakterije su zabelezene na svakoj tacki, dok su heterocitne nadene
samo na Cetiri tacke: S2, S3, S4 i S6. Predstavnici razdela Chlorophyta su takode
identifikovani na svakoj tacki, dok je jedini predstavnik razdela Xanthophyta naden
samo na tacki 6 u avgustu.

Na Grafiku 26 se vidi koliko ukupno ima taksona na svakoj tacki uzorkovanja u

svakoj sezoni, kao i broj taksona po grupama cijanobakterija i algi u pecini Jezava.
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Grafik 26. Broj zabeleZenih taksona cijanobakterija i algi u uzorcima biofilma na svakoj
tacki uzorkovanja tokom Cetiri sezone u pecini Jezava (J — pe¢ina Jezava, D — decembar,

M — mart, Ma — maj, A — avgust).
Na tacki J2 je zabelezen najveci diverzitet i to tokom decembra i marta, dok u

avgustu nije bilo biofilma koji bi se mogao uzorkovati. Na druge dve tacke diverzitet je

manji, ali je takode tokom decembra i marta broj taksona ve¢i u odnosu na maj i avgust.
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Kokoidne cijanobakterije dominiraju u vecini uzoraka, dok se silikatne alge po broju
taksona isticu na tacki 2 tokom decembra. Sve ostale grupe su bile prisutne na svim

taCkama, dok su samo Xanthophyta zabelezene na tacki J2 u decembru.

4.7. Kvantitativna analiza odabranih uzoraka biofilma

U Deguri¢koj peéini ukupan broj jedinki i ¢elija po jedinici biomase biofilma,
odnosno po miligramu, kao i ukupna biomasa, imaju najvece vrednosti na tacki D1, a
najmanje na D2 (Grafik 27). Najvece vrednosti ovih parametara na tacki D1 podudaraju
se 1 sa Cinjenicom da je na ovoj tacki zabeleZzen i najve¢i broj taksona prilikom

kvalitativne analize.
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Grafik 27. Ukupna vrednost biomase i ukupan broj jedinki i ¢elija u 1 mg uzorka

biofilma sa tacaka uzorkovanja u Deguri¢koj pecini.

Na tacki D1, najveci broj ¢elija ima trihalna cijanobakterija Leptolyngbya tenuis,
najveci broj jedinki zelena alga Desmococcus olivaceus, a predstavnik sa najve¢om
biomasom u ovom uzorku biofilma je Chroococcus ercegovicii. Na tacki D2, kokalna
cijanobakterija Gloeobacter violaceus ima najve¢i broj jedinki i Celija. Vrednosti

biomase su niske za sve zabeleZene taksone, ali se ipak po nesSto vecoj vrednosti od
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ostalih izdvaja Asterocapsa cf. purpurea. Ova kokalna cijanobakterija na tacki D3
dominira u svakom pogledu. Ona se takode i na tacki D4 izdvaja u pogledu broja
jedinki, ali je broj ¢elija ve¢i kod taksona Gloeocapsa nigrescens, dok se po biomasi
izdvaja heterocitna cijanobakterija Nostoc commune. Ipak, na tac¢ki D5, Gloeocapsa
nigrescens ima najvecu biomasu, dok je najveci broj jedinki i ¢elija zabelezen kod

taksona Chroococcus varius (Grafik 28).
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Grafik 28. Taksoni cijanobakterija i algi koji imaju najve¢i broj jedinki 1 ¢elija, kao 1
najvecu vrednost biomase u uzorcima biofilma iz Deguri¢ke pecine (D1 — Chroococus
ercegovicii, Desmococcus olivaceus, Leptolyngbya tenuis; D2 — Gloeobacter violaceus,
Asterocapsa cf. purpurea; D3 — Asterocapsa cf. purpurea; D4 - Asterocapsa cf.
purpurea, Gloeocapsa nigrescens, Nostoc commune; D5 — Chroococcus varius,

Gloeocapsa nigrescens).
U pecini Vernjikica ukupan broj jedinki i1 ¢elija u 1 mg biofilma imaju najvece

vrednosti na tacki V4, dok je najveca biomasa odredena u biofilmu sa tacke V5 (Grafik

29), na kojoj je inace zabelezen 1 visok diverzitet cijanobakterija i algi.
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Grafik 29. Ukupna vrednost biomase i ukupan broj jedinki i ¢elija u 1 mg uzorka

biofilma sa tacaka uzorkovanja u pecini Vernjikica.

Najveci broj jedinki i ¢elija u 1 mg biofilma na tacki V1 (Grafik 30) ima zelena
alga Trebouxia sp., ali najve¢u vrednost biomase silikatna alga Orthoseira roseana,
iako ima neuporedivo manje jedinki (77) nasuprot 10 700 jedinki taksona Trebouxia sp.
Na tac¢ki V2, Trebouxia sp. dominira u svakom pogledu. Tacka V3 se karakteriSe
najve¢im brojem jedinki taksona Gloeocapsa reicheltii, dok kokalna cijanobakterija
Aphanothece cf. bullosa ima najveci broj ¢elija i najvecu vrednost biomase. Zelena alga
Desmococcus olivaceus se izdvaja na tacki V4 i u pogledu broja jedinki i ¢elija, i u
pogledu biomase. Na tac¢ki V5, kokalna cijanobakterija Chroococcidiopsis sp. izdvaja se
u smislu broja jedinki i Celija, ali je biomasa najveca kod krupnog taksona i jedinog

predstavnika razdela Xanthophyta.
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Grafik 30. Taksoni cijanobakterija i algi koji imaju najve¢i broj jedinki 1 ¢elija, kao 1
najveéu vrednost biomase u uzorcima biofilma iz pe¢ine Vernjikica (V1 — Trebouxia
sp., Orthoseira roseana; V2 — Trebouxia sp.; V3 — Aphanothece cf. bullosa,
Gloeocapsa reicheltii; V4 — Desmococcus olivaceus; V5 — Chroococcidiopsis sp.,
Xanthophyta 1).

4.8. Rezultati analize uzoraka biofilma i1 endolitskih algi skening elektronskom
mikroskopijom (SEM) i energetsko disperzivhom spektroskopijom (EDS)

Nekoliko odabranih uzoraka biofilma analizirano je skening elektronskim
mikroskopom i odabrane SEM mikrografije prikazane su na Slici 36. SEM mikrografije
biofilmova u kojima dominiraju kokoidne forme cijanobakterija uronjene u dobro
razvijeni ekstracelularni polimerni omota¢ (EPS) prikazane su na Slici 36a, b (tacke
uzorkovanja B7 1 B8). U biofilmu koji je prikazan na Slici 36¢, d (tatke PG1 1 S2),
mikroorganizmi u samom biofilmu zbog dobro razvijenog EPS-a nisu vidljivi, ali se na
povrsini uocavaju zakaceni deli¢i stenovitog supstrata, minerali i Cestice. Na Slici 36e,
koja je snimljena na uzorcima biofilma iz Bozanine pe¢ine (B1), uocljivo je prisustvo
trihalnih formi cijanobakterija: EPS je razvijen, ali ne u tolikoj meri kao u uzorcima gde
dominiraju kokoidne forme. Uzorci u kojima dominiraju zelene i silikatne alge

izgledaju malo drugacije: taksoni su obi¢no bolje vidljivi 1 nisu uronjeni u debeli sloj
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ekstracelularnih polimernih supstanci. Tako se u biofilmu na Slici 36f (tacka BG4)
zapaza prisustvo velikog broja blago do potpuno dehidriranih ¢elija dominantne zelene
alge u tom uzorku — Desmococcus olivaceus. Sa druge strane, na Slikama 36g, h koje
prikazuju biofilm sa tacke RC4, jasno se uoc¢ava trihalna zelena alga Klebsormidium,
koja u biofilmu dominira zajedno sa silikatnim algama.

Slika 37 nam daje prikaz kako izgleda stena koju naseljavaju endolitske
cijanobakterije, kao 1 prikaz epilitskih taksona cijanobakterija koji na svoje omotace
taloze kalcijum karbonat. Na mestu uzorkovanja L1, zabeleZeno je priststvo jednog
taksona koji pripada grupi trihalnih cijanobakterija, a koji ima sposobnost da na svoje
omotace talozi kalcijum karbonat. Ono §to je u ovom uzorku biofilma snimljeno su
»kucice* od kalcijum karbonata koje ovaj takson formira, a koje su safinjene od zrna
supstrata ¢ija veliina varira. Ove ,.kucice™ nastale talozenjem kalcijum karbonata na
ekstracelularni omota¢ cijanobakterije prikazane su na Slici 37a, b, ¢. Kao §to se vidi na
EDS dijagramu koji je dobijen na osnovu Slike 37c (Slika 38), u ovim tvorevinama je
dominantan kalcijum. Slika 37d prikazuje jedan potpuno drugacdiji takson iz uzorka
biofilma sa tacke PE3. U pitanju je cijanobakterija Geitleria calcarea, koju pored
sposobnosti da talozi kalcijum karbonat, karakteriSe i pravo grananje. Na Slici 37e, f
snimljen je uzorak stene iz Petnicke pecine koju naseljavaju endolitske cijanobakterije.
Kao $to se zapaza na ove dve slike, u pitanju je takson cijanobakterija koji aktivno
razara stenoviti supstrat: na prvoj slici moZe se uociti da je u pitanju trihalna
cijanobakterija kod koje se vidi samo deo trihoma koji se nalazi van stene, a na drugoj
slici prikazana je povrSina stenovitog supstrata na kojoj su otisci i tragovi aktivnosti

ovog taksona.
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b — Bozanina peéina, tacka BS; ¢ — Prekonoska pecina, tacka PG1; d — pecina Samar,
tacka S2; e — Bozanina pecina, tacka Bl; f — Bogovinska pecina, tacka BG4; g,h —
Rcéanska pecina, tacka RC4.
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Slika 37. SEM mikrografije odabranih uzoraka biofilma i stenovitog supstrata: a, b, ¢ —
Lazareva pecina, tatka L1; d — Petnicka pecina, tacka PE3; e,f — Petnicka pecina, uzorak

stene za analizu endolitskih cijanobakterija i algi.

Spectrum 1

Slika 38. Energetsko disperzivna spektroskopija (EDS) uzorka biofilma sa tacke L1.
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4.9. Opis nove vrste za nauku: Nephrococcus serbicus S. Popovi¢, G. Subakov

Simi¢ i J. Komarek, sp. nov.

Tokom istrazivanja u Bozaninoj pecini, koja su vrSena u letnjem periodu tokom
2014. godine, iz jednog uzorka biofilma opisana je nova vrsta cijanobakterije koja
pripada rodu Nephrococcus. Ova aerofitska cijanobakterija nadena je na
subaerofitskom, vlaznom, kre¢njackom supstratu BoZanine pecine (nedaleko od ulaza)
na nadmorskoj visini od 723 m. Do ovog otkri¢a, u rodu Nephrococcus postojale su
samo tri zabelezene vrste, koje potcu iz Kine i sa Nepala. Tokom karakterizacije i
identifikacije materijala, nije bilo moguce ovaj takson izolovati u kulturi, niti uraditi
molekularnu analizu. Ipak, s obzirom na to da je u pitanju rod cijanobakterija koji se
izrazito retko srece 1 imajuci u vidu da su ostale vrste zabeleZzene na geografski veoma
udaljenim podru¢jima, detaljno je analizirana morfologija i ekologija ove vrste
svetlosnim i konfokalnim mikroskopom, kako bi se na osnovu ovih parametara ovaj
takson mogao opisati kao nov za nauku. Kako bi se novi takson za nauku propisno
opisao, postovana su pravila Medunarodnog Koda za Nomenklaturu za alge, gljive i

biljke, nakon ¢ega mu je dodeljeno ime Nephrococcus serbicus.

Nephrococcus serbicus

Ovu cijanobakteriju karakteriSu kolonije koje su inicijalno 2- do 4-celijske
(Slike 39a, 40a, c, respektivno), a kasnije viSecelijske, sa najvise do 64 Celije (Slike 39b,
40d). Kolonije su okruzene Sirokim, mukoznim, uglavnom neslojevitim ili blago
slojevitim (Slika 41n) bezbojnim omotacem ¢ija je povrSina Cvrsta. Prisustvo
jednocelijskih stadijuma nije zabelezZeno, ali se oni evidentno javljaju (bar u obliku
moguc¢ih mirujucih stadijuma, Slike 39g, h, 42a). Omotac je kod mladih kolonija vise
slojevit (npr. 2-¢elijski stadijum). Cvrsta povr§ina omota¢a se zapaZa i u neobojenom
(Slika 39) i u materijalu bojenim bojom toluidin plavo (Slika 40). U biofilmu su
najceSce prisutne kolonije koje imaju 4, 8 i 16 celija. Veli¢ina visecelijske kolonije
varira od 25-29 pm, a $irina omotaca od 4-9 um. Celije se obi¢no nalaze skocentrisane
u centru kolonije, gde su ponekad gusto pakovane (Slike 39b, 40d), a u vecini slucajeva

rasporedene tako da ¢ine oblik venca (Slike 39e, f, 41m).
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Slika 39. Kolonije Nephrococcus serbicus: a) 2-Celijski stadijum sa zutobraon ¢elijama i
¢elijskim omotacima; b) ovalne, Zutobraon celije u centru kolonije; c¢) zuckaste,
nepravilno zaobljene Celije rasporedene priblizno u formi venca; d) maslinasto zelene
do Zuckaste, nepravilno zaobljene celije rasporedene priblizno u formi venca; e€)
plavozelene C¢elije bubrezastog oblika rasporedene tako da formiraju venac; f)
plavozelene celije bubrezastog oblika rasporedene tako da formiraju dva venca koji su

postavljeni jedan nasuprot drugog; g, h) najverovatnije mirujuéi stadijum. Skala: 10 pm.

Slika 40. Kolonije Nephrococcus serbicus bojene toluidin plavim (polisaharidi se boje
ljubicasto): a, c¢) stadijum sa 4 ¢elije; b) stadijum sa 8 Celija; d) ¢elije u centru kolonije;

e, f) formacija venca.
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U prvom planu se Cesto zapaza jedan venac, ali se formiraju najmanje dva Kkoji
se nalaze jedan nasuprot drugom (Slika 39f). Mogucée je prisustvo vise venaca. Oblik
¢elija varira od loptastog, ovalnog (Slika 39b) ili nepravilnog (Slike 39c, d) do
bubrezastog (Slike 39e, f), koji je najéeS¢i, a boja od plavozelene (Slike 39, f),
maslinasto zelene (Slika 39d) do zuckaste (Slika 39c¢) i zuckastobraon (Slika 39b).
Sadrzaj ¢elije je ili homogen ili blago granularan. Celijski omotaéi su vidljivi jedino kod
2-¢elijskih stadijuma (Slika 39a), a u kasnijim stadijumima razvi¢a nisu vidljivi ili nisu
prisutni. Duzina Celija se krece od 3—6,5 um, a Sirina u srediSnjem delu od 1,54 pum.
Crtez cijanobakterije Nephrococcus serbicus prikazan je na Slici 42,

Kako bi se vizuelizovala 3D prostorna organizacija celija u kolonijama
Nephrococcus — a, preparati su bojeni propidijum jodidom, a zatim posmatrani na

konfokalnom mikroskopu (Slika 41).

Slika 41. CLSM: 3D prostorna organizacija ¢elija u koloniji Nephrococcus-a, sa serijom

tankih optickih preseka uzorka (a-l). Crveno — geneticki material.
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Bez narusavanja strukture, napravljena je serija tankih optickih preseka (2D
slike dobijene na razli¢itim intervalima). Celije su ili nepravilno rasporedene u centru
kolonije (a-1) ili formiraju venac (m-n). Blaga slojevitost omotaca kolonije se jasno vidi
na slici 41n.

Crtez cijanobakterije Nephrococcus serbicus predstavljen je na Slici 42.

Slika 42. Crtez cijanobakterije Nephrococcus serbicus: a) verovatno mirujuéi stadijum;
b) 2-Celijski stadijum; c) 4-Celijski stadijum; d) 8-Celijski stadijum; e) viSecelijski

stadijum; f ) formacija venca. Skala: 10 um.
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4.10. Petrografska analiza

Petrografska analiza radena je na nivou pecina. U Tabeli 5 predstavljene su slike
mikroskopskih preparata stenovitih podloga, dok je u tekstu ispod dato objasnjenje za
svaku pec¢inu ponaosob.

Stena u Bozaninoj pecini je kristalaste strukture i relativno homogene (masivne)
teksture. Jedno od karakteristicnih teksturnih svojstava jeste 1 pojava stilolitskih
pukotina (Tabela 5a) koje su markirane deponatima oksida i hidroksida gvozda
(limonitom i drugim Fe-mineralima). lako je stenska masa izgradena od mikrosparitske
komponente, veli¢ina kristala kalcita varira. Posebno krupan kalcit je razvijen u
pojedinim pukotinama ili se pojavljuju pojedina¢na krupna Xkalcitska zrna koja
predstavljaju rekristalisale fosile. Stena je rekristalisali kre¢njak.

U Ribnickoj pecini, stena je organogene strukture (Tabela 5b) i masivne
teksture. Izgradena je od ljusturica mikrofosila (orbitoline, alge i drugi) i intraklasta.
Osnova stene je sparitskog karaktera, dok su fosili 1 intraklasti izgradeni od mikritskog
karbonata. Ekstraklasti su retki i Cine ih klasti kvarca i retke liske muskovita. Uocavaju
se 1 retke metalicne, najverovatnije gvozevite faze. U pojedinim delovima,
najverovatnije u porama, zapaza se silifikacija. Stena je organogeni kre¢njak.

Stena u Deguri¢koj pecini je kristalaste strukture (Tabela 5c) 1 masivne teksture.
Po svojim strukturno-teksturnim odlikama podseca na stenu Bozanine pecine, ali ovde
izostaju stilolitske pukotine. Stenska masa je izgradena od kalcita mikrosparitskog
karaktera koji je najverovatnije nastao rekristalizacijom mikrita. Pojedini ostaci
bioklasta su izgradeni od krupnijeg rekristalisalog kalcita. Krupniji kalcit, takode,
izgraduje zilice 1 zapunjava pukotine. Stena je rekristalisali krecnjak.

U Rcéanskoj pe€ini, stena je kristalaste strukture (Tabela 5d) i masivne teksture.
Specificnost ovog uzorka, u odnosu na prethodno opisane uzorke iz Bozanine, Ribnicke
1 Deguri¢cke pecine, jeste pojavljivanje izduZenih karbonatnih agregata koji izgraduju
trake (Tabela 5e). Ovakav nacin pojavljivanja je tipican za aragonit, ali u ovom uzorku
je moguée da je aragonit rekristalisao u kalcit. Stenska masa deluje delimi¢no
izlomljeno, Sto steni daje ruditski karakter. Ispitivana stena je klasti¢ni (kalkruditski)

krecnjak.
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U pecini Vernjikica, stena je kristalaste, sa elementima organogene strukture i
fenestralne teksture (Tabela 5f). Ovo je prva stena koja ima tipi¢an mikritski karakter
osnove. Stenska masa je izbrecirana, a krupan kalcit deponovan je u prslinama koje su
orijentisane u razli¢itim pravcima. U mikritskoj osnovi se uocavaju ostaci fosila
(foraminifere, miliolide 1 drugi). Proces silifikacije se zapaza duz pravaca cepljivosti
krupnozrnih kalcita iz prslina. Stena je mikritski kre¢njak.

U pecini kod Sove stena je kristalaste, sa elementima organogene strukture i
fenestralne teksture (Tabela 5g). Stenska masa pokazuje izvestan stepen brecijacije. Kao
i kod pec¢ine Vernjikica i ovaj uzorak ima mikritski karakter osnove. Stena je izgradena
od mikritske osnove u kojoj se nalaze ostaci makro- i mikrofosila. Stenska masa je
ispresecana brojnim pukotinama orijentisanim u razliitim pravcima, u kojima je
deponovan krupnozrni kalcit. Retko je prisutna i silifikacija. Stena je mikritski kre¢njak.

Analizirani uzorak stene u Lazarevoj peéini je klasti¢ne (psamitske) strukture
(Tabela 5h) i masivne teksture. Izgradena je od klasti razli¢itih stena (kvarcita, skriljaca,
vulkanita, karbonata, granitoida i drugih) i Kklasti minerala (kvarca, feldspata —
plagioklasa, ortoklasa i mikroklina, liskuna, metali¢nih minerala, cirkona i drugih).
Vezivo je najverovatnije silicijskog karaktera, moguce da je re¢ o silifikovanom
karbonatnom vezivu. Stena je pescar.

U povremenom sifonskom vrelu kod Kravlja (Cerjanska pecina), stena je
kristalaste, sa elementima organogene strukture (Tabela 5i) i masivne teksture. Osnova
stene je mikritska. Sadrzi ostatke fosila, kao i pukotine zapunjene kalcitom. Stena je
(fosiliferni) mikritski krecnjak.

Stena je kristalaste strukture 1 laminacione teksture u PrekonoSkoj pecini.
Osnova stene je vrlo homogena, izgradena od mikrita do mikrosparita. Osim retkih
lamina ili prslina zapunjenih nesto krupnijim kalcitom, a duz pojedinih lamina se
zapazaju deponovati sitnozrni agregati metalicnih minerala, moguce sulfida (Tabela 5j).
Stena je mikrosparitski kre¢njak.

U Petnickoj pecini, stena je kristalaste strukture i masivne teksture. Izbrecirana
je u izvesnom stepenu. Osnovu stene predstavlja rekristalisali mikrosparit. U njoj se
zapazaju ostaci fosila, kao 1 delovi izgradeni od krupnozrnijeg kalcita. Prisutne pukotine

su takode zapunjene kalcitom (Tabela 5k). Stena je rekristalisali kre¢njak.
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Stena je kristalaste strukture i masivne teksture u pe¢ini Samar. Osnova stene je
primarno bila mikritskog karaktera, ali je wu ranodijagentskoj fazi zapocela
dolomitizacija zbog koje je stenska masa sada veceg stepena kristaliniteta (Tabela 51,
m). Stena je ispresecana prslinama zapunjenim kalcitom, sa prisutnom silicijom u po
nekim prslinama. Stena je mikritski kre¢njak.

U pecini Jezava, stena je kristalaste strukture i izbrecirane teksture (Tabela 5n).
Osnova stene je mikritska. Intenzivno je izbre€irana, a nastale pukotine zapunjene su
krupnokristalstim agregatima kalcita. U pojedinim delovima se zapaZa 1 proces

silifikacije. Stena je izbrec¢irani mikritski kre¢njak.

Tabela 5. Petrografska analiza uzoraka stene.

a) Bozanina pecina. Sklop
ispitivane stene: kristalasta
struktura i stilolitske
pukotine (strelica); ukrSteni
nikoli (xpl).

b) Ribnicka pecina.
Organogena struktura stena
definisana je prisustvom
fosila (strelice). Osnova
stene je sparitska; xpl.
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c¢) Deguric¢ka pecina.
Kristalasta struktura
kre¢njaka. Nehomogenost
stene ogleda se u variranju
veli¢ine kalcitskih agregata;
xpl.

d, e) R¢anska pecina. Izgled
uzorka br. 5: d - kristalasta
struktura sa izvesnim
stepenom breciranja; e -
izduZeni agregatiu
karbonata rasporedeni u
vidu traka; xpl.
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f) Pe¢ina Vernjikica.
Mikritska osnova stene (m)
sa ostacima fosila (strelice) i
prslinama zapunjenim
Krupnije kristalastim
agregatima kalcita zivih
interferentnih boja; xpl.

g g) Pecina kod Sove.
| Kristalasta struktura stene sa
mikritskom osnovom (m),
ostacima fosila (strelica)
koji lokalno definiSu
organogeni karakter
strukture i krupnokristalasti
agregati kalcita (cc) u
prslinama ili
nagomilanjima; xpl.

h) Lazareva pecina.
Psamitska struktura
ispitivanog pescara; xpl.
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1) Cerjanska pecina
Rekristalisale ljusturice
mikrofosila (strelice) koje
definiSu elemente
organogene strukture
ispitivane stene; xpl.

J) Prekonoska pecina.
Nagomilanja agregata
metali¢nih minerala,
verovatno sulfida (strelica)
koji leze u homogenoj
karbonatnoj stenskoj masi;
xpl.

k) Petnic¢ka pecina. Pukotine

zapunjene krupnokristalastim

agregatima kalcita (strelica);
xpl.
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11 m) Pe¢ina Samar.
Mikroskopski izged uzorka
br 11: | - kristalasta
struktura; m -
ranodijagenetska
dolomitizacija (strelice)
mikritske osnove; xpl.

n) Pec¢ina Jezava.
Izbrecirana mikritska
stenska masa (m)
ispitivanog uzorka; xpl.
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4.11. Statisticka obrada podataka

PCA na Slici 43 prikazuje odnos zabelezenih razdela fototrofnih organizama i
opisnih veli¢ina koje se odnose na geostrukturnu jedinicu Unutra$njih Dinarida zapadne
Srbije i Karpato-balkanida. Opisne veli¢ine predstavljene trouglovima koje se odnose na
ove dve geostrukturne jedinice nalaze se na razli¢itim stranama ordinacionog dijagrama:
veliCina koja opisuje geostrukturnu jedinicu Unutrasnjih Dinarida zapadne Srbije (D) na
levoj, a veli¢ina koja opisuje geostrukturnu jedinicu Karpato-balkanida (KB) na desnoj
strani. Veli¢ina koja predstavlja geostrukturnu jedinicu Unutrasnjih Dinarida zapadne
Srbije je izraZenija i pokazuje pozitivnu korelaciju sa vektorom koji predstavlja razdeo
Cyanobacteria, $to znaci da je najviSe predstavnika ovog razdela upravo zabelezeno na

podrucju Dinarida, odnosno u pe¢inama koje pripadaju ovoj geostrukturnoj jednici.
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Slika 43. Analiza glavnih komponenti (PCA) koja pokazuje odnos zabelezenih razdela
fototrofnih organizama (Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta i Xanthophyta) i

opisnih veli¢ina koje se odnose na geostrukturnu jedinicu Unutrasnjih Dinarida zapadne

Srbije (D) i Karpato-balkanida (KB).

PCA na Slici 44 daje uvid u odnos zabelezenih razdela fototrofnih organizama i

opisnih varijabli koje se odnose na tipove kre¢njaka koji su utvrdeni petrografskom
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analizom. Na osnovu petrografske analize stenovitog supstrata zaklju¢eno je da svi
uzorci (izuzev uzorka iz Lazareve pecine) predstavljaju kre¢njak koji je kategorisan u
pet grupa. Ovih pet grupa se jasno izdvaja i rasporeduje duz prve PCA ose na
ordinacionom dijagramu, pri ¢emu se sa leva na desno smenjuju rekristalisali (RK),
organogeni (OK), mikrosparitski (MSK), mikritski (MK) i klasticni krecnjak (KK).
Zapaza se da su predstavnici razdela Cyanobacteria uglavnom prisutni u pe¢inama cija
je stena rekristalasti i organogeni kre¢njak, predstavnici razdela Xanthophyta u
pec¢inama gde je podloga mikrosparitski kre¢njak, a predstavnici razdela Bacillariophyta
na lokalitetima gde je prisutan uglavnom klasiéni, manje mikritski kreénjak. Sto se tie
predstavnika razdela Chlorophyta, podjednako su zastupljeni na svim tipovima
kre¢njaka, osim mikrosparitskog, na kome se nalaze u neSto manjoj meri nego na

ostalim.
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Slika 44. PCA koja prikazuje odnos zabelezenih razdela fototrofnih organizama
(Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta i Xanthophyta) i opisnih varijabli koje se
odnose na tipove kre¢njaka koji su utvrdeni petrografskom analizom: RK — rekristalasti
kre¢njak, OK — organogeni kre¢njak, MSK — mikrosparitski kre¢njak, MK — mikritski
kre¢njak 1 KK — klasti¢ni kre¢njak.
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PCA analizom na Slici 45 nastojalo se utvrditi u kakvom biofilmu, kada se uzme
u obzir njegova razvijenost (debljina) i vlaznost (odnosno prisustvo vode, bilo da je
vezana ili samo preliva preko biofilma), dominira odredeni razdeo zabeleZenih
fototrofnih mikroorganizama. Primecuje se da su se kategorije oba opisna karaktera
biofilma manje viSe razdvojile duz prve PCA ose. Plavim trougli¢ima predstavljene su
kategorije koje se odnose na razvijenost biofilma, dok su crvenim zvezdicama
predstavljene kategorije koje se odnose na prisustvo vode u biofilmu. Sa dijagrama se
jasno vidi da su cijanobakterije dominantne u razvijenim biofilmovima (D), dok su
predstavnici razdela Bacillariophyta i Chlorophyta pretezno dominantni u biofilmovima
koji su u tankom sloju (T) razvijeni na stenovitoj povrsini. Kada se uzme u obzir drugi
kriterijum vezan za prisustvo vode u biofilmu, zapaza se da predstavnici razdela
Chlorophyta dominiraju u suvim (SUV) tankim biofimovima, a Bacillariophyta u
tankim biofilmovima preko kojih preliva voda (VL) (bilo da su u pitanju prokapne vode
ili neki povremeni tok vode). Sto se Cyanobacteria ti¢e, biofilmovi u kojima
predstavnici ovog razdela dominiraju su ne samo dobro razvijeni, ve¢ su i zelatinozne

prirode (ZEL), jer sadrZe uglavnom vece koli¢ine vezane vode.
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Slika 45. PCA koja prikazuje odnos zabeleZenih razdela fototrofnih organizama
(Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta 1 Xanthophyta) i opisnih veli¢ina koje se

odnose na razvijenost (debljinu) i vlaznost biofilma (odnosno prisustvo vode, bilo da je
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vezana ili samo preliva preko biofilma). Kategorije razvijenosti biofilma: D — razvijen
biofilm, T — tanak, slabo razvijen biofilm, S — srednje razvijen biofilm. Kategorije koje
se odnose na prisustvo vode u biofilmu: ZEL — Zelatinozni biofilm, VL — biofilm na
kome je prisutna voda, bilo da je vezana ili samo preliva preko biofilma, SUV — suv

biofilm, SVL — biofilm srednje vlaznosti.

PCA na Slici 46 prikazuje odnos zabelezenih razdela fototrofnih organizama i
opisnih veli¢ina koje se odnose na mesto uzorkovanja (ulaz i unutraS$njost pecine),
polozaj tacaka uzorkovanja (vertikalna i horizontalna povrSina, plafon pecine) i

udaljenost od ulaza, odnosno reflektora, izrazena u metrima.
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Slika 46. PCA koja prikazuje odnos zabelezenih razdela fototrofnih organizama
(Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta 1 Xanthophyta) i opisnih veli¢ina koje se
odnose na mesto uzorkovanja (ulaz (UL) i unutraSnjost (UN) pecine), poloZaj tacaka
uzorkovanja (vertikalna (VER) povrSina, horizontalna (HOR) povrsina, plafon (PL)

pecine) 1 udaljenost od ulaza odnosno reflektora izrazena u metrima.
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Opisna veli¢ina koja se odnosi na ulaz peéine (UL) nalazi se u centru
ordinacionog dijagrama, Sto zna¢i da se na ulazu pecina nalaze predstavnici svih
razdela, bez nekog posebnog izdvajanja odredene grupe. Sa druge strane, u unutrasnjosti
pecine (UN) dominantne su silikatne alge. Ako posmatramo polozaj, odnosno da li je u
pitanju vertikalna povrsina, horizontalna povrsina ili plafon pecine, najvise uzoraka u
kojima su prisutni predstavnici svih grupa uzeto je sa vertikalnih povrsina (VER) - zato
je ova opisna varijabla smestena u centru ordinacionog dijagrama. Opisna varijabla
plafon (PL) donekle koreliSe sa cijanobakterijama, a horizontalna povr$ina (HOR) sa
silikatnim algama. Opisna veli¢ina koja se odnosi na udaljenost od ulaza peéine, ili od
vestackog osvetljenja u pecéinama, pokazuje pozitivhu korelaciju sa razdelom
Bacillariophyta, a negativnu sa razdelom Cyanobacteria. To zna¢i da Cyanobacteria u
proseku ima viSe na mestima blizim ulazu, a silikatnih algi na mestima uzorkovanja
dalje od ulaza.

PCA na Slici 47 prikazuje odnos, odnosno korelaciju izmedu merenih ekoloskih
parametara (temperatura, relativna vlaznost vazduha, intenzitet svetlosti), merenih
parametara biofilma (sadrzaj vode, organske i neorganske materije), hlorofila a i opisnih
varijabli koje se odnose na mesto uzorkovanja, polozaj tacaka uzorkovanja i razvijenost
biofilma. Vektor koji se odnosi na hlorofil a (Chl a) ne pokazuje korelaciju, pozitivnu
ili negativnu, sa ekoloskim parametrima (T, RV i IS), dok je sa parametrima biofilma
(SV, SO 1 SN) pozitivno korelisan. Ova pozitivna korelacija sa odredenim parametrima
biofilma znaci uopSteno korelaciju sa ukupnom teZinom biofilma, §to se vidi 1 na
osnovu pozitivne korelacije sa opisnom veli¢inom koja se odnosi na dobro razvijen
biofilm (D). Dalje, posmatraju¢i odnos hlorofila a i polozaj, odnosno horizontalnu 1
vertikalnu povrSinu, zapaza se da je koncentracija hlorofila a ve¢a na horizontalnoj
povrsini (HOR), a manja na vertikalnoj (VER) i plafonu (PL) peéine. Sto se tice
poredenja ulaza i unutra$njosti, koncentracija hlorofila a pokazuje negativnu korelaciju
sa opisnom promenljivom koja se odnosi na unutrasnjost pe¢ine (UN), §to znaci da su

najnize koncentracije hlorofila a izmerene u unutrasnjosti pecine.
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Slika 47. PCA koja pokazuje odnos izmedu merenih ekoloskih parametara (temperatura
(T), relativna vlaznost vazduha (RV), intenzitet svetlosti (IS)), merenih parametara
biofilma (sadrzaj vode (SV), organske (SO) i neorganske materije (SN)), hlorofila a
(Chl a) i opisnih varijabli koje se odnose na mesto uzorkovanja (ulaz (UL) i
unutrasnjost (UN) pecine), polozaj tacaka uzorkovanja (vertikalna (VER), horizontalna
povrsina (HOR) 1 plafon (PL) pecine) i razvijenost biofilma (razvijen biofilm (D),

nerazvijen tanak biofilm (T), biofilm srednje debljine (S)).
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5. DISKUSIJA

5.1. EkoloSki parametri i njihov odnos sa fototrofnom zajednicom biofilma peéina

5.1.1. Vrednosti ekoloskih parametara

Vrednosti ekoloskih parametara (temperatura, relativna vlaznost vazduha i
intenzitet svetlosti) na ulazima pecina pod znatnim su uticajem faktora spoljasnje
sredine 1 klasi¢ni pecinski uslovi, koji podrazumevaju stabilnu temperaturu i relativnu
vlaznost vazduha, ovde izostaju. Prosecna vrednost ovih parametara na svakom
lokalitetu u korelaciji je sa mesecom, odnosno sezonom u kojoj je uzorkovanje vrseno.
Uticaj faktora spoljaSnje sredine na variranja temperature i relativne vlaZnosti vazduha
je posebno analiziran kod pecina Samar i Jezava jer su uzorkovane sezonski (Tabela 2,
Grafik 2). Zajednice fototrofnih mikroorganizama koje se razvijaju na zidovima ulaznog
dela pecina trpe temperaturne varijacije od preko 20 °C godisnje.

ZapaZza se da vrednosti temperature 1 relativne vlaZnosti vazduha izmedu tacaka
uzorkovanja u jednoj pecini ne variraju u velikoj meri, iz razloga §to su ve¢inom tacke
uzorkovanja veoma blizu (Tabela 2). Najbolji primer koji ovo potvrduje je Prekonoska
pecina (Slika 16), gde su vrednosti temperature i relativne vlaznosti vazduha na svim
tatkama uzorkovanja imale iste vrednosti. Medutim, kod pec¢ine Vernjikica (Slika 10),
Jezave (Slika 19) 1 HadZi Prodanove pecine (Slika 7), postoje varijacije temperature od
preko Cetiri stepena iako su tacke uzorkovanja bile relativno blizu (Tabela 2). Ovo je pre
svega posledica sezone u kojoj je vrSeno uzorkovanje (leto), kada je temperatura na
samom pocetku ulaza u pecinu visa, a naglo opada kako se ide ka unutrasnjosti. Takode,
kod pomenutih pecina, ulaz je veoma mali, pa su vrednosti temperature (T) 1 relativne
vlaZnosti vazduha (RV) pod jakim uticajem ili pecinske klime sa jedne strane ili uslova
spoljasnje sredine sa druge strane. Sa druge strane, kod R¢anske pecine (Slika 9) tacke
uzorkovanja su bile znatno udaljenije, ali zapazeno variranje u T je iznosilo svega 3,4
°C. Ovo se objasnjava morfologijom ulaza pecine, jer R¢anska pec¢ina ima jako veliku
ulaznu zonu koja utice na to da vrednosti ekoloskih parametara budu ujednacenije i da
se postepeno smanjuju kako se ide od ulaza ka unutraSnjosti pecine. Treba jo$

napomenuti da su vecéa variranja temperature od preko deset stepeni, i relativnoj
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vlaznosti vazduha zapaZzena kod Lazareve pecine (Slika 12, Tabela 2), a razlog je §to
uzorkovanje nije vr$eno samo na ulazu, ve¢ i u unutras$njosti pecine, gde vladaju uslovi
karakteristi¢ni za tipi¢no pecinsko staniSte. Na vrednosti relativne vlaznosti vazduha,
pored sezone u kojoj je vrSeno uzorkovanje, uticu i drugi faktori. Niska vrednost
relativne vlaznosti od 40% u pecini Jezava, koja je zabelezena tokom avgusta (Tabela
2), je posledica kako morfologije i1 karakteristika ulaza, tako i ¢injenice da na ulazu ove
pe¢ine nema vodenog toka. Sa druge strane, na visoku vrednost relativne vlaznosti od
95% u Petnickoj pecini verovatno utice prisustvo vodenog toka na ulazu (Slika 17), ali 1
polozaj same pecine. Pecina je donekle zaklonjena od uticaja svetlosti i vetra, §to utice
na to da ekoloski parametri budu ujednaceni.

Za razliku od temperature i relativne vlaznosti vazduha ¢ije vrednosti ¢esto nisu
pokazale velika variranja, intenzitet svetlosti (IS) znacajno je varirao, kako medu
tatckama uzorkovanja jedne pecine, tako i izmedu samih pecina (Tabela 2). Korelacija
vrednosti ovog parametra i perioda godine u kome je vrSeno uzorkovanje postoji, a
takode bitnu ulogu i1 na intenzitet 1 trajanje imaju i vremenske prilike, kao $to je
zabelezeno 1 od strane Urzi i1 saradnika (2010). Na vrednosti ovog parametra utice i
polozZaj same pecine, odnosno pre svega to da li je ulaz pecine izloZzen Suncu ili je na
neki nacin zaklonjen. Na primer, ispred ulaza BoZanine (Slika 5), Deguricke (Slika 8),
Mandine (Slika 14) 1 Cerjanske pec¢ine (Slika 15) Suma ili pojedina¢no drvece prave
senku, dok je ulaz Petnicke pecine (Slika 17) prirodno zaklonjen od direktnog suncevog
zraCenja. Ulazi nekih drugih pecina direktno su izloZeni sun¢evom zracenju, kao Sto su
Hadzi Prodanova i peéina Vernjikica. Iz tog razloga je vrednost intenziteta svetlosti na
samom pocetku ulaza HadZi Prodanove pecine bila veoma visoka. Naravno, ovome je
doprineo i specifican oblik ulaza, koji je uzan, visok (Slika 7) i koji po€inje procepom u
steni. Kako se ide od ulaza ka unutrasnjosti pecina, intenzitet svetlosti se smanjuje.
Medutim, na nekim udaljenijim tackama uzorkovanja meren je veci intenzitet svetlosti
nego na onima koje su bliZe ulazu pecine, kao kod Réanske pecine, pe¢ine Vernjikice i
Cerjanske pecine. Razlog tome je ekspozicija tacke uzorkovanja, odnosno neravan
supstrat koji utice da razliciti delovi pecinskog zida, koji su razli€ito orijentisani,

primaju razli¢ite koli¢ine svetlosti.
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5.1.2. Odnos ekoloskih parametara i aerofitskih cijanobakteriija i algi

Kada uzmemo u obzir pomenute ekoloSke parametre, rast i razvoj fototrofnih
mikroorganizama u pe¢inama pre svega zavisi od dostupnog svetla (Martinez i Asencio
2010; Roldan i Herndndez-Mariné 2009), a potom po vaznosti ga slede relativna
vlaznost vazduha, pa tek onda temperatura.

Prema Roldan i Herndndez-Mariné (2009), kako se udaljavamo od izvora svetla,
tako se diverzitet fototrofnih mikroorganizama u biofilmu, kao i debljina biofilma
smanjuju. Bez obzira na to $to svetlost pozitivno uti¢e na prisustvo pripadnika sva tri
razdela (Cyanobacteria, Bacillariophyta i Chlorophyta) (Piano i sar. 2015), veliki broj
taksona cijanobakterija i1 algi moze da raste i da se razvija 1 pri nizim intenzitetima
svetlosti nego §to je njihova tacka zasi¢enja i tatka kompenzacije. Kada se uporede
razdeli, primeceno je da je tacka kompenzacije niza kod silikatnih algi i cijanobakterija
nego kod zelenih algi. Pomo¢ni pigmenti koji se sintetiSu u velikoj meri uticu na to da
se sniZen intenzitet i promenjen sastav svetlosti $to bolje iskoristi.

Sto se cijanobakterija ti¢e, podeljena su misljenja o tome koja grupa preferira
koji intenzitet svetlosti. Jedna od pretpostavki je ta da kokoidne forme cijanobakterija
bolje toleriSu nizak intenzitet svetlosti 1 iz tog razloga uglavnom ¢ine veci deo zajednice
aerofitskih fototrofnih mikroorganizama u pe¢inama (Mulec 1 sar. 2008). Neki autori su
zaista zabeleZili njihovu dominaciju u delovima pecine sa nizim intenzitetom svetlosti
(Asencio i Aboal 2001; Mulec i Kosi 2008; Martinez i Asencio 2010), dok su
homocitne forme cijanobakterija nadene na mestima koja su bolje osvetljena (Asencio i
Aboal 2001; Martinez i Asencio 2010). Martinez i Asencio (2010) dodaju i da zbog toga
kokoidne forme cijanobakterija uglavnom dominiraju u pe¢inama koje su dublje,
nasuprot onima koje nisu duboke i gde se uglavnom sreéu filamentozne forme
cijanobakterija. Medutim, cijanobakterije predstavljaju grupu mikrorganizama koja je
dobro prilagodena na ekstremne uslove Zivota, pri ¢emu se kokodne cijanobakterije
sre¢u ne samo u pecinama pri niskom intenzitetu svetlosti, ve¢ i na mestima gde je
intenzitet svetlosti znatno visi, kao §to su spomenici i razli¢ite gradevinske konstrukcije
(Scheerer i sar. 2009). Nasuprot trvrdnjama da kokoidne cijanobakterije preferiraju
“mracnije” delove pecine, postoje 1 podaci prema kojima je trend obrnut. Naime,

Lamprinou i saradnici (2012a) su prilikom analize biofilma zakljucili da u svakoj
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pecinskoj zoni koja se definiSe u odnosu na intenzitet svetlosti dominira odredena grupa
cijanobakterija: zona wulaza se karakteriSe dominacijom predstavnika kokoidnih
cijanobakterija, dok u zoni nizeg intenziteta svetlosti gde ima manje vrsta dominiraju
homocitne cijanobakterije. Vinogradova i saradnici (1998) beleZe isti scenario, a takode
su i Cennamo i saradnici (2012) dosli do zakljucka da filamentozne Cyanobacteria
preferiraju nizak intenzitet svetlosti, dok su neki predstavnici kokoidnih formi
dokumentovani pri srednjim i visokim intenzitetima svetlosti. Ovi razli¢iti podaci
potvrdjuju da cijanobakterije i alge mogu vrsiti fotosintezu pri Sirokom spektru
intenziteta svetlosti (Grobbelaar 2000) Sto im daje kompetitivnu prednost u hipogejskim
stanidtima. Sto se ti¢e odnosa homocitnih i heterocitnih formi, obi¢no je u peéinskim
staniStima diverzitet homocitnih formi veéi. Albertano i saradnici (2000) ovo
objasnjavaju ¢injenicom da su cijanobakterije reda Oscillatoriales bolje adaptirane na
ekstremne uslove niskog osvetljenja nego heterocitne cijanobakterije i da zato
dominiraju u odnosu na njih u ovim staniStima. Svakako, cijanobakterije koje fiksiraju
azot imaju vaznu ulogu u ovim oligotrofnim stani§tima (Asencio i Aboal 2011).
Predstavnici Chlorophyta i1 Bacillariophyta preferiraju osvetljenija staniSta nego
predstavnici razdela Cyanobacteria, $to je zaklju¢eno na osnovu vertikalne stratifikacije
ova tri razdela u biofilmu u studiji Roldan i Hernandez-Mariné (2009). Primarna
produkcija zelenih algi je ve¢a na mestima koja su bliza ulazima pec¢ina (Piano 1 sar.
2015), a diverzitet silikatnih algi se dovodi u vezu sa blizinom/udaljenos$¢u od ulaza
pecine (Falasco i sar. 2014).

U odnosu na temperaturu i relativnu vlaznost vazduha, misljenja su takode
podeljena. Prema Cennamo i sar. (2012) neki predstavnici kokoidnih Cyanobacteria
zabeleZeni su pri niskim vrednostima relativne vlaznosti vazduha, a drugi, uglavnom
taksoni filamentoznih cijanobakterija, pri visokim i konstantnim vrednostima ovog
parametra. Predstavnici Chlorophyta i Bacillariophyta su osetljivi na promene relativne
vlaznosti vazduha i temperature (Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska 2011), pri ¢emu
obicno preferiraju mesta gde su ovi parametri relativno stabilni, a gde je relativna
vlaznost vazduha viSa. Otporne su na isuSivanje, a takode imaju i visoku otpornost na
niske temperature tokom zime, ali na¢in na koji su adaptirane na niske temperature nije

poznat (Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska 2011).
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Jedan od bitnih faktora koji uti¢e na rast i razvoj fototrofnih mikroorganizama
moze biti i voda koja se sliva niz zidove pecina ili povremeno preliva preko supstrata na
kome se mikroorganizmi razvijaju. Voda je neophodna za njihovo razvice, ali takode
proliferaciji i rastu doprinose i nutrijenti koje ta voda nosi sa sobom. Prema Piano i
saradnicima (2015), pozitivan efekat ovog faktora uocen je kod Cyanobacteria i
Bacillariophyta. Ovi autori na osnovu studije Mulec-a (2012) zaklju¢uju da voda koja se
sliva niz zidove pe¢ina moze pozitivno uticati na kolonizaciju stenovitog supstrata od
strane silikatnih algi zbog reakcije vode sa kre¢njakom, pri ¢emu se oslobada kalcijum
koji je silikatnim algama neophodan za pri¢vri¢ivanje za povrsinu podloge. Sto se
zelenih algi tice, zabelezeno je da prisustvo vode koja se sliva niz stenovitu povr$inu
ima negativan efekat na zelene alge, pa je njihova gustina ve¢a na mestima preko kojih
voda konstantno ne preliva. Na primer, u studiji koja se bavi zajednicom fototrofa koja
se razvija oko vestackog osvetljenja (Borderie i sar. 2014), Chlorella vulgaris je
zabelezena na dobro osvetljenim povrSinama, a silikatne alge bile su prisutne na
direktnom ili difuznom svetlu, 1 obi¢no su preferirale povrsine koje se konstantno vlaze
vodom, ili ih voda povremeno prska (Czerwik-Marcinkowska i sar. 2015). Diverzitet
silikatnih algi je ve¢i na vlaznim i1 dobro osvetljenim mestima (Altieri 1 sar. 1993), au
taksone koji preferiraju vlaznija staniSta spadaju Humidophila contenta (navedena kao
Diadesmis contenta), Hantzschia amphioxys, Luticola mutica, Luticola nivalis i
Orthoseira roseana (Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska 2011). Isti autori vezano za
predstavnike Cyanobacteria navode da se, na primer Aphanocapsa parietina (navedena
kao Mycrocystis parietina) i Nostoc microscopicum javljaju na vlaznijim staniStima.
Nostoc na primer dobro podnosi isuSivanje, ali je za njegov rast 1 razvoj neophodno
prisustvo vode u te¢nom stanju.

Statisticka analiza koja je ukljucila sve zabeleZene taksone, odnosno razdele,
fototrofnih mikroorganizama zabelezene u svim pecinama u ovoj studiji 1 ekoloske
parametre (T, RV 1 IS) nije pokazala zadovoljavaju¢u znacajnost. T, RV 1 IS opisali su
malo varijabilnosti u podacima koji su ukljucili sve taksone i sve lokalitete, tako da
dijagram nije predstavljen u ovoj studiji. Na osnovu RDA analize izvedene na primeru
tr1 pe¢ine (Popovi¢ 1 sar. 2017a) RV je bila znacajan faktor, pri ¢emu su predstavnici

razdela Bacillariophyta zablezeni pri vi§im, a Cyanobacteria pri nizim vrednostima RV.
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5.2. Sadrzaj vode, organske i neorganske materije u biofilmu

Sadrzaj vode, organske i neorganske materije odreden je u svakom uzorku
biofilma, pri ¢emu su vrednosti ovih parametara izrazene na dva nacina: po jedinici
povrsine i procentualno (Grafici 5 — 8).

Niske vrednosti sadrzaja vode zabelezene su u onim biofilmovima koji su
naizgled bili suvi, praskasti i u tankom sloju razvijeni na povrsini stenovite podloge, kao
Sto je biofilm na tacki uzorkovanja RC3 (Slika 24). Medutim, neki tanki biofilmovi su
bili vlazni zbog prisustva prokapnih ili privremenih voda koje ih stalno kvase, §to je
uticalo na to da sadrzaj vode u njima bude neSto viSi. Sa druge strane, u onim
biofilmovima koji su dobro razvijeni, a Cesto i Zelatinozni (u njima je voda vezana
zahvaljujuéi ekstracelularnim polimernim supstancama) vrednosti ovog parametra bile
su obi¢no visoke. U ovim biofilmovima obi¢no su dominirale cijanobakterije sa veoma
dobro razvijenim omotacima. Na sadrzaj vode u biofilmu uticaj ima i godi$nje doba,
odnosno sezona u kojoj je uzorkovanje vrSeno. Najbolji odnos ovog parametra biofilma
1 sezone moze se videti na osnovu sezonskog uzorkovanja u pe¢inama Samar i Jezava
(Grafici 71 8).

Sadrzaj neorganske materije takode prvenstveno zavisi od stepena razvijenosti
biofilma, pri ¢emu je u tankim 1 slabo razvijenim biofilmovima obi¢no manji nego u
onim koji su dobro razvijeni. Poznato je da mikroorganizmi u biofilmu usled produkcije
razli¢itih supstanci i metabolita mogu da uti¢u na deterioraciju supstrata na kome se
razvijaju. Te delove supstrata, koji se postepeno raspada vezuje EPS i akumulira u
biofilmu, a pored toga i mnoge druge organske/neorganske Cestice koje na biofilm
dospevaju iz spoljaSnje sredine. Tako u biofilmu koji je razvijeniji, ima viSe
mikroorganizama koji mogu uticati na deterioraciju supstrata. Prilikom uzorkovanja
nekih biofilmova (npr. B8, Slika 20) primeceno je puno sitnih neorganskih cestica
nalepljenih sa donje strane biofilma, koje poti¢u od supstrata na kome se biofilm
razvija. Iz tog razloga je najverovatnije sadrzaj neorganske materije obi¢no visi u
biofilmovima koji su razvijeniji i deblji. Takode, na nekim horizontalnim povrSinama,
kao Sto je tacka RC2, veca koli¢ina neorganske materije poti¢e od mulja, odnosno

zemlje koja je nataloZena na toj povrsini.
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Sadrzaj organske materije primetno je bio visi u razvijenijim biofilmovima: na
primer u tankom biofilmu na tacki RC3 sadrzaj organske materije bio je nizak (Grafik
5), dok je na nekim drugim mestima gde su cijanobakterije i alge bile razvijene u
debelom sloju, sadrzaj organske materije bio znatno visi.

Na Slici 47. zapaza se da su vrednosti sva tri parametra biofilma pozitivno
korelisana sa promenljivom koja se odnosi na dobro razvijene biofilmove, ali i

promenljivom koja oznacava biofilm koji se razvija na horizontalnoj povrsini.

5.3. Nacini procene primarne produkcije i biomase fototrofnih mikroorganizama u

biofilmu

5.3.1. Primarna produkcija i odredivanje koncentracija hlorofila a u uzorcima

biofilma

Primarna produkcija fototrofnih mikroorganizama ¢esto se procenjuje
odredivanjem hlorofila a. Metode kojima se odreduje koncentracija hlorofila a su za
vodene ekosisteme veoma dobro poznate, standardizovane i uglavhom se baziraju na
spektrofotometriji. Prilikom istraZivanja biofilmova, bilo da se oni razvijaju samo na
prirodnoj steni, ili pak u/na zasticenim prirodnim dobrima i kulturnom nasledu, cesto je
iz razli¢itih razloga potrebno proceniti primarnu produkciju, koja je ekvivalent stepena
razvijenosti biofilma na nekoj povrSini. Kada se koncentracija hlorofila a odreduje
spektrofotometrijski iz uzoraka biofilma sa stenovitog supstrata, vrednosti hlorofila a je
Sesto potrebno izraziti po jedinici povrsine, po cm? ili m?. Nekada se ovim postupkom
procenjuje stanje biofilma, na primer, pre i posle nekog tretmana (Bergey i sar. 2010).

Biofilmovi sa stenovitih povrsina iz kojih je potrebno odrediti koncentraciju
hlorofila a uzorkuju se na razli¢ite nacine: biofilm se skida skalpelom ili ¢etkicom sa
stenovite povrSine ili nekim drugim instrumentom (Popovi¢ i sar. 2015a, 2017a;
Underwood 19844, b) ili se uzima deo stene na kome je biofilm razvijen (Dye i White
1991; Nagarkar i Williams 1997; Williams 1993). Postoji ¢ak i postupak prema kome se
kamenci¢i na kojima se nalazi biofilm stavljaju sa etanolom zajedno u plasti¢nu kesu
koja moze dobro da se zatvori (Bergey i sar. 2010), nakon ¢ega se hlorofil a odmah

ekstrahuje muckanjem. Na ekstrakciju hlorofila utiCu skladiStenje i nacin cuvanja
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uzorka. Preporucuje se da se analiza hlorofila a odradi u periodu od 12 h od trenutka
uzorkovanja, ali se uzorci mogu skladistiti i do 24 h na sobnoj temperaturi ili u
frizideru. Ne preporucuje se skladistenje duzi vremenski period pri navedenim uslovima
(koncentracja hlorofila a bi se smanjila), ali u zamrznutom stanju uzorci se mogu ¢uvati
I preko mesec dana (Nagarkar i Williams 1997). Oni koji su skladisteni na —20 °C, ¢ak i
posle mesec dana imali su sliénu koncentraciju hlorofila a kao i svezi uzorci.
Ekstrakcija hlorofila a moze zavisiti i od rastvara¢a koji se upotrebljava, vremena
tretiranja rastvaraem i temperature rastvaraca. Rastvaraci koji su koris¢eni ili se koriste
za ektrakciju hlorofila a su aceton, mesavina hloroforma i metanola, metanol i etanol,
pri ¢emu je metanol najefikasniji (Nagarkar i Williams 1997). Ipak, zbog toksi¢nosti i
znacajnih negativnih efekata po ljudsko zdravlje, metanol se jako retko upotrebljava,
dok se etanol najceSc¢e koristi. Efikasnost ekstrakcije povecava se sa zagrevanjem
rastvaraa. Zagrevanje optimizuje ekstrakciju, naroCito kada su u uzorku prisutni
predstavnici cijanobakterija i zelenih algi. Ekstrakcija hlorofila a je specifi¢na za svaki
takson, pa za odredene taksone treba znati i koji rastvarac koristiti, kao 1 koliko dugo
proces ekstrakcije treba da traje (Nagarkar i Williams 1997). Kada su u pitanju
biofilmovi, diskutabilno je da li je mogucée u potpunosti ektrahovati hlorofil a i potrebno
je naéi nacin da ekstrakcija bude $to efikasnija (Prieto i sar. 2004).

Pored spektrofotometrijske metode, u novije vreme u upotrebi su uredaji
(najcesée fluorimetri) koji in situ odreduju koncentraciju hlorofila a na stenovitoj
povrsini. Eggert i saradnici (2006) su za odredivanje koncentracije hlorofila a Koristili
fluorimetar koji moze da meri koncentraciju ovog parametra u rasponu od 0 do 400 mg
Chl a/m? §to je omoguéilo preciznu procenu primarne produkcije kod veoma tankih
biofilmova koji su tek u pocetnoj fazi razvi¢a. Piano i sar. (2015) su koncentraciju
hlorofila a merili uredajem BenthoTorch (fluorimetar) koji na osnovu pigmenata moze
da pravi razliku izmedu Cyanobacteria, Chlorophyta i Bacillariophyta.

Zbog upotrebe razliitth nacina uzorkovanja, pripreme uzorka, nacina
ekstrakcije, pa i upotrebe razli¢ite metodologije za ekstrakciju hlorofila a (Nagarkar i
Williams 1997), razlicite studije su teSko uporedive.

Kao $§to je prikazano na Slici 47 koncentracija hlorofila a pozitivno koreliSe sa
tezinom biofilma uopSte (odnosno sa sva tri parametra biofilma), izmedu ostalog i sa

sadrzajem organske materije i sadrzajem vode. Niske vrednosti hlorofila a generalno su
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zabelezene na tackama uzorkovanja gde je biofilm bio tanji, kao i u unutrasnjosti
pecine, dok je koncentracija u debljim biofilmovima bila veca. Najvise vrednosti ovog
parametra su izmedu ostalog zabeleZene 1 na horizontalnim povrSinama (RC2, R6).
Prema Knott 1 saradnicima (2004) na horizontalnim povrSinama nalazi se obi¢no vise
¢elija cijanobakterija i algi nego na vertikalnim. Deblji biofilmovi bili su korelisani i sa
intenzitetom svetlosti. Medutim, kao $to se vidi na Slici 47, korelacija izmedu
intenziteta svetlosti i koncentracije hlorofila a nije uo¢ena, odnosno ugao koji zaklapaju
vektori koji se odnose na hlorofil a i intenzitet svetlosti gradi priblizno 90 stepeni.
Nepostojanje korelacije izmedu ova dva parametra zapazili su i Mulec i saradnici
(2008). Koncentracija hlorofila a iz biofilma iz unutrasnjosti peéine bila je veoma niska,
nasuprot vrednostima zabelezenim od strane Mulec 1 saradnika (2008) gde je
lampenflora uglavnom pokazivala veée koncentracije hlorofila a po jedinici povrsine, u
odnosu na ulazni deo pecine. Ipak treba imati u vidu da je biofilm u Lazarevoj pecini
oko vestackog osvetljenja bio tanak i slabo razvijen, i u velikoj meri razvijen u
stenovitom supstratu, $to je uticalo na uzorkovanje, a samim tim i koli¢inu biofilma iz
koje je radena ekstrakcija hlorofila a.

Uzimaju¢i u obzir sezonsku dinamiku na primerima pe¢ina Samar i1 Jezava
(Grafik 4), koncentracija hlorofila a imala je najnize vrednosti tokom avgusta, a najvise
tokom marta kada su biofilmovi bili razvijeni i dobro hidratisani. Prema McKew i
saradnicima (2011) fluorescencija hlorofila a, koja je pokazatelj vijabilnosti Celija,
manja je kod isuSenih sedimenata, a vec¢a kod onih koji su hidratisani. Za pravilno
funkcionisanje celija cijanobakterija 1 algi neophodna je voda, jer se stuktura
intracelularnih molekula, kao 1 ¢elijske membrane odrzava pravilnom hidratacijom.
Mnogi mikroorganizmi, medu kojima je i veliki broj algi, ne mogu aktivno regulisati
sadrzaj vode u celijama, §to Cesto dovodi do narusavanja pravilnog funkcionisanja
¢elija. U periodima nedostataka vode stopa fotosinteze je niza (Karsten i Holzinger
2012), a ¢elije cijanobakterija i algi nastoje da prezive nepovoljne uslove, $to vodi do
toga da reprodukciju svode na minimum. Neke grupe organizama tokom suse mogu
aktivno da reguliSu vodni status, minimalizuju¢i oStecenja i brzo popravljajuc¢i ona koja
su ve¢ nastala (Holzinger 1 Karsten 2013). I cijanobakterije, a i mnoge zelene alge
poseduju odredene, ali generalno slabo poznate mehanizme pomocu kojih prezivljavaju

ove izuzetno nepovoljne uslove (Kranner i sar. 2008; Potts i sar. 2005, Holzinger i
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Karsten 2013). Kada nastupi povoljan period i kada voda postane ponovo dostupna,
¢elije mikroorganizama nastavljaju sa svojim normalnim rastom i razvojem. Zato je,
zbog veceg broja aktivnih ¢elija, koncentracija hlorofila a u hidratisanim biofilmovima
znatno veca (to se primecuje 1 sa Slike 47, gde vektor koji predstavlja hlorofil a
pokazuje najvecu korelaciju sa sadrzajem vode u biofilmu).

Prieto i saradnici (2004) su, kako bi procenili primarnu produkciju, pored analize
hlorofila a, procenu radili na osnovu enzimske aktivnosti mikroorganizama fluorescein-
diacetat hidrolizom. Neki enzimi, kao S§to su proteaze, esteraze i lipaze, kada su
udruzeni sa zivim organizmima katalizuju reakciju hidrolize pri ¢emu se produkuje
svetlo zuta boja koja je najjaca onda kada je enzimska aktivnost najveca. lako je ova
metoda brza i jednostavna, ipak nije najpouzdanija za procenu biomase algi sa
stenovitih povrSina. Takode, primarna produkcija se moze procenjivati i preko promene
boje nastale usled aktivnosti respiratornih enzima (Welton i sar. 2005). Kvantifikacija se
moze vrSiti 1 preko raznih bioloskih molekula kao §to su proteini, fosfolipidi i
nukleinske kiseline. DNK analiticke metode uglavhom ne podrazumevaju
kvantifikaciju, ali je i to moguce prilikom koriS¢enja FISH (fluorescentna in situ
hibridizacija) koja podrazumeva kori$¢enje fluorescentnih proba koje se vezuju za gene

(Welton i sar. 2005).

5.3.2. Odredivanje brojnosti i biomase fototrofnih mikroorganizama u biofilmu

Kvalitativna analiza nam daje podatak o diverzitetu cijanobakterija i algi u
biofilmu, a od interesa je znati koji taksoni su u biofilmu dominantni, subdominantni ili
retki. Ve¢ prilikom pregleda biofilma svetlosnim mikroskopom, moze se zakljuciti koji
takson dominira, a ponekad se to moZe pretpostaviti i na osnovu boje biofilma, Sto ¢e
biti objasnjeno u sledeéem poglavlju. Sto se ostalih taksona ti¢e, nekada moZemo
vizuelno proceniti njihovu relativnu zastupljenost, kao $to je to uradeno u BoZaninoj
pecini dodeljivanjem brojeva od 1 — 5 svakom taksonu (Popovic i sar. 2015a). Medutim,
nekada je od koristi odrediti brojnosti svih prisutnih taksona u uzorku, odnosno njihovu
abundancu, kao i njihove biomase pored ukupne biomase uzorka.

Prvo, treba imati u vidu da se brojanje celija cijanobakterija i algi na

neprozirnim povrSinama moze vrsiti direktno pomocu elektronskog i epifluorescentnog
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mikroskopa (Welton i sar. 2005). Ovo je brza i nedestruktivna metoda koja se, kada je u
pitanju fluorescentni mikroskop, zasniva na fluorescenciji hlorofila a. Problem moze da
nastane onda kada u biofilmu postoji veéi broj oSteCenih cCelija kod kojih se
fluorescencija hlorofila a ne detektuje (Prieto i sar. 2004).

Razne vrste komorica koje podrazumevaju talozenje uzorka, pre svega se koriste
za brojanje ¢elija cijanobakterija i algi iz uzoraka vode, ali nalaze primenu i kod
uzoraka biofilma. Nakon taloZzenja mikrorganizama odreduje se njihova abundanca, a
nakon primene geometrijskih aproksimacija, i biomasa svakog taksona posebno, kao i
ukupna biomasa svih taksona algi i cijanobakterija u datom uzorku. Upotreba ovih
komorica u svrhe odredivanja biomase fototrofnih mikroorganizama iz biofilma prvo
podrazumeva uzorkovanje biofilma sa neke podloge (grebanjem, struganjem),
homogenizaciju u vodi, a zatim talozenje odredene zapremine uzorka i brojanje
cijanobakterija i algi. Welton i saradnici (2005) su na uzorcima biofilma sa gradevinskih
konstrukcija koristili Helber-ovu komoricu koja je prvobitno namenjena brojanju
bakterijskih ¢elija (Collins 1 Lyne 2004). Bez obzira na to, autori su zakljucili da je ova
komorica mozda ¢ak i1 pogodnija za brojanje Celija algi ili spora gljiva, s obzirom da je
tada moguce koristiti manje uvelicanje na mikroskopu nego $to je to slucaj sa
bakterijama. Debnath i saradnici (2009) su homogenizovali biofilm koji se razvija na
mestima isticanja termalnih izvora i taksone brojali Sedgwick-Rafter-ovom komoricom,
nakon ¢ega su na osnovu procenta koji odreden takson zauzima u odnosu na ukupan
broj izbrojanih taksona, dodeljivali opisne karakretistike — redak (manje od 1%),
prisutan (1-10%) ili veoma zastupljen (viSe od 30%). Bryanskaya i saradnici (2006) su
sa druge strane, na uzorcima istog tipa biofilma, koristili Goryaev-u komoricu i
odredivali kako brojnost, tako i biomasu. U slu¢aju fitoplanktonskih uzoraka najcesce se
koristi metoda po Utermohl-u (1958).

Primena Utermohl-ove metode u ovoj studiji nije dala pozitivan ishod. Kao §to
su predlozili Welton i saradnici (2005) uzorci biofilma rastvoreni su u vodi (pri cemu se
vodilo ra¢una da bude poznata kako masa biofilma, tako i zapremina vode u kojoj je
uzorak rastvaran). Treba voditi racuna koji deo (ili delovi) biofilma ¢e biti
homogenizovan, kako bi se obuhvatila cela fototrofna zajednica. Zatim je deo rastvora
(poduzorak odredene zapremine) talozen u komorici za brojanje cijanobakterija i algi.

Medutim, rastvaranje biofilma u vodi nije bilo u potpunosti moguce, pre svega zbog
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lepljivih svojstava EPS-a (Rossi i De Philippis 2015), koja utiCu na to da se celije
mikroorganizama istog ili razlicitih taksona drze zajedno. Usled ,lepljenja“ ¢elija
mikroorganizama za zidove suda u kome se vr$i homogenizacija, dolazi do gubitka
uzorka. U toku brojanja, zapaza se veliki broj slepljenih ¢elija mikroorganizama, a
prisutan je i veliki broj drugih Cestica organske ili neorganske prirode, koje maskiraju
odredene taksone. Brojanje ¢elija mikrooranizama u komorici je otezano i iz razloga $to
dominantni fototrofi biofilma uglavhom imaju veoma male dimenzije (pretezno
kokoidne forme). Mikroskopski preparati koji su napravljeni u svrhu odredivanja
brojnosti i biomase u ovoj studiji takode su imali neke od navedenih mana, ali su imali i
prednosti. Prednost je prvenstveno nacin pripreme biofilma pre pravljenja preparata,
koji je podrazumevao suSenje i dobru homogenizaciju vece koli¢ine uzorka, a zatim
odvajanje tacno odredene mase za preparat. Ovako pripremljen biofilm se dobro i
jednako rasporedivao na mikroskopskoj plocici. Brojanje je bilo otezano jedino u
slu¢aju kada se u biofilmu nalazio veéi broj Cestica razliCitog neorganskog i/ili
organskog porekla koje maskiraju ¢elije mikroorganizama.

Retka pojava je bila da isti takson ima i1 najve¢i broj jedinki, ¢elija i biomasu,
osim ako isklju¢ivo on dominira u biofilmu, kao S§to je slucaj sa Asterocapsa cf.
purpurea na tacki D3 (Grafik 28), Trebouxia sp. na tacki V2 (Grafik 30) i Desmococcus
olivaceus na tacki V4 (Grafik 30). Sa druge strane, na tackama D1 i D4, najvecée
vrednosti broja Celija, jedinki i biomase zabeleZeni su kod razlicitih taksona. U tom
pogledu interesantan je biofilm sa tacke D4 (Grafik 28). Najveci broj jedinki na ovoj
tacki zabeleZen je kod taksona Asterocapsa cf. purpurea, koja se najcesce srece kao
jednocelijska cijanobakterija, a rede je veci broj ¢elija obavijen zajednickim omotatem
(razli¢iti stadijumi). Sa druge strane, jedinke Gloeocapsa nigrescens uglavnom imaju
veci broj ¢elija koje su okruZene mukoznim omotac¢em, pa je upravo kod ovog taksona
zabeleZen najveci broj celija. Oba navedena taksona koja su imala veliki broj i ¢elija
jedinki dominirali su u biofilmu. Medutim, Nostoc commune sa samo jednom jedinkom
koja ima veliki broj ¢elija (po dimenzijama vecih od ¢elija prethodna dva taksona) imao
je najvecu biomasu. Isto se zapaza i na tacki V1 (Grafik 30), gde u svakom pogledu
dominira Trebouxia sp., ali bez obzira na mali broj jedinki u odnosu na ovu zelenu algu,
zbog dimenzija celije, Orthoseira roseana imala je najve¢u biomasu. U Deguri¢koj

pecini, kokoidne cijanobakterije dominiraju u pogledu biomase (Grafik 28), Sto je i
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ocekivano s obzirom na to da je njihov diverzitet na svim tackama najveéi (Grafik 15).
Sa druge strane, u pecéini Vernjikica gde je zajednica fototrofnih mikroorganizama
veoma raznolika, u zavisnosti od tacke uzorkovanja, po biomasi dominiraju predstavnici
razli¢itih razdela (sva cCetiri razdela su zastupljena, Grafik 17). Na tacki D1 gde je
izracunata najveca biomasa u Deguri¢koj peéini, takode je zabelezen i visok sadrzaj
vode u biofilmu (Grafik 5), koji je posledica velikog broja kokalnih predstavnika
cijanobakterija sa dobro razvijenim EPS-om, ali i vi$a koncentracija hlorofila a (Grafik
3). U pecini Vernjikica najveca koncentracija hlorofila a nije izmerena na tacki V5 gde
je izraCunata najvecéa biomasa, ve¢ na tacki V2 (Grafik 3), ali se sadrzaj organske
materije isticao i imao je viSe vrednosti u odnosu na ostale parametre biofilma (Grafik
5).

5.4. Biofilm i njegove karakteristike

5.4.1. Karakteristike biofilma, boja i izgled

Studije koje se bave biofilmovima i zajednicom aerofitskih cijanobakterija i algi
u njima, viSe paznje posvecuju analizi diverziteta fototrofnih mikroorganizama, a manje
samom izgledu, strukturi i teksturi biofilma. U ovoj studiji, biofilmove smo
kartegorisali na viSe na¢ina. Na osnovu stepena razvijenosti, razlikuju se dobro razvijeni
biofilmovi, srednje i slabo razvijeni, odnosno tanki biofilmovi. Na osnovu sadrzaja i/ili
prisustva vode, razlikuju se Zelatinozni, suvi, biofilmovi srednje vlaZnosti 1 oni preko
kojih preliva voda (vlazni biofilmovi). Neki su pored vertikalnih povrSina bili razvijeni i
na horizontalnim povrSinama ili plafonu pecina, $to je uticalo na njihov izgled. Pored
ovih karakteristika, jedna od interesantnih bila je i boja biofilma. Na osnovu pomenutih
parametara, u ovoj studiji je napravljena razlika izmedu dve grupe biofilmova: 1) dobro
i srednje razvijeni biofilmovi, koji su Cesto zelatinozni i 2) slabo razvijeni biofilmovi
koji se na stenovitom supstratu razvijaju u tankom sloji, koji mogu biti ili suvi ili vlazni
od prisustva vode koja preko biofilma preliva stalno ili povremeno. Za obe grupe, koje
¢e biti objasnjene u tekstu ispod, dati su podaci o bojama i dominantnim vrstama koje

doprinose takvoj obojenosti biofilma.
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Dobro razvijeni biofilmovi koji su ¢esto bili i zelatinozni (Grupa 1) bili su
veoma raznovrsni u svojoj obojenosti i sastavu vrsta.

Na vecini mesta uzorkovanja boja ovih biofilmova varirala je od zelenih do
tamnijih nijansi (Slike 20 — 35). Prilikom mikroskopskih analiza uzoraka biofilma,
zapazeno je da u biofilmovima koji su bili tamnozelene, braonkaste ili tamne boje,
uglavnom dominiraju cijanobakterije, ne retko kokoidne forme: B1 (Slika 20), R1 (Slika
21), HP3 (Slika 22), sve tacke uzorkovanja u pe¢ini Deguri¢ (Slika 23), V3 (Slika 25),
L3 (Slika 27), M4 (Slika 29), C1, C5 (Slika 30), PD1, PD2, PD4 (Slika 31), PG4 (Slika
32), PE1 (Slika 33) i S4 (Slika 34). Ova tamna boja i poti¢e od prisustva velikog broja
razli¢itih taksona cijanobakterija, odnosno od kombinacije razli¢itih pigmenata koje ovi
taksoni produkuju. Cennamo i saradnici (2009) su prilikom ispitivanja bioinkrustacija
na crkvi Sv. Marije u mestu Pizzo Calabro na jugu lItalije, uzorkovali zelene i tamne
biofilmove u kojima su dominirale cijanobakterije (homocitne u zelenom, kokoidna
forma Gloeocapsa sp. u tamnom). Izuzetno tamna, odnosno crna boja biofilma na tacki
HP5 (Slika 22), poticala je od samo jedne prisutne kokoidne cijanobakterije
Chroococcidiopsis kashayi koja se usled odgovarajuc¢ih mikroklimatskih uslova razvila
u debelom sloju na stenovitoj povrsini. Cijanobakterije roda Chroococcidiopsis su
prokariotski fotosinteticki mikroorganizmi koje karakteriSe velika otpornost na
isusivanje, jonizujuée zradenje i radijaciju. Cesto ih je moguée naéi u predelima gde
vladaju ekstremni uslovi Zivota: pustinja Atakama, Suve Doline na Antarktiku (Baqué i
sar. 2013). Zbog adaptacija na ekstremne uslove Zivota, a i zbog Zivota na staniStima
koja bi mogla biti slicna povrSini Marsa, ovi mikroorganizmi su pogodni za
Na primer, Baqué 1 saradnici (2013) su wvrSili eksperimente na ovom rodu
cijanobakterija izlazuéi je vakuumu, atmosferi Marsa, temperaturnim ekstremima i
UVC radijaciji.

Ukoliko su biofilmovi sadrzali heterocitne cijanobakterije u velikom broju
(velika brojnost i dominacija u biofilmu), biofilmovi su obi¢no bili dobro razvijeni i
Zelatiozni, a boja je obi¢no bila braon (npr. R7 (Slika 21), S2 (Slika 34), J2 (Slika 35)).
Veliki broj heterocitnih cijanobakterija ima omotace Zuto-braon boje (predstavnici
rodova Hassalia, Nostoc, Scytonema, Tolypothrix, itd.) koja potice od prisustva

scitonemina. Scitonemin formira stabilni, zaStitni omota¢ koji apsorbuje oko 90%
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suncevog zracenja (Balskus i Walsh 2008; Balskus i sar. 2011), hemijski je stabilan i
dugo opstaje u biofilmovima u kojima ima cijanobakterija (Pattanaik i sar. 2007).

Pored razvijenih biofilmova zelene, tamnozelene obojenosti, na mnogim
tackama uzorkovanja u ovoj studiji zapazeni su biofilmovi jarkih boja: ljubicasti, plavi,
sivi, narandzasti, crveni, itd. Prilikom posmatranja biofilma koga karakteriSe jarka
obojenost, primecena je dominacija uglavnom jednog taksona, od koga boja i potice.

Biofilmove sa nekoliko tataka uzorkovanja karakterisala je ljubiGasta boja. Sto
se tice tamno ljubicastog biofilma na tacki B7 (Slika 20), zaklju¢eno je da boja potice
od cijanobakterije Gloeocapsa nigrescens, koja je u biofilmu bila prisutna u velikom
broju u razli¢itim stadijumima razvica. LjubiCasta boja svih ostalih biofilmova na
tackama R3 (Slika 21), DG2 (Slika 23), PE2 (Slika 33), ali i jarkocrvena na tacki PG2
(Slika 32), poti¢u od prisustva velikog broja cijanobakterije Gloeobacter violasceus.
Rod Gloeobacter je jedan od najvaznijih rodova cijanobakterija koji se koristi u
evolucionim studijama ovog razdela, a koga karakteriSe jednostavna morfologija i
¢elijska struktura. Ovaj monotipski rod je izdvojen od ostalih rodova cijanobakterija
zbog prisustva neobicne strukture fotosintetiCkog aparata i nedostatka tilakoida u celiji
(Mares 1 sar. 2013). U prirodi Cesto u epilitskoj zelatinoznoj cijanobakterijskoj masi
ljubicaste boje dominira ovaj takson (Komarek i Anagnostidis 1998). Medutim, u nasoj
studiji Gloeobacter violasceus je takode bio dominantan i u jednom uzorku jarko crvene
boje. Rade¢i ispitivanja ovog taksona u kulturama Mares i sar. (2013) su istakli da se
varijabilnost u boji kod mladih kultura moZe objasniti razli¢itim odnosom fikobilina, Sto
zavisi od uslova u kojima cijanobakterija raste i od fizioloSkog stanja c¢elija. Sa druge
strane, u starijim kulturama, fikobilini se degradiraju, dok se karotenoidi koji daju
narandZastu obojenost nakupljaju. Crvena obojenost u na tacki PG2 vodi do zakljucka
da ovu, a 1 mnoge druge cijanobakterije treba ispitivati sa razli¢itih geografskih
podrucja, jer se verovatno radi o drugom morfotipu.

Na tacki uzorkovanja PG1 (Slika 32), bio je prisutan dobro razvijen zelatinozan
biofilm narandzaste boje, koja potice od prisustva velikog broja cijanobakterija
Gloeocapsa biformis i Gloeocapsa kuetzingiana.

Veoma interesantan biofilm mastilo plave boje bio je prisutan na tacki C5 (Slika
30). Biofilm nije bio karakteristi¢no epilitski (nije bio Zelatinozan, praskast ili suv), ve¢

je bio kompaktan i ravnomerno razvijen na steni, u koju je delimi¢no i urastao, tako da
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se dominantna cijanobakterija koja je ovde zabelezena ne moze okarakterisati kao Cisto
epilitska forma. Boja potice od jednog neidentifikovanog predstavnika roda
Leptolyngbya (Leptolyngbya sp. 1), koga karakteriSe prisustvo omotaca mastilo plave
boje razliCitih intenziteta, na koje se talozi kalcijum karbonat.

Biofilm sive boje koji je bio prisutan na tacki BG3 (Slika 28) isticao se medu
ostalim tackama uzorkovanja, gde je dominirala zelena boja. U ovom slucaju boji ovog
biofilma ne mozemo pripisati dominaciju jednog taksona, ve¢ prisustvo velikog broja
predstavnika razdela Cyanobacteria i Bacillariophyta. Lamprinou i sar. (2009) su
zabelezili da sivkastu patinu formira Chlorogloea sp., $to je upravo predstavnik
cijanobakterija koji je bio prisutan i u ovom uzorku.

U biofilmu smede-lila boje na tacki C3 (Slika 30), u pogledu broja taksona,
dominirale su silikatne alge.

Na mnogim mestima uzorkovani su i biofilmovi koji su pretezno bili suvi,
praskasti i/ili u veoma tankom sloju razvijeni na Stenovitom supstratu (Grupa 2). Ovakvi
biofilmovi naj¢esce su razlicitih nijansi zelene boje (od jako svetle do nesto tamnijih),
plavi, pa ¢ak zuti 1 narandZasti.

U velikom broju ovih biofilmova, dominantna je bila zelena alga Desmococcus
olivaceus: zuti tanki i praskasti biofilmovi na tackama uzorkovanja BG3, BG4 (Slika
28) 1 R2 (Slika 21), zeleni biofilmovi na tackama uzorkovanja RS (Slika 21), HP4 (Slika
22), V4 (Slika 25) i S5 (Slika 34) i zeleni biofilmovi u Bogovinskoj peéini (Slika 28).

Tacke RC3 1 RC4 (Slika 24) karakterisale su se pojavom velikog broja zelenih
algi, pre svega alge Klebsormidium flaccidum koja je bila dominantna u ovim uzorcima
biofilma. Treba napomenuti da biofilm na RC4 jeste bio tanak, ali je preko njega
konstantno prelivala voda, §to je omogucilo izrazit razvoj velikog broja predstavnika
zelenih algi.

Trebouxia sp. je bila dominantna u suvom praskastom biofilmu plave boje na
tacki V2 (Slika 25) 1 u svetlo zelenom biofilmu na tacki PG3 (Slika 32). Za biofilm
plave boje moglo bi se re¢i da je u pitanju liSaj. Vrste jednocelijske zelene alge
Trebouxia su najcesce simbiontske alge u liSajevima umerene i borealne zone (Sanders
2001). Neki autori tvrde da se rod samostalno srec¢e sporadi¢no i da su te forme van
talusa liSaja najverovatnije prelazni stadijumi koji poticu iz oSte¢enog liSaja (Ahmadjian

1988).
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U zelenim biofilmovima u Lazarevoj pecini (Slika 27, L5 i1 L6), u unutrasnjosti
nedaleko od vestackog osvetljenja, dominirala je Chlorella sp.

Biofilm narandZzaste boje, samo suv i praskast, zapazen je i u Bozaninoj pecini
(Slika 20, B4), gde je dominantna bila Trentepohlia aurea, zelena alga koja se veoma
Cesto srece u aerofitskim staniStima i koju karakteriSe akumulacija karotenoida u
filamentima koji joj daju narandzastu obojenost (Kharkongor i Ramanujam 2017).

Na par mesta uzorkovali smo biofilmove sa horizontalne povrSine (R6 i RC2,
Slike 21 i 24). Izgled ovih biofilmova bio je nesto drugaciji u odnosu na druge uzorke,
pre svega $to su se razvijali na zemlji, odnosno na nakupljenom mulju.

Zapazanja koja su data, a na osnovu kojih se vidi da zelene alge dominiraju u
tankim, suvim 1 praskastim biofilmovima, a cijanobakterije uglavnom u dobro

razvijenim i Zelatinoznim, ilustrovana su i pomoc¢u PCA analize na Slici 45.

5.4.2. Biofilm — skening elektron mikroskopija

Kompleksnost biofilma zahteva obi¢no kombinaciju viSe razli¢iih tehnika kako
bi se identifikovale sve komponente biofilma i odnosi medu njima. Pored vizuelne
procene boje, teksture 1 strukture biofilma, od znacaja je uzorke biofilma detaljnije
analizirati skening elektronskim mikroskopom. U ovoj studiji, cilj snimanja skening
elektronskim mikroskopom je bio da se uoce razlike izmedu nekoliko razli¢itih tipova
biofilma (Slike 36 1 37): dobro razvijenog Zelatinoznog biofilma u kome dominira EPS
(G1, S2), biofilmova u kojima dominiraju cijanobakterije (B7, B8 — kokoidne forme,
B1- homocitne forme), suvog biofilma (BG4), biofilma preko koga preliva voda (RC4)
u kome dominiraju zelene alge i biofilma u kome dominiraju vrste koje na svoje
omotaCe taloZze kalcijum karbonat. Cijanobakterije 1 alge su veoma podlozne
dehidrataciji 1 isuSivanju, zato priprema uzorka za skening elektronsku mikroskopiju
moze negativno uticati na mikroorganizme. Kod mnogih biofilmova snimljen je veoma
dobro razvijeni EPS koji poti¢e od cijanobakterija. On formira dobro razvijeni matriks
koji u debelom sloju §titi sve one mikroorganizme koji se u biofilmu nalaze. Hernandez-
Mariné 1 saradnici (2004) su takode SEM analizom biofilma i supstrata pokazali da je
mikrobijalna zajednica uronjena u EPS, a da EPS verovatno ima ulogu u stvaranju jakih

veza izmedu biofilma i supstrata. U nekim uzorcima EPS je bio razvijen u tolikoj meri
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da se cijanobakterije i alge u biofilmu nisu uocavale, a u drugim su se nazirale kokoidne
ili filamentozne forme. Priprema uzorka nije uticala na mikroorganizme ukoliko je EPS
bio prisutan, S§to samo doprinosi ¢injenici da je jedna od njegovih osnovnih funkcija
zastita od isuSivanja. Medutim, uzorak suvog biofilma (BG4) u kome isklju¢ivo
dominira Desmococcus olivaceus (Slika 36f) bio je veoma dehidriran. Roldan i
Hernandez-Mariné (2009) su objavili SEM mikrografiju na kojoj se vidi zelena alga
Muriella sp. koja, kao i Desmococcus olivaceus, formira kontinuirani sloj na povrsini
stene, a kod koje su ¢elije u potpunosti dehidrirane kao posledica pripreme uzorka.
Jedan od razloga =zaSto postoji ovakva razlika biofilma u kome dominiraju
cijanobakterije i biofilma gde su dominantne zelene alge je Sto cijanobakterije
produkcijom EPS-a stvaraju idealnu sredinu kako za svoje razvice, tako i za razvoj
drugih mikroorganizama, Stite¢i ih, 1 doprinosec¢i stabilizaciji, izdrZljivosti 1 debljini
biofilma (Cennamo i sar. 2012; De los Rios i sar. 2004).

Na tackama L1 1 PE3, zabeleZeni su predstavnici cijanobakterija koji imaju
sposobnost da na omotace taloze kalcijum karbonat (Slika 37a, b, ¢, d). Skening
elektronskom mikroskopijom kristali su bili jasno vidljivi, sa tom razlikom $to su na
omota¢ima taksona na tacki L1 bili krupniji, dok su kod Geitleria calcarea zabelezenoj
u Petnickoj pecini bilii sitniji. Ova pojava je veoma cCesta u hipogejskim staniStima
(Albertano 2012). Jedna od najviSe proucavanih cijanobakterija koja mobiliSe jone
kalcijuma i ugraduje ih u omotace je Scytonema julianum (Arifio i sar. 1997). Pored ova
dva taksona, kalcijum na omotace izmedu ostalog taloze i jo§ neki taksoni, kao §to su
Herpyzonema pulverulentum (Hernandez-Mariné i Canals 1994) i Loriellopsis
cavernicola (Lamprinou i sar. 2011).

Zanimljiv je i uzorak stene u kojoj se razvija endolitski predstavnik
cijanobakterija. Naime, iako se golim okom videlo da se na steni razvija endolitska
zajednica, skening elektronskom mikroskopijom je potvrdeno da je u pitanju trihalna
cijanobakterija koja najverovatnije aktivno razara stenoviti supstrat, $to je i o¢ekivano s
obzirom da cijanobakterije koje aktivno razaraju ovaj tip podloge obi¢no kolonizuju
kre¢njak. Karbonatni supstrat je u poredenju sa drugim stenama mekan i moze pruZiti
zaStitu nekim mikroorganizmim koji imaju sposobnost da ga nasele. pruza zastitu
nekolicini mikroorganizama koji imaju sposobnost dag a naseljavaju. Pretpostavlja se

da postoji viSe mehanizama pomocu kojih ovi mikroorganizmi razaraju karbonatne
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stene. Sa jedne strane, smatra se da ovi mikroorganizmi sekretuju jedinjenja niske pH
vrednosti. Medutim, s obzirom da su cijanobakterije autotrofi, u procezu fotosinteze
koriste CO2, §to povecava pH okruzenja. Zato postoji misljenje da, ako je ovaj
mehanizam u pitanju, fototrofi supstrat razaraju samo tokom noci, a postoje 1
pretpostavke prema kojima celije vrSe fotosintezu samo kada su van karbonatnog
matriksa. Svakako, ovaj mehanizam bi bio veoma metabolic¢ki zahtevan za ¢eliju. Drugi
mehanizam se zasnhiva na uklanjanju jona Kkalcijuma transportnim enzimima.
Mikroorganizmi mogu usvajati kalcijum iz intersticijalnih prostora (izmedu ¢elija i u
mineralima), §to vodi do smanjenja koli¢ine kalcijuma u supstratu i slabljenja supstrata.
Kalcijum koji je usvojen na jednoj strani celije krece se kroz Celiju i izlucuje na
suprotnom kraju. Upravo taj transport kalcijuma omogucava ¢elijama mikroorganizama

da aktivno razaraju supstrat (Ramirez-Reinat 2010).

5.4.3. Biofilmovi i diverzitet fototrofnih mikroorganizama

Dobro razvijeni 1 voluminozni biofilmovi mogu da se formiraju u pecinskim
staniStima bez obzira na to Sto su stope rasta cijanobakterija 1 algi veoma niske
(Grobbelaar 2000). Diverzitet fototrofnih mikrooorganizama na samom ulazu moze biti
veoma visok, §to je posledica rasta ovih mikroorganizama u razliitim svetlosnim
uslovima 1 specificnih adaptacija cijanobakterija 1 algi. I u drugim studijama je
zabeleZzeno da na ulazima peéina gde je veéi intenzitet Svetlosti dominiraju dobro
razvijeni Zelatinozni biofilmovi (Lamprinou i sar. 2012a; Mulec i Kosi 2008; Piano i
sar. 2015; Roldan i Hernandez-Mariné 2009), a kako se ide ka unutrasnjosti pecine,
biofilmovi postaju manje Zzelatinozni, ali i tanji (Lamprinou i sar. 2012a). Ovo je
donekle potvrdeno i u naSoj studiji, gde se na osnovu Slike 47 primecuje da je
promenljiva D (dobro razvijeni biofilmovi) pozitivho korelisana sa intenzitetom
svetlosti, za razliku od promenljive koja predstavlja tanke biofilmove. Diverzitet
fototrofnih mikroorganizama se obi¢no takode smanjuje kako se udaljava od ulaza
pec¢ine (Roldan i Hernandez-Mariné 2009). Neretko se u ovim tanjim biofilmovima
malo dalje od samog ulaza, ali pri prirodnom osvetljenju, mogu naci taksoni
cijanobakterija koji imaju sposobnost da taloze kalcijum karbonat na omotace
(Hernandez-Marineé i sar. 2001; Lamprinou i sar. 2012a; Roldan i sar. 2004) pri ¢emu je

jedan od najc¢esce zabelezenih taksona Scytonema julianum (Lamprinou i sar. 2012a).
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Jedan takav biofilm u ovoj studiji uzorkovan je sa tacke PE3 (Slika 33) koju karakterise
nizak intenztet svetlosti od samo 11 Lux-a (Tabela 2). Ovaj biofilm je skoro iskljuc¢ivo
C¢inila cijanobakterija Geitleria calcarea na c¢ijem je omotaCu zapazeno izuzetno
talozenje kalcijum karbonata. I u Bozaninoj pec€ini, a takode i Cerjanskoj, pri nizim
intenzitetima svetlosti zabelezeno je prisustvo taksona koji “grade” kucice od kalcijum
karbonata. U Bozaninoj pecini, na tackama B6 i B7, dokumentovana je Scytonema
drilosiphon, dok je na tacki C5 zabeleZena trihalna cijanobakterija sa omota¢ima tamno
plave boje koju smo identifikovali kao Leptolyngbya sp 1 (Tabela 3). Medutim, u
Lazarevoj peéini, kako je zabelezeno na SEM mikrografijama (Slika 37), trihalna
cijanobakterija koja talozi kalcijum karbonat zabelezena je pri nesto viSem intenzitetu
svetlosti, na tacki L1.

Sa tri tacke uzorkovan je biofilm sa mesta koja se nalaze nedaleko od veStackog
osvetljenja u Lazarevoj pecini. Na ovim mestima biofilm je bio razvijen u tankom sloju
na povrsini stenovitog supstrata, a kvalitativna analiza (Tabela 3) je pokazala da je
diverzitet cijanobakterija i algi veoma mali i1 da su u biofilmu skoro iskljuc¢ivo prisutne
zelene alge. UopSteno, vazi miSljenje da je u turistickim pe¢inama gde je instalirano
vestacko osvetljenje u zajednici lampenflore diverzitet mnogo manji nego u uzorcima
biofilma sa pecinskih ulaza, a zelene alge su Cesto prvi kolonizatori (Mulec 1 sar. 2008).
Prema Roldén i Hernandez-Mariné (2009), ukoliko u uzorcima lampenflore dominiraju
zelene alge, to znaci da je takav biofilm u pocetnom stadijumu razvica. Iako se smatra
da su cijanobakterije najbolje adaptirani fototrofni mikroorganizmi na ekstremne uslove,
u staniStima gde postoji manje sredinskih stresnih faktora (podruc¢ja oko vesStackog
osvetljenja) 1 gde su ekoloski parametri stabilniji, Cesto dominiraju zelene alge (Mulec
2005). Moglo bi se rec¢i da Chlorella sp. koja je nadena u Lazarevoj pecini spada u
grupu brzorastucih zelenih algi. U eksperimentu koji je trajao 25 dana, a koji je izveden
u uslovima koji su identi¢ni onima koji vladaju u peéini, Chlorella je imala deset puta
veéi broj Celija u poredenju sa cijanobakterijom Chroococcus minutus (Mulec i Kosi
2009). Ovaj nacin pojave brzo-rastu¢ih zelenih algi kao §to je Chlorella sp. moze
predstavljati jako veliki problem u turistickim peéinama, jer ima negativan uticaj na
stenoviti supstrat i pecinski nakit na kome se razvija. Jedna od dodatnih zabrinjavajucih
Cinjenica je da Chlorella sp. u Lazarevoj peé¢ini ne formira klasi¢ni epilitski biofilm,

nego je zajednica lampenflore delimi¢no razvijena i1 u stenovitom supstratu.
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Pretpostavlja se da osvetljenje, odnosno intenzitet svetlosti, moze uticati na to da neke
epilitske alge jednostavno postanu endolitske (Asencio i Aboal 2001). Prema
istrazivanjima Urzi i saradnika (2010) biofilmovi blizu vestackog osvetljenja su takode
bili formirani skoro isklju¢ivo od zelenih algi, a u onima na ulazu dominirale su
cijanobakterije. Nasuprot vecini studija, Smith i Olson (2007) su zakljucili da u
uzorcima lampenflore dominiraju pripadnici Cyanobacteria. Istrazivanja Mulec i
saradnika (2008) pokazala su isto, ali se isti¢e da je to verovatno posledica Cinjenice da
lampenflora nije tretirana od vremena kada je instalirano prvo osvetljenje. Zakljuceno je
da u zrelom stadijumu, biofilm pocinje vise da li¢i na onaj koji se nalazi blizu ulaza

pecina u kome dominiraju cijanobakterije (Mulec i sar. 2008; Mulec 2012).

5.5. Taksonomski sastav cijanobakterija i algi

5.5.1. Pregled osnovnih grupa fototrofnih mikroorganizama

Na osnovu detaljne kvalitativne analize iz uzoraka biofilma sa svih posecenih
lokaliteta u Srbiji, zabeleZeno je prisustvo ukupno 290 taksona (Tabela 3) svrstanih u 4
razdela: Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta i Xanthophyta. Hoffmann (2002),
Piano i sar. (2015), kao i Smith i Olson (2007) smatraju da su Cyanobacteria,
Bacillariophyta i Chlorophyta dominantne grupe fototrofnih organizama u pecinskim
staniStima uopS$teno. Prilikom analize literature koja obraduje zajednice fototrofnih
organizama koji se razvijaju u biofilmu na zidovima pecina, u najve¢em broju studija
belezi se prisustvo ili samo ove tri grupe, ili joS neke grupe fototrofnih
mikroorganizama uz ove tri. Takode, treba napomenuti da su u nekim studijama radene
samo cijanobakterije (Martinez i Asencio 2010; Pantazidou i Roussomoustakaki 2005;
Vinogradova i sar. 1998), a u nekim samo predstavnici cijanobakterija i zelenih algi, jer
silikatne alge ili nisu obradivane, ili nisu detaljno analizirane (Pentecost i Zhaohui 2001;
Popovi¢ i sar. 2015a; Urzi 1 sar. 2010). Neke studije se radi detaljnije analize silikatnih
algi fokusiraju samo na ovu grupu fototrofnih mikroorganizama, na primer Falasco i
saradnici (2014) napisali su revijalni rad posveten samo silikatnim algama u
hipogejskim ekosistemima. Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska (2009) nisu obradivali

cijanobakterije, ve¢ su se fokusirali samo na alge. Samo tri pomenute dominantne grupe
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fototrofnih mikroorganizama su zabelezene u biofilmu sa zidova peéina od strane
slede¢ih autora: Klemenci¢ i Vrhovsek (2005), Lamprinou i saradnici (2012a), Mulec i
sar. (2008) (ovde su predstavnici razdela Bacillariophyta zabelezeni u okviru razdela
Chrysophyta), Roldan i sar. (2004), Selvi i Altuner (2007). Medutim, mnogi autori uz
ove tri dominantne grupe beleze i1 prisustvo predstavnika razdela Xanthophyta:
Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska (2009, 2011), Czerwik-Marcinkowska i sar.
(2015), Rajczy i sar. (1986). Czerwik-Marcinkowsk i Mrozinska (2011) pored svih
navedenih grupa, beleze 1 prisustvo dinoflagelata, a Cennamo i sar. (2012) i prisustvo
Rhodophyta. Azla-Bustos i sar. (2009) su na primer analizirali samo predstavnike
razdela Rhodophyta.

U ovoj studiji, po broju taksona izdvaja se razdeo Cyanobacteria, koga prati
razdeo Bacillariophyta (Tabela 2, Grafik 9). Chlorophyta su predstavljene znatno
manjim brojem taksona, dok razdeo Xanthophyta broji samo jednog neidentifikovanog
predstavnika. Isti trend prati i broj rodova (Grafik 10). Prema Albertano (1993),
dominantna grupa fototrofnih mikroorganizama koja kolonizuje hipogejska stanista su
epilitske cijanobakterije, a prate ih zelene i silikatne alge. Prilikom analize uzoraka iz
pe¢ina, mnogi autori su dokumentovali dominaciju Cyanobacteria: Cennamo 1 sar.
(2012), Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska (2011), Czerwik-Marcinkowska i sar.
(2015), Lamprinou i sar. (2009, 2012a), Mulec i Kosi (2008), Mulec i sar. (2008),
Pentecost i Zhaohui (2001), Roldan i sar. (2004), Selvi i Altuner (2007), Urzi i sar.
(2010). U ve¢ini studija takode, na drugom mestu po brojnosti su zelene alge, dok su
silikatne alge na trecem mestu, na primer kod Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska
(2011, 2015), Lamprinou i sar. (2009), Mulec i Kosi (2008), Mulec i sar. (2008), Selvi i
Altuner (2007). Prema Roldan i sar. (2004) na drugom mestu po brojnosti su silikatne
alge, dok Klemenci¢ i Vrhovsek (2005) na prvom mestu po brojnosti beleze silikatne
alge (u pitanju je turisticka pec¢ina gde su uzorci uglavnom uzeti na mestima nedaleko
od reflektora). Mulec i Kosi (2008) navode da prema Krivograd-Klemenci¢ (2007) na
ulazu peéina dominiraju silikatne alge. Pouli¢kova 1 HaSler (2007) su na dobro
osvetljenim mestima na ulazima pecina 1 ispred ulaza zabelezili dominaciju zelenih algi,

a u dubljim delovima pec¢ine dominaciju cijanobakterija.
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5.5.2. Cyanobacteria

Razdeo Cyanobacteria svakako predstavlja dominantan razdeo kada se uzme u
obzir broj taksona, ali i njihova zastupljenost u ovoj studiji (Tabela 3, Grafik 9). Cesto
je odnos grupa cijanobakterija takav da dominiraju kokoidne, a prate ih homocitne, a
zatim heterocitne forme, kao $to je zabelezeno i kod Martinez i Asencio (2010), Mulec i
sar. (2008), Pantazidou i Roussomoustakaki (2005), a kod nekih su zabelezeni i
predstavnici cijanobakterija koje karakteriSe grananje (Martinez i Asencio 2010 i
Lamprinou i sar. 2012a). Surovi uslovi kojima su aerofitske cijanobakterije izloZene
utcu na to da u aerofitskoj sredini dominiraju taksoni sa jednostavnom morfoloSkom
organizacijom i1 gradom talusa, kao §to su kokoidne forme (Cvijan 1 FuZinato 2011).
Kokoidne forme imaju uglavnom dobro razvijene mukozne omotace koji im
omogucavaju da ostanu metabolicki aktivne duze vreme, Sto im daje prednost u
uslovima niskog intenziteta svetlosti (Pentecost i Whitton 2012). Kokoidne
cijanobakterije zabelezene su na svim lokalitetima, pri ¢emu je njihov diverzitet veliki, a
najveci u okviru rodova Gloeocapsa, Chroococcus i Gloeothece.

U rodu Gloeocapsa zabelezeno je najvise taksona (Tabela 3), pri ¢emu su svi
aerofitski, a prilagodenost ovom nacinu zivota takode se vidi i na osnovu podataka koji
prikazuju na koliko lokaliteta su pojedini taksoni nadeni: G. atrata (7), G. biformis (10),
G. kuetzingiana (7), G. nigrescens (8), G. punctata (8), G. reicheltii (6) i G. violascea
(7). Cesto i autori drugih studija (na primer Czerwik-Marcinkowska 2015; Martinez i
Asencio 2010) daju podatak da u uzorcima biofilma iz pecinskih staniSta dominira rod
Gloeocapsa. Prema Cennamo i saradnicima (2012), Gloeocapsa sp. bila je medu
dominantnim taksonima, a G. kuetzingiana dominira prema Czerwik-Marcinkowska i
Mrozinska (2011). Poznato je da se kokoidne cijnobakterije ovog roda Cesto razvijaju na
mestima gde je nizi inenzitet svetlosti (Pentecost i Zhaohui 2001). Prema Martinez i
Asencio (2010) dominacija taksona roda Gloeocapsa u biofilmu znaci da je kolonizacija
zidova pecine u srednjoj fazi.

Rod Chroococcus je takode vredan paznje, pri ¢emu su slede¢i predstavnici
zabelezeni u velikom broju pecina: C. ercegovicii (7), C. spelaeus (8), C. turgidus (8).
Od interesa je pomenuti C. ercegovicii (prvi put opisan kao Chroococcus

schizodermaticus f. pallidus) i C. spelaeus, koji su prvi put opisani od strane Ercegovica
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(1925) na teritoriji Hrvatske. Chroococcus je jedan od naj¢esc¢e sretanih rodova i kod
Martinez i Asencio (2010). Kao dominantne taksone ovog roda, Cennamo i saradnici
(2012) izdvajaju C. lithophilus i C. varius, a Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska
(2011) naglasavaju C. minor.

Rod Gloeothece se u razlicitim studijama retko pominje u kontekstu
dominantnog roda, ali analiza velikog broja razli¢itih biofilmova po strukturi, mestu na
kome se nalaze, po sadrzaju vlage i po razvijenosti pokazala je prisustvo kako
aerofitskih tako i slatkovodnih taksona pri ¢emu su se izdvojili G. fusco-lutea i G.
rupestris, koji su zabelezeni na 6, odnosno 9 lokaliteta.

Rod Chroococcidiopsis zabelezen je na 8 lokaliteta. Za ovaj rod karakteristicno
je da njegovi predstavnici generalno preferiraju nize intenzitete svetlosti, pa iz tog
razloga najcesc¢e kolonizuju zemljiste, stene, pec¢ine (Donner 2013).

Leptolyngbya je najraznovrsniji rod trihalnih Cyanobacteria u ovom istrazivanju,
mada se po broju taksona izdvajaju i Oscillatoria i Phormidium. Predstavnici roda
Leptolyngbya &esto se mogu naéi u biofilmu u pecéinskim stani§tima, posebno na
vlaZznim mestima, odnosno u veoma vlaznom biofilmu. U uzorcima biofilma narocito je
bila zastupljena L. foveolarum (dokumentovana u 12 pecina) koja je rasprostranjena
Sirom sveta 1 koju karakteriSu najraznovrsnija staniSta (Komadarek i Anagnostidis 2005).
L. foveolarum je zabelezena kao najce$ce sretani takson i od strane Pantazidou i
Roussomoustakaki (2005), a uopsteno rod Leptolyngbya u radu Martinez i Asencio
(2010).

Interesantno je pomenuti i takson Wolskyella cf. floridana koji je zabelezen na 6
lokaliteta.

Od znacaja je pomenuti i endolitskog predstavnika trihalnih cijanobakterija koji
je bio prisutan u uzorku stenovitog supstrata iz Petnicke pec¢ine. Karakteristika ovog
taksona, koji podse¢a na rod Leptolyngbya, su maslinasto zeleni trihomi sa suzenjima
izmedu celija, éelije koje su malo duze nego Sire (1,71-2,86 x 1,55-1,79 um) i dobro
razvijeni bezbojni do svetlo braon omotaci. Diverzitet endolitskih cijanobakterija je
zadivljujuce visok: predstavnici rodova Cyanosaccus, Hormathonema, Hyella, Solentia,
Plectonema, Kyrthutrix, Schizotrix, lyengariella i Mastigocoleus smatraju se pravim

euendolitima (Ramirez-Reinat 2010).
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Najmanji broj taksona zabelezen je u heterocitnoj grupi cijanobakterija, a po
broju taksona se izdvajaju Scytonema i Nostoc. Generalno se u pe¢inama predstavnici
heterocitnih cijanobakterija retko srecu, a kako navode Pentecost 1 Whitton (2012),
razlog za to mogu biti visoke energetske potrebe za fiksaciju atmosferskog azota.
Izuzetak moze biti rod Nostoc, §to se zapaza i iz ove studije, gde su predstavnici ovog
roda nadeni na veCem broju lokaliteta. Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska (2011) su
kao naj¢eSce predstavnike heterocitne grupe cijanobakterija zabelezili N. commune, ali i
Calothrix fusca. Takson Geitleria calcarea kao jedini predstavnik cijanobakterija sa
pravim grananjem zabeleZena je samo u Petnic¢koj pecini (PE3). Ovaj takson opisan je iz
kre¢njacke pecine u Izraelu (Friedmann 1955), a zatim je nalaZen i na mnogim drugim

lokalitetima Sirom sveta (Friedmann 1978).

5.5.2.1. Ekologija cijanobakterija

U hipogejskim staniStima medu kojima su pecine veoma cesto, pored aerofitskih
taksona, budu prisutni i taksoni kojima primarno staniSte nije stenoviti supstrat (Asencio
i Aboal 2000a, b; Hoffmann 2002; Mulec i sar. 2008). Takvi taksoni se obi¢no razvijaju
na veoma vlaznim mestima i mestima koja stalno kvasi voda. Na ovakvim mestima, ti
taksoni se mogu zadrZati privremeno, ili mogu biti prisutni duZze vreme ukoliko su
uslovi povoljni. Tipi¢ni aerofitski taksoni, ali 1 oni koji su pretezno akvatic¢ni, zapazeni
su i u ovoj studiji.

Na osnovu ekologije taksona koja se nalazi u literaturi za identifikaciju
(Komarek 1 Anagnostidis 1998, 2005; Komarek 2013), za vecinu taksona
cijanobakterija navedeno je viSe tipova stanista. Kada se uzmu u obzir stanista izlozena
vazduhu, u literaturi su navedene Cetiri kategorije — subaerofitske (nastanjuju aerofitska
staniSta koja kvasi voda), aerofitske (nastanjuju aerofitska stanista i mogu usvajati vlagu
1z vazduha), atmofitske (aerofitska staniSta obi¢no blizu vodopada ili termalnih izvora) 1
terestricne alge (nastanjuju zemljiSte, ili zive u zemljistu). Kako bi pojednostavili i
olaksali analizu zabelezenih taksona, ove Cetiri grupe su svedene pod jednu — aerofitske
cijanobakterije. U ovu grupu uracunate su one koji se primarno smatraju aerofitskim,
ali i one za koje je navedeno da pored nekog drugog staniSta mogu naseljavati i

aerofitska staniSta. Veliki broj identifikovanih taksona cijanobakterija u ovoj studiji
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pripada ovoj grupu, pri ¢emu pre svega naseljavaju vlazne stenovite povrSine, sa
izuzetkom od nekoliko taksona koji se nalaze na suvljim stenama ili nekom drugom
supstratu koji je izloZzen vazduhu (zemlja, drvo, mahovine).

Sto se kokalnih cijanobakterija ti¢e, u slede¢im rodovima zastupljeni su samo
aerofitski taksoni (na osnovu prethodne podele): Aphanocapsa, Aphanothece,
Chlorogloea, Chroococcidiopsis, Chroococcus (sa izuzetkom C. turgidus koji ima
veoma varijabilno staniSte), Cyanothece, Enthophysalis, Gloeobacter, Gloeocapsa,
Gloeocapsopsis, Nephrococcus, Pseudocapsa, Synechococcus i Synechocystis. Sa druge
strane, predstavnici roda Anathece su isklju¢ivo slatkovodni taksoni, dok kod roda
Gloeothece imamo zabeleZene kako primarno aerofitske, tako i slatkovodne predstavike
(G. abiscoensis, G. incerta i G. subtilis), pri ¢emu se G. abiscoensis razvija u vodnim
telima obi¢no na karbonatnom supstratu, a G. subtilis na alkalnom sedimentu. Veéina
pripadnika navedenih rodova u kojima su svi predstavnici aerofitski razvija se na
vlaznim stenovitim supstratima. Medutim, za nekoliko taksona napomenuto je da se
nalaze na stenovitim supstratima koji povremeno isusuju (Enthophysalis atroviolacea i
Gloeocapsa rupicola) ili koji su pretezno suvi (Gloeocapsopsis dvorakii i
Gloeocapsopsis pleusocapsoides). Sa druge strane, za neke predstavnike naglaseno je
da su dokumentovani u peéinama ili na zasen¢enim mestima pri niZim intenzitetima
svetlosti (Chlorogloea novacekii, Chroococcidiopsis kashayi, Gloeocapsa alpina,
Gloeocapsa nigrescens, Gloeocapsa violacea, Gloeothece violacea i Pseudocapsa
dubia). Za rod Asterocapsa ne moze se tvrditi da li su svi zabelezeni predstavnici
pretezno stanovnici stenovitih povrsina. Od znacaja je jo§ pomenuti i predstavnike roda
Eucapsis ¢ija identifikacija do nivoa vrste nije bila moguca, ali se pretpostavlja da
vecina zabelezenih predstavnika pripada onim taksonima koji preteZno naseljavaju
vodene ekosisteme.

Homocitne cijanobakterije, za razliku od kokoidnih, imaju malo drugaciji trend.
Primec¢uje se da velina predstavnika, osim rodova Microcoleus, Porphyrosiphon,
Symploca i Tapinothrix ¢iji se taksoni smatraju iskljucivo aerofitskim, preferira vodu ili
veée koli¢ine vode, odnosno vise vlage na stanistu. Sto se ti¢e rodova Kamptonema i
Leptolyngbya, za sve taksone navedeno je da se mogu javljati na vlaznim stenama (ili
zidovima) iako njihovo primarno staniSte mozda moze biti drugacije. To takode vazi i

za predstavnike roda Oscillatoria, osim za takson O. cf. ornata koja je slatkovodna
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vrsta, ali se razvija u bentosu litorala jezera. Predstavnik roda Wolskyella je prvenstveno
slatkovodni, kao i svi predstavnici roda Phormidium koji uglavnom naseljavaju bentos,
pri cemu Ph. ambiguum i Ph. articulatum mogu ziveti i na vlaznim stenama.

Svi predstavnici heterocitnih cijanobakterija mogu se smatrati aerofitskim
taksonima, osim taksona Tolypothrix cf. tenuis. Na nesto zasencenijim mestima obi¢no
se nalazi Scytomena varium, a tipi¢ni stanovnici pecina su Toxopsis calypsus i Geitleria

calcarea.

5.5.3. Bacillariophyta

Zajednice aerofitskih silikatnih algi uglavnom ¢ine taksoni €ije su ¢elije malih
dimenzija, a koji veoma dobro toleriSu ekstremne uslove Zivota u aerofitskoj sredini
(Falasco 1 sar. 2014). Najveci broj taksona kod razdela Bacillariophyta zabelezen je u
rodovima Luticola, Humidophila, Nitzschia i Gomphonema (Tabela 3).

Rod Luticola predstavljen je sa 17 zabeleZenih taksona. Veliki diverzitet ovog
roda u pecinskim staniStima belezi 1 Tofilovska (2014), gde je dokumentovano 8§
taksona. Prema Levkov i saradnicima (2013), mnogi predstavnici ovog roda
predstavljaju taksone koji su adaptirani na Zivot u aerofitskoj sredini, pri ¢emu se u
poslednje vreme, sve vise novih taksona opisuje sa razli¢itih aerofitskih staniSta (npr.
Van de Vijver i Mataloni 2008). U ovoj studiji na najvise mesta uzorkovanja zabelezeni
su taksoni Luticola nivalis (5) i L. quinquenodis (7). L. nivalis je aerofitska, troglofilna
vrsta dobro adaptirana na nizak intenzitet svetlosti (Falasco i sar. 2014). Takode, isti
autori zakljucuju na osnovu brojnih studija da L. nivalis, kao i L. mutica, dobro podnose
nizak sadrzaj nutrijenata, Sto je Cest uslov koji vlada u pecinskim ekosistemima, a
ubrajaju se i u najc¢eSce nalazene taksone u hipogejskim ekosistemima. L. mutica se
¢esto moze razvijati i kao epifita na mahovinama (Poulickova i Hasler 2007).

Humidophila je takode jedan od rodova sa velikim brojem predstavnika u
aerofitskoj sredini, a u ovoj studiji zabelezeno je 9 taksona. Predstavnici ovog roda bili
su prisutni u velikom broju pecina, pri ¢emu se izdvajaju H. aerophila (9), H. biceps
(7), H. brekkaensoides (5), H. contemnata (5), H. contenta (11) i Humidophila
paracontenta (8). Kao $§to se primecuje, posebno se izdvaja H. contenta. Prema Falasco

I saradnicima (2014) H. contenta, a pored nje i H. biceps (navedene kao Diadesmis
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contenta i Diadesmis biceps), su medu najcesce zabelezenim taksonima u hipogejskim
staniStima. H. contenta je takson koji ima sposobnost da zivi i razmnozava se pri
mestima, na suvom ili vlaznom supstratu (Falasco 1 sar. 2014). Za ovaj rod se smatra da
je izuzetno polimorfan (Poulickova i Hasler 2007), a kao i Luticola, takode se moze
razvijati kao epifita na mahovinama (Roldan i Hernandez-Mariné 2009).

Rod Nitzschia predstavljen je sa 15 taksona od kojih je 11 nadeno samo u
Réanskoj pecini (Tabela 3, Slika 24), uglavnom na stenovitom supstratu koji kvasi
voda. Takode, isto je zakljueno za predstavnike roda Navicula. Prema Czerwik-
Marcinkowska i Mrozinska (2009) vlazna mesta mogu veoma lako biti kolonizovana
predstavnicima roda Nitzschia, a prema Falasco i saradnicima (2014) u hipogejskim
staniStima zabelezen je generalno veliki broj taksona ovoga roda, ¢ak 26.

U okviru roda Gomphonema isti¢e se G. micropus koja je zabelezena na pet
lokaliteta. Medutim ovaj rod se retko pominje u kontekstu pecinskih stanista (Falasco i
sar. 2014).

Rodove koje takode treba ista¢i su Hantzschia, Orthoseira i Pinnularia. U ovoj
studiji najzastupljenija je bila H. abundans, identifikovana na 7 lokaliteta. U literaturi,
kada se govori o pecinskim stanistima, Cesto se pominje H. amphioxys koja spada u
troglofilne vrste koje se &esto nalaze pri nizim intenzitetima svetlosti. Sto se tie
predstavnika ostala dva roda, Orthoseira roseana je nadena na 11, a Pinnularia borealis
na 8 lokaliteta. Sva tri taksona spadaju u grupu najcesce sretanih taksona u hipogejskim
staniStima, koji se osim u biofilmu na stenovitom supstratu razvijaju 1 kao epifite na
mahovinama (Falasco i sar. 2014; Poulickova i Hasler 2007). Prema Czerwik-
Marcinkowska i Mrozinska (2011), ova tri taksona su bila veoma zastupljena u
ispitivanim pec¢inama. Interesantna pojava kod O. roseana i P. borealis je da su
dimenzije njihovih celija neSto vece kod aerofitskih predstavnika nego kod tipi¢nih
akvaticnih jedinki, Sto odstupa od pravila po kome su aerofitski taksoni manjih
dimenzija (Falasco i sar. 2014). Za veéinu rodova silikatnih algi istaknuto je da se
razvijaju i kao epifite na mahovinama. Upravo na tackama RC5 i S3 na kojima je
dokumentovano najviSe taksona silikatnih algi, bile su prisutne 1 mahovine. Takode,

diverzitetu silikatnih algi na ovim lokalitetima doprinelo je prisustvo vode na nekim
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mestima uzorkovanja u Réanskoj peéini i sezonsko uzorkovanje biofilma u pecini
Samar.

U uzorcima biofilma pretezno dominiraju cijanobakterije i zelene alge, dok su
silikatne alge obi¢no teSko uocljive. Jedini uzorak biofilma u ovoj studiji u kome se i
bez prethodnog laboratorijskog tretmana uzorka videla izrazita dominacija silikatnih
algi Orthoseira dendroteres i Orthoseira roseana je biofilm sa tacke S7 (Slika 34).
Prilikom tretmana uzoraka, eliminiSe se sva organska materija i ostaju samo silifikovani
¢elijski zidovi algi, na osnovu kojih je moguée veoma precizno identifikovati taksone
koji se u uzorku nalaze. Biofilm ima tu osobinu da, zbog lepljivih svojstava EPS-a, lepi
razlicite Cestice kao i ¢elije mikroorganizama, ali i silifikovane ¢elijske zidove silikatnih
algi koje na biofilm dospevaju prilikom slivanja vode, kapanja prokapnih voda, ili
prolaska privremenih voda. Veliki broj taksona silikatnih algi moZze poticati iz ovih
voda, a neki se mogu privremeno zadrzati i razvijati u biofilmu, §to znaci da nisu svi
taksoni tipi¢ni stanovnici stenovitih povrSina. Bitna ¢injenica je i to da se u biofilmu
nalazi veliki broj ljuSturica nezivih predstavnika, pa bi recimo kvantifikacija zivih
predstavnika bila oteZavajuca okolnost. Jedan od nacina na koji bi se mogla utvrditi
vijabilnost je konfokalna mikroskopija, jer zivi predstavnici fluoresciraju, a nezivi ne
(Roldéan i Hernandez-Mariné 2009).

5.5.4. Chlorophyta

Predstavnici razdela Chlorophyta, pogotovo taksoni jednostavne morfologije,
koji imaju loptaste Celije Cesto se srecu u aerofitskim staniStima (Lewis 2007). Pored
toga $to imaju nizak nivo morfoloske organizacije, ¢elije su obi¢no malih dimenzija,
manjih nego kod predstavnika koji naseljavaju vodene ekosisteme. Upravo je veliki broj
predstavnika kokalnih formi zabelezen u ovoj studiji (Tabela 3), medu kojima se
izdvojaju rodovi Coccomyxa, Trebouxia, Stichococcus i Trochiscia koji su zabeleZeni
na ve¢em broju lokaliteta. Bitno je obratiti paznju na rod Chlorella sp. koji je zabelezen
u zajednici lampenflore Lazareve pecine, jer je prema Urzi i saradnicima (2010) ovaj
takson dominantna zelena alga u uzorcima biofilma. Ve¢ina navedenih rodova spada u
kategoriju tipi¢nih aerofitskih algi. Za neke od njih se pretpostavlja da mogu koristiti i
organski supstrat. Prema Roldan i Herndndez-Mariné (2009), jos je Chodat (1909) radio
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na kulturama algi Chlorella i Coccomyxa i istrazivao uslove pri kojima ove alge rastu
na organskom supstratu. C. vulgaris i Stichococcus bacillaris se ¢esto nalaze i na
mahovinama i jetrenjacama (Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska 2011).

Pored kokalnih formi, u aerofitskim staniStima cesto se srecu taksoni Cija je
morfologija takva da im celije formiraju paketi¢e, $to je na primer uobicajeno kod
taksona Apatococcus lobatus i Desmococcus olivaceus. D. olivaceus, koji je zabelezen
na najviSe lokaliteta, je jedna od najzastupljenijih aerofitskih algi (Rindi 2007), odnosno
kosmopolitska vrsta, koja se osim na stenovitim povr§inama razvija i na drvenim
supstratima, ¢esto u vidu tanke, zelene, praskaste prevlake. U velikom broju uzoraka D.
olivaceus je zabelezen kao prateci takson, ali na tacki S5 (Slika 34) je bio dominantan, u
vidu tanke zelene praskaste prevlake na steni. Interesantna je pojava taksona
Gloeocystis vesiculosa koga karakterise veoma dobro razvijen mukozan omotac.

Od trihalnih predstavnika zelenih algi, izdvajaju se Trentepohlia aurea i
Klebsormidium flaccidum koji je dominirao u Rcéanskoj peéini i koji je u uzorcima
biofilma zabelezen i od strane Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska (2011).
Klebsormidium predstavlja rod zelenih algi koji se ¢esto srece u aerofitskim staniStima i
cesto je prisutan u zajednici biofilma koja se razvija pri osnovi zidova razlicitih
gradevina. Za taksone roda Klebsormidium istice se da su otporni i tolerantni na
razliCite tipove stresnih uslova, medu kojima je i dehidratacija (Rindi 2007). Zanimljiva
je Cinjenica da je najvec¢i diverzitet zabelezen u rodu Cosmarium, Kkoji se uvek
sporadi¢no pojavljivao u biofilmu, tako da se za ve¢inu predstavnika pretpostavlja da su
u biofilm dospeli slucajno. To se takode pretpostavlja i za Pediastrum simplex var.
echinulatum koji je naden na mestu koje konstantno vlazi voda koja se sliva niz
pecinski zid, a samo mesto nalazi se odmah uz mali vodeni tok u tom delu pec¢ine. Voda
koja se sliva niz zidove moZe, na primer poticati iz staniSta koja se nalaze iznad
pecinskog karsta, tako da dok voda prolazi kroz pukotine stena, moze nositi 1 Celije
mikroorganizama, koji su najéeSc¢e zemljisni 1 slatkovodni predstavnici. Ovi organizmi
obogacuju zajednicu fototrofnih mikroorganizama i znatno doprinose lancu ishrane
(Mulec i Kosi 2008).
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5.5.5. Problem identifikacije aerofitskih cijanobakterija i algi

Identifikacija cijanobakterija, ali i zelenih algi predstavlja veliki izazov, pre
svega Sto aerofitski predstavnici pretezno imaju jednostavnu morfologiju, jer su
uglavnom zastupljene kokoidne forme malih dimenzija. Sto se ti¢e silikatnih algi,
situacija je neSto bolja, s obzirom da se predstavnici ovog razdela mogu identifikovati
na osnovu morfologije 1 struktura silifikovanog celijskog zida koje se uocavaju
svetlosnim mikroskopom nakon laboratorijske obrade uzoraka i pripreme trajnih
preparata. Kod silikatnih algi zabelezen je veliki diverzitet, pri ¢emu je najveéi broj
predstavnika identifikovan do nivoa vrste. Nekoliko predstavnika nije bilo moguce
identifikovati do nivoa vrste, pre svega zbog veceg ostecenja celijskog zida, pa se
dimenzije nisu mogle precizno ustanoviti. Kod zelenih algi identifikacija je bila
problemati¢na kod kokalnih predstavnika i kod njih uglavnom nije radena do nivoa
vrste.

Identifikacija cijanobakterija predstavljala je poseban izazov. Treba napomenuti
da su neki predstavnici cijanobakterija samo kategorisani kao kokoidne, homocitne i
heterocitne forme, jer nije bilo moguce u potpunosti odrediti rod, s obzirom da su delili
morfoloske karakteristike najmanje dva roda. Kod najveceg broja identifikovanih
taksona, opisne karakteristike koje su navedene u literaturi za identifikaciju su se
podudarale sa karakteristikama taksona. Medutim, kod odredenog broja taksona, neki
itd.) su minimalno odstupali od onih koji su literaturno dostupni, pa iz tog razloga ovi
taksoni nose oznaku cf. U nekim rodovima taksoni su razdvojeni u razlicite grupe, ali
nije bilo moguce povezati ih sa poznatim vrstama. Tako je, na primer rod Asterocapsa
predstavljen sa Sest razlicitih taksona, od kojih samo jedan li¢i na A. purpurea, dok su
drugi po svim kriterijumima odstupali od ve¢ opisanih vrsta i stoga su im dodeljeni
brojevi od 1 do 5. Jo§ jedan veoma problemati¢an rod je i rod Gloeocapsopsis kod koga
su svi identifikovani taksoni po vec€ini kriterijuma odgovarali onima iz literature, ali su
razlike za odredene parametre ipak postojale, pa stoga nose oznaku cf. (na primer
Gloeocapsopsis cf. dvorakii itd.). Ono §to je zanimljivo, kod slede¢ih taksona
zabeleZena je varijabilnost (ali u granicama odredenog taksona): Aphanocapsa fusco-

lutea, A muscicola, Aphanothece saxicola, Chroococcus ercegovicii, C. spelaeus, C.
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turicensis, Gloeocapsa atrata, G. punctata, G. alpina, G. violacea, Gloeothece fusco-
lutea i Pseudocapsa dubia. Recimo, dimenzije ¢elija C. ercegovicii i C spelaeus, G.
alpina i G. volacea znatno variraju i kre¢u se u Sirem rasponu od onih koje su date u
literaturi. Sa druge strane, kod Pseudocapsa dubia primecena je velika varijacija u
obliku ¢elija, veli¢ini ¢elija, ali 1 u boji omotaca, i to uglavnom izmedu uzoraka sa
razli¢itih lokaliteta. Mala odstupanja razli¢itth morfoloskih osobina primecena su
takode kod razli¢itih cijanobakterija u studiji Lamprinou i sar. (2009), a u pitanju su
cijanobakterije Phormidium cf. molle, Gloeocapsa biformis, Hassalia byssoidea i
Chroococcus tenax. Kao i Sto su ovi autori zakljucili Asterocapsa, Chlorogloea i
Chroococcus spelaeus su vredni daljeg i detaljnijeg istrazivanja, a iz ove studije bismo
izveli zaklju¢ak da se to odnosi na vec¢inu kokalnih predstavnika, a posebno na
predstavnike rodova Aphanocapsa, Asterocapsa i Gloeocapsopsis. Treba jo§ dodati da
su mnogi taksoni u biofilmu (uglavnom oni dominantni) bili predstavljeni jedinkama u
razliC¢itim fazama razviéa (posebno kod roda Gloeocapsa). Kod trihalnih formi,
identifikacija taksona bila je najteza kod roda Leptolyngbya, gde su se taksoni koje
nismo mogli da identifikujemo karakterisali lila-tamno ljubi¢astom obojenoséu
omotaca. Kod heterocitnih predstavnika, identifikacija je bila najkomplikovanija u rodu
Scytonema i Tolypothrix, a najveca varijabilnost u izgledu kolonije i ¢elija zabeleZzena je
kod taksona Nostoc commune. Buduce studije bi trebalo da budu posveéene detaljnijoj
analizi taksona aerofitskih cijanobakterija 1 algi 1 to kombinacijom morfoloskih,
ekoloskih, ali i molekularnih analiza, odnosno koriste¢i polifazni pristup, kao Sto je
predlozeno u studiji Komarek i saradnika (2014).

Sto se ti¢e identifikacije endolitskih predstavnika cijanobakterija i algi, dejstvo
kiseline donekle je imalo uticaja na zelene alge, ali se morfologija celija 1 izgled

cijanobakterija nisu menjali u znacajnoj meri.
5.6. Sezonska analiza biofilma na primeru peéina Samar i Jezava

Rezultati sezonske dinamike ekoloskih parametara, hlorofila a I parametara
biofilma, objaSnjeni su u prethodnim tackama u ovom poglavlju (5.1.1., 5.2, 5.3.1.).

Kvalitativna analiza biofilma iz pe¢ina Samar i Jezava Cetiri puta godiSnje

(Tabela 4) pokazala je prisustvo velikog broja taksona cijanobakterija i algi, u cemu se
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vidi znacaj sezonskog uzorkovnja biofilma. Naime, ukoliko uzmemo u obzir sve peéine,
broj taksona je bio najveéi upravo u pecini Samar (141 takson). Takode, broj je bio
relativno visok i u pecini Jezava, imajuci u vidu da su u pecini Jezava uzorci sakupljani
samo sa tri tacke, nasuprot 7 mesta uzorkovanja koja su izabrana kao reprezentativna u
pe¢ini Samar. Skoro polovina od ukupnog broja identifikovanih taksona kako
cijanobakterija, tako i silikatnih algi zabelezena je u peéini Samar. Odnos razdela i
grupa cijanobakterija je isti kada posmatramo samo ove dve pecine, ili kada
posmatramo svih petnaest peéina (najveéi broj taksona zabeleZzen je u razdelu
Cyanobacteria, zatim Bacillariophyta). Interesantno je da su u oba slu¢aja broj taksona
cijanobakterija i broj taksona silikatnih algi skoro jednaki.

Broj taksona u pe¢ini Samar bio je ujednaceniji na tackama S1, S5 1 S7, u
poredenju sa ostalim mestima uzorkovanja (Grafik 25). Tacke S1 i S5 su mesta
uzorkovanja gde je razvijen uglavnom suvlji biofilm, u kome nema puno taksona
cijanobakterija. Sa druge strane, tacka S7 je bila najudaljenija od ulaza, i od svih tacaka
imala je najujednacenije ckoloSke parametre, a u uzorku su u svakom pogledu
dominirali predstavnici roda Orthoseira. Takode, na ovim tatkama nisu zabeleZene
heterocitne forme cijanobakterija, za razliku od ostalih ta¢aka uzorkovanja. Na ostalim
tackama najveci diverzitet je zabeleZzen u decembru, a na tacki S6 u martu.

Biofilm koji se razvija na ulazu pecina trpi niz promena — od stanja dobre
hidratisanosti tokom hladnijih 1 kiSnih meseci, do gotovo isuSenog stanja tokom letnjih
meseci. Ovo se moZe dovesti u vezu i sa hidroloskom aktivno$¢u pecine, koja je tokom
kiSnih perioda veca, upravo zbog vece koli¢ine prokapnih voda ili povremenih voda
koje se slivaju niz zidove pec¢ine. Privremene vode sa sobom mogu nositi razne cestice,
izmedu ostalog i ¢elije razlic¢itih mikroorganizama koji vodom dospevaju u biofilm i iz
drugih delova peéine, delova iznad pecéine (zemljisSne i slatkovodne vrste). Tokom
hladnijih 1 kiSnith meseci (decembar 1 mart) primeéeno je da su biofilmovi bili
voluminozniji nego u avgustu, kada na nekim tackama biofilma skoro da nije bilo (na
primer J2 u avgustu). SadrZaj vode u biofimu (Grafici 7 i 8) i relativna vlaznost vazduha
(Tabela 2) su takode bili visi u decembru i martu. Broj taksona u obe pecine bio je
takode najveéi u martu i decembru, a najmanji u maju i avgustu (Grafik 25 i 26).

Kao $to je navedeno u poglavlju Rezulti (na osnovu Tabele 4), samo je mali broj

taksona zabelezen u sve Cetiri sezone (24 taksona u peéini Samar i svega 3 taksona u
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pecini Jezava). Neki od ovih taksona preferiraju pecine ili mesta sa nizim intenzitetom
svetlosti (na primer Chlorogloea sp., Chroococcidiopsis sp.). Sa druge strane, neki
predstavnici, pored toga Sto se mogu razvijati u aerofitskim, mogu se na¢i 1 u drugim
tipovima stani$ta, $to znaci da su prilagodeni na Sirok spektar razlicitih uslova sredine
(na primer Aphanocapsa muscicola, Aphanothece pallida). Veliki broj taksona bio je
karakteristi¢an samo za jednu sezonu. Za one taksone koji su se iskljucivo pojavili samo
u odredenoj sezoni, pretpostavlja se da je glavni uzrok njihovog odsustva u drugim

periodima razlika u mikroklimatskim parametrima i posledica razlike u mikrostanistu.
5.7. Odnos supstrata i zajednice fototrofnih mikroorganizama

U sastav stena generalno ulazi veliki broj minerala. Minerali iz podloge postaju
dostupni mikroorganizmima nakon rastvaranja u vodi (Pentecost i Whitton 2012),
nakon cega mogu direktno biti apsorbovani od strane -cijanobakterija 1 algi
biohemijskim procesima (Albertano 2012; Scheerer et al. 2009).

Karbonatne stene se sastoje uglavnhom od karbonatnih minerala, gde se
karbonatni anjon (COs%) kombinuje sa katjonima kao §to su Ca®*, Mg®*, Fe**, Mn*" i
Zn?* (Boggs 2009). Mulec i saradnici (2008) prema Morse i MacKenzie (1990) isti¢u da
u karbonatnim stenama u znacajnim koncentracijama mogu biti nadeni Al, Ba, Cd, Co,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Si, Sr, Ti, U i Zn. Sto se ti¢e kre¢njaka, oni sadrZe jedan veci
(Ca®") i jedan manji katjon (Mg®"), ali i brojni drugi katjoni mogu biti prisutni u
tragovima. Glavni anjon je COs%, ali i SO,%, OH’, F i CI takode mogu biti prisutni
(Boggs 2009). Iz tog razloga, kao Sto je ve¢ razmatrano, kre¢njak je glavni izvor
kalcijuma i karbonatnih minerala, ali u manjoj meri natrijuma, kalijuma, kao i fosfora i
azota. Koncentracije vancelijskog kalcijuma ponekad mogu biti veoma visoke, §to ima
indirektan uticaj na kolonizaciju supstrata. Dalje, stalno vlazenje i suSenje krecnjackog
supstrata moze uticati na to da Se na stenovitoj povrsini formiraju male depresije koje su
ispunjene slanom vodom usled rastvaranja natrijuma i kalijuma, $to na primer moze biti
stresno za vecinu organizama (Pentecost i Whitton 2012). Usled kontakta krecnjaka i
vode (slabih kiselina) otpusta se CO; ¢ija se koncentracija u karboksizomima povecava,

Sto vodi do efikasnije fotosinteze (Badger i1 sar. 2002). Zbog viSih vrednosti pH,
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kre¢njak se ubraja u kategoriju alkalnih supstrata koji pogoduju razvoju pre svega
cijanobakterija (Pantazidou i Roussomoustakaki 2005).

Veoma je diskutabilno u kojoj meri minerali iz podloge uticu na rast i razvoj
mikroorganizama koji se na toj podlozi razvijaju. Prema Mulec i sar. (2008) aerofitske
cijanobakterije i alge imaju specifi¢an odnos sa podlogom, pri ¢emu neki minerali u
umerenim koncentracijama mogu imati pozitivan uticaj na rast fototrofa, ali na primer
jako visoke koli¢ine mogu biti letalne. Pentecost i Zhaohui (2001) takode smatraju da
tip supstrata ima uticaja na oblikovanje strukture zajednica cijanobakterija i algi.
Razmatrajuéi razlicite tipove podloga, Mazina i Maximov (2011), su zakljucili da je
taksonomski sastav u bliskoj vezi sa geoloskim i mineroloskim svojstvima supstrata. U
studiji autora Czerwik-Marcinkowska i Mrozinska (2011) napominje se da su neki
taksoni kao na primer Aphanocapsa parietina (navedena kao Mycrocystis parietina),
Nostoc microscopicum, Humidophila contenta (navedena kao Diadesmis contenta),
Hantzschia amphioxys, Luticola mutica, L. nivalis i Orthoseira roseana veoma osetljivi
na sastav i strukturu stenovitog supstrata.

U ovoj studiji zapaZeno je da predstavnika Cyanobacteria ima viSe u pefinama
Ciji je stenoviti supstrat kategorisan kao rekristalisali i organogeni kre¢njak, dok
predstavnika Bacillariophyta ima vise na klasticnom 1 mikritskom kre¢njaku.

Raspored tipova kre¢njaka duz prve PCA ose na Slici 44 se dovodi u vezu sa
fizickim karakteristikama ovih tipova supstrata, od kojih je znacajno ista¢i poroznost.
Kao $to je napomenuto, kolonizacija i razvoj cijanobakterija i algi na nekom supstratu
pre svega zavisi od njegovih fizickih karakteristika, ekoloSkih faktora (pre svega
dostupnosti  vode), mikroklimatskih karakteristika, Kkarakteristika lokaliteta, itd.
(Guillitte 1995, Macedo i sar. 2009, Miller i sar 2006, Pinna i Salvadori 2008, Prieto i
Silva 2005). Prema Gustavs (2010), ukoliko ima dovoljno vode i ukoliko su faktori
povoljni, na supstratu ¢e se formirati zajednica mikroorganizama, a sam tip supstrata
igra manju ulogu u svemu tome. Takode, prema Macedo i sar. (2009), veliki broj
taksona na nekom supstratu, ne mora da znaci da je taj supstrat bioreceptivan, ve¢ da su
pre svega povoljni ostali faktori koji uticu na rast i razvoj mikroorganizama. Takode, za
neke Siroko rasprostranjene rodove cijanobakterija kao $to su Gloeocapsa, Chroococcus
i Phormidium nije moguce tvrditi da li preferiraju odreden tip supstrata. PoSto jo$ nije

dokazana jasna veza izmedu tipa supstrata i specificnog organizma ili grupe organizama
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koji taj supstrat naseljavaju (Macedo i sar. 2009; Tomaselli i sar. 2000), neophodna su

dalja istrazivanja.

4.8. Nephrococcus serbicus S. Popovié¢, G. Subakov Simié i J. Komarek, sp. nov.

Svi do sada opisani taksoni roda Nephrococcus dele neke =zajednicke
karakteristike kao $to su izgled kolonije i oblik ¢elija (Tabela 6). Opisan takson N.
serbicus (Popovi¢ i sar. 2016a) je morfoloski veoma slican taksonu N. confertus (Li
1984), ali se zapazaju razlike u pogledu veli¢ine kolonije i njenog omotaca, kao i u
pogledu boje i veli¢ine ¢elija. Omota¢ kolonije N. serbicus uvek je bezbojan, a i mnogo
je tanji nego kod taksona N. confertus. Celije su manjih dimenzija, a Celijski omotagi
vidljivi su jedino u mladim kolonijama, dok u kasnijim stadijumima razvi¢a nisu
prisutni ili nisu vidljivi. U poredenju sa taksonom N. shilinensis (Tian i sar. 2001), N.
serbicus ima manje Celije, ali Sire omotace kolonija. Svakako, najveca razlika je u
samom izgledu kolonije, jer se kolonija vrste N. shilinensis formira kombinovanjem
manjih kolonija. Kod taksona Nephrococcus sp. (Watanabe i Komarek 1988) jedino je
zabeleZzen dormantni stadijum, dok se kod taksona otkrivenog u Srbiji pretpostavlja da
su jednocelijski stadijumi ustvari mirujuce Celije, jer im je oblik i struktura drugacija od
vegetativnih ¢elija, koje se zapazaju u kolonijama.

Najcesca boja Celija koja se srece kod roda Nephrococcus je maslinastozelena,
Sto je zabelezeno kod svih predstavnika, osim kod taksona N. confertus. Kod taksona
opisanog u Srbiji, boja varira od zelenih do zZuc¢kastih nijansi. Varijacije u boji se mozda
mogu objasniti osobinama samih fikobiliproteina. Fikobiliproteini cijanobakterija su
odgovorni za proces poznat kao komplementarna hromatska adaptacija, $to je strategija
koja im omogucava da pospeSe prikupljanje svetlosti u okruzenju gde je intenzitet
svetlosti Cesto podlozan promenama (Stowe i sar. 2011). Kada kvalitet svetlosti varira,
cijanobakterije prilagodavaju pigmente (mogu aktivno da menjaju odnos fikoeritrina 1
fikocijanina) tako da oni $to optimalnije absorbuju svetlosnu energiju (Whitton 2012;
Bjorn 2015). Biosinteza fikobiliproteina regulisana je kvalitetom svetla, a na nju uticu i
koli¢ina nutrijenata 1 stadijum razvica, $to rezultuje velikim promenama u pigmentaciji

cijanobakterijskih ¢elija (Arthur 1 Grossman 2003).
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Tabela 6. Opis svih vrsta roda Nephrococcus (Popovi¢ i sar. 2016a).

koloniji

Nephrococcus Nephrococcus Nephrococcus Nephrococcus sp.
serbicus confertus shilinensis Watanabe i
S. Popovié, G. Y.-Y. Li Y.-P. Tian Komarek
Subakov Simi¢ i J.
Komarek sp. nov.
Izgled kolonije Sfericne, Sferi¢ne, Male sferi¢ne Sferi¢ne, uglavnom
visecelijske visecelijske kolonije koje visecelijske
kombinacijom
formiraju veliku
koloniju
Veli¢ina kolonije | 25-29um Do 85 pm ** Do 40 pm * 20-70 um
Omota¢ kolonije | Zelatinozni, Zelatinozni, Slojeviti Omotaci su nekada
neslojeviti ili blago | blago slojeviti (najuotljivije u membranozni na
slojeviti, (najuodljivije u spoljasnjem delu periferiji,
Cvrsta povrSina, spoljasnjem delu kolonije), zuto braon
bezbojni, kolonije), povrSina povrsina vrsta,
Sirina: 4-9 pm Cvrsta, bezbojni ili svetlo
bezbojni ili Zuckasti, | zuckasti,
Sirina:10-14 pm Sirina: 2—4 pm*
Broj ¢elija u (2) 4-16 (64?) (1) 2-4 (64) 1) 2-4* 4-32 (647)

Velicina éelija

Duzina:3-6,5 pm
Sirina (sredi$nji

Duzina:12-15 pm
Sirina (sredisnji

Duzina:13-15 pm
Sirina (sredisnji

Duzina: do 10 um
Sirina (sredi3nji

do bubrezaste

deo): 1.5-4 um deo): 7.5-10 um deo): 6.5-9 um deo): 5-8 um
Oblik éelija Okrugle, ovalne, BubreZaste*** BubreZaste Sferi¢ne, duguljaste,
nepravilno okrugle poligonalne

Boja éelija

Plavo zelene,
maslinasto zelene,
zuckaste, Zuto braon

Bezbojne, bledo
zuckaste

Maslinasto zelene

Maslinasto zelene

Celijski sadrzaj Homogene ili blago | Homogene ili blago | Homogene ili blago | -
granularne granularne granularne

C'elijski omotadé Prisutan, vidljiv Prisutan, Prisutan, Prisutan ili ne,
samo u ranim manje vise slojeviti | neprimetan na ponekad slojevit
stadijumima tamniji u pocetku, kasnje
razvica, kasnije nije | spolja§njim vidljiv
vidljiv ili nije delovima
prisutan

Mirujuéi staijumi | Prisutan Prisutan, povr$ina

papilozna

Legenda: * odnosi se na jednu malu koloniju; **podaci dobijeni ili mereni na osnovu

ilustracija; *** u razvijenim kolonijama; - podatak nedostaje

Prema novom sistemu klasifikacije (Komarek i sar. 2014), broj taksona u redu
Chroococcales je znatno redukovan usled razvijanja novih metoda za identifikaciju
vrsta, §to se pre svega odnosi na molekularne metode. Iskljuc¢ene su kokoidne forme
koje u stadijumu razvi¢a imaju beocite i Cija je grada Celija nesto komplikovanija. Jos

uvek kod mnogo rodova nije zavrSena molekularna analiza, pre svega zbog
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nemogucnosti dobijanja kultura ovih taksona. Rod Nephrococcus se jo§ uvek ubraja u
OVU grupu i njegova taksonomija je ostala ista kao $to je bila i u sistemu predlozenom
od strane Komarek i Anagnostidis (1998).

Do sada, svi taksoni roda Nephrococcus potic¢u sa vlaznih subaerofitskih staniSta
(stabla drveca ili vlazni stenoviti kalcerozni supstrati). Na mestu gde je otkriven N.
serbicus biofilm je bio veoma dobro razvijen, a stenoviti supstrat ostecen usled izrazitog
razvoja biofilma. Pri mikroskopiranju zapazeno je da se kolonije Nephrococcus-a
pojavljuju sporadi¢no, ¢esto pojedinaéno medu drugim cijanobakterijama i algama, a

retko u manjim grupama.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu zadatih ciljeva istrazivanja i predstavljenih rezultata, izvode se sledeci

zakljucci:

e Biofilm je sakupljen iz 15 peéina sa teritorije Srbije koje pripadaju
geostrukturnim jedinicama Unutra$njih Dinarida zapadne Srbije i Karpato-
balkanida (Bozanina, Ribni¢ka, Hadzi Prodanova, Deguricka, Réanska peéina,
pec¢ina Vernjikica, pec¢ina kod Sove, Lazareva, Mandina, Bogovinska, Cerjanska
pecina — povremeno vrelo kod Kravlja, Prekonoska, Petni¢ka pecina i pecine
Samar i Jezava).

e Uzorci su sakupljeni sa 81 razli¢ite tacke (3-8 tacaka po pecini). U pefinama

Samar i Jezava biofilm je sakupljan sezonski sa 10 tacaka.

e Prikupljeni su biofilmovi razli¢itog stepena razvijenosti, sadrzaja vode i boje, sa
pecinskih zidova, tavanice i poda pecine, uglavnom sa stenovitog supstrata, ali
ponegde i sa zemlje (mulja).

e Na osnovu razvijenosti, vlaznosti, izgleda i boje, biofilmovi su podeljeni u
nekoliko kategorija. Prema razvijenosti na: dobro, srednje i slabo razvijene,
odnosno, tanke (nerazvijene) biofilmove. Prema vlaznosti biofilmosi su
podeljeni na: Zelatinozne, suve, biofilmove srednje vlaznosti i1 vlaZne
biofilmove. Prema boji, dobro razvijeni biofilmovi se dele na: zelene do tamne i
biofilmove jarkih boja (ljubicaste, plave, sive, naranZaste, crvene), gde
preovladuju cijanobakterije. Slabo razvijeni biofilmovi su pretezno suvi i
praskasti 1 obi¢no u tankom sloju razvijeni na kamenom supstratu, ¢ija obojenost
varira od razli€itih nijansi zelene (od jako svetle do neSto tamnijih), do Zute 1

narandZaste boje i u njima uglavnom dominiraju zelene alge.

e Temperatura vazduha na ulazu peéina varirala je od 3,7 °C (pe¢ina Jezava,
decembar) do 26,1 °C (Lazareva pecina). Vrednosti temperature na tackama
uzorkovanja u okviru jedne pecine, kao i vrednosti relativne vlaznosti vazduha,
nisu znacCajno varirale. Najmanja vrednost relativne vlaznosti vazduha

zabeleZena je u pec¢inama Samar i Jezava tokom avgusta (40%), a najveca u
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Petnickoj pecini (95%). Vrednosti intenziteta svetlosti su znacajno varirale, kako
izmedu taCaka uzorkovanja u samoj pecini, tako i izmedu razli¢itih pecina.
Najniza vrednost intenziteta svetlosti od 7,5 Lux-a zabeleZena je u Lazarevoj
pecini, a najvisa u Hadzi Prodanovoj pe¢ini (4400 Lux).

Vrednosti ekoloskih parametara koji su mereni na svakoj tacki uzorkovanja
dovedeni su u vezu sa sezonom u kojoj je uzorkovanje vrSeno, vremenskim
prilikama, prisustvom vodenog toka na ulazu pecine, lokacijom pecine,

morfologijom i veli¢inom pecinskog ulaza, ekspozicije tacke uzorkovanja.

Koncentracija hlorofila a je veoma varirala, kako medu tackama uzorkovanja
jedne pecine, tako i medu razli¢itim pe¢inama. Najniza koncentracija hlorofila a
zabeleZena je u pecini Jezava tokom avgusta (JA3), a najveca vrednost od 28,89
Hg Chl a/cm? u Lazarevoj peéini (L3). Vrednosti koncentracije hlorofila a u
pe¢inama Samar i Jezava varirale su u zavisnosti od sezone u kojoj je
uzorkovano, pri ¢emu su najvece vrednosti zabelezene u martu, nesto nize u

decembru, a najniZe tokom avgusta.

Sadrzaj vode, organske i neorganske materije u biofilmu izraZeni po jedinici
povrsine znacajno su varirali. Sadrzaj vode od 0,03 mg/cm2 (Réanska pecina,
RC3) do 149,04 mg/cm? (Lazareva peéina, L3), sadrzaj organske materije od
0,03 mg / cm? (RC3) do 96,11 mg / cm? (Ribnicka pe¢ina, R6) i sadrzaj
neorganske materije od 0,13 mg/cm? (Bozanina peéina, B4) do 354,23 mg/cm?
(Lazareva pecina, L1).

Na osnovu sezonskog uzorkovanja pecina Samar i Jezava zapaza se da su
najvece vrednosti svih parametara izraZzenih po jedinici povrSine tokom meseca
marta.

Najmanyji procentualni udeo vode u biofilmu je u pecini Samar tokom avgusta na
tacki SA1, a najvisi u pecini Jezava u decembru na tacki JD1. Najnizi procenat
neorganske materije zabeleZen je u biofilmu na tacki R6, a najvisi na tacki RC3
(96%), dok je najveci procenat organske materije u biofilmu bio u peéini Jezava

u avgustu na tacki JA3 (75,71%).
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U vecini uzoraka biofilma u pe¢inama Samar i Jezava tokom decembra i marta
procentualno dominira voda, dok je u maju i avgustu pretezno zastupljena

neorganska komponenta biofilma.

Na osnovu detaljne analize biofilma koja je ukljucila metodu adhezivne trake i
posebno pripremljene privremene, polutrajne i trajne preparate, iz svih uzoraka
biofilma 1 uzoraka stene, =zabelezeno je prisustvo ukupno 290 taksona
cijanobakterija i1 algi koje su svrstane u 4 razdela: Cyanobacteria,
Bacillariophyta, Chlorophyta i Xanthophyta. Najve¢i broj zabelezenih taksona je
u razdelu Cyanobacteria (134 taksona), a prati ga razdeo Bacillariophyta sa 129
taksona, razdeo Chlorophyta (26) i na kraju razdeo Xanthophyta, u kome smo
identifikovali samo jednog predstavnika.

Cyanobacteria predstavljaju dominantan razdeo u uzorcima sakupljenog
biofilma. Najveci broj predstavnika pripada kokoidnim formama (82 taksona),
dok su znatno manjim brojem taksona predstavljene homocitne (32 taksona) i
heterocine forme (20 taksona) cijanobakterija. Analizom ekologije zabelezenih
predstavika cijanobakterija zakljuceno je da su vecina predstavika aerofitski
taksoni, dok mali broj pripada primarno slatkovodnim.

Najveé¢i broj taksona Cyanobacteria zabelezen je u rodovima Gloeocapsa,
Chroococcus, Gloeothece, Leptolyngbya i Scytonema. U razdelu Bacillariophyta
se po broju taksona izdvajaju rodovi Luticola, Nitzschia, Humidophila i
Gomphonema, a u razdelu Chlorophyta rod Cosmarium. U najve¢em broju
pecina (vise od 10) zabelezene su Aphanocapsa fusco-lutea (9), Gloeocapsa
biformis (10), Leptolyngbya foveolarum (12) Desmococcus olivaceus (13),
Humidophila contenta (11) i Orthoseira roseana (10).

Najveci broj taksona zabeleZen je u pec¢ini Samar (141 takson), dok je najmanji
broj taksona zabelezen u pecini kod Sove (7 taksona). Sa veéim brojem
zabeleZenih taksona izdvajaju se joS 1 Réanska pecina, Deguricka pecina i
Mandina pecina.

Cyanobacteria po broju taksona dominiraju u odnosu na druge razdele na svim

lokalitetima, osim Rcéanske 1 Bogovinske pec¢ine. Po broju taksona
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Cyanobacteria izdvajaju se Bozanina pec¢ina, Deguri¢ka pecina i pe¢ina Samar.
Najveéi broj predstavnika razdela Bacillariophyta zabeleZzen je u Rcanskoj
pe¢ini 1 pe¢ini Samar, gde su takode bili brojni i predstavnici razdela
Chlorophyta. Diverzitetu silikatnih algi u Réanskoj pec¢ini i pe¢ini Samar je

doprinelo prisustvo vode i mahovina na nekim mestima uzorkovanja.

U pe¢inama Samar i Jezava zabelezen je veliki broj taksona, kao posledica
sezonskog uzorkovanja biofilma. Na velikom broju tacaka uzorkovanja
diverzitet aerofitskih cijanobakterija i algi bio je najveci u decembru (i martu), a
najmanji u avgustu i maju.

24 taksona cijanobakterija i algi zabeleZzeno je u sve Cetiri sezone u pecini
Samar, a samo 3 taksona u pecini Jezava. Veliki broj taksona zabeleZen je u
samo jednoj sezoni. Pretpostavljamo da je glavni uzrok tome razlika u
mikroklimatskim parametrima i posledica razlike u mikrostanistu.

Diverzitet kroz sezone bio je ujednaceniji na tackama na kojima je zabelezen
suvlji biofilm i na kojima su mereni ujednaeniji ekoloski parametri kroz

sezone.

Na osnovu kvantitativne analize uzoraka biofilma iz tri odabrane pecine, taksoni
Asterocapsa cf. purpurea na tacki D3, Trebouxia sp. na ta¢ki V2 i Desmococcus
olivaceus na tacki V4 su imali najveci broj jedinki, ¢elija i biomasu, a bili su i
dominantin u biofilmu. Sa druge strane, razli¢iti taksoni su imali maksimalne
vrednosti broja jedinki, ¢elija i biomase u vecini uzoraka, $to je narocito
izrazeno na taCkama D1, D4, V1. U Deguri¢koj pecini, najvecu biomasu na svim
tackama imaju predstavnici cijanobakterija, na vecini taCaka kokoidni, a u pecini
Vernjikica u zavisnosti od tacke wuzorkovanja, po biomasi dominiraju
predstavnici razli¢itih razdela. Na tacki D1 je izracunata najveca biomasa, visok
sadrzaj vode 1 povecana koncentracija hlorofila a. U pecini Vernjikica, na tacki
V5 gde je izraCunata najve¢a biomasa, zabelezen je visok sadrzaj organske

materije.
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Skening elektronskom mikroskopijom uocene su razlike izmedu razlicitih tipova
biofilma. Uzorak kamena koga kolonizuje endolitska cijanobakterija pokazao je
prisustvo trihalnog taksona koji najverovatnije ima sposobnost da aktivno razara

supstrat.

Iz biofilma iz Bozanine pecine sa tacke B8 opisana je nova vrsta cijanobakterije
za nauku Nephrococcus serbicus S. Popovi¢, G. Subakov Simi¢ i J. Komarek,

sp. NOV.

Petrografska analiza je pokazala da je velina uzoraka stene krecnjak, koji je

kategorisan u pet grupa.

Statisticka obrada podataka pokazala je da su taksoni Cyanobacteria dominirali
na lokalitetima geostrukturne jedinice Unutrasnjih Dinarida zapadne Srbije, a
predstavnici razdela Bacillariophyta u pe¢inama Karpato-balkanida.

Predstavnici razdela Cyanobacteria su pokazali korelaciju sa rekristalisalim i
organogenim kre¢njakom, dok su pripadnici Bacillariophyta u vecoj meri
zabeleZeni na klasi¢nom 1 mikritskom kre¢njaku.

Zakljuceno je da cijanobakterije uglavnom dominiraju u dobro razvijenim i
zelatinoznim biofilmovima, zelene u tankim, suvim 1 praskastim biofilmovima, a
silikatne alge u tankim i vlaZznim biofilmovima.

Silikatne alge su bile korelisane sa biofilmom na horizontalnoj povrrSini 1
promenljivom koja se odnosi na unutrasnjost pecina.

Dobro razvijeni biofilmovi koji su dominirali na ulazima pec¢ina pokazali su
korelaciju sa intenzitetom svetlosti, dok su slabije razvijeni bili prisutni u
unutras$njosti pecine. Koncentracija hlorofila a pokazala je pozitivnu korelaciju
sa dobro razvijenim biofilmovima, sa tezinom biofilma (odnosno sa sva tri
parametra biofilma), medu kojima su sadrzaj organske materije 1 sadrzaj vode,
ali 1 sa biofimom koji se razvija na horizontalnoj povrSini. Korelacija sa

intenzitetom svetlosti nije uocena.
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8. PRILOG

Mikrografije odabranih taksona aerofitskih cijanobakterija i algi.
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Tabla |

Slika 1. Aphanocapsa muscicola

Slika 2 — 3. Aphanothece castagnei

Slika 4 — 5. Aphanothece pallida
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Tabla |l

Slika 6 — 8. Aserocapsa cf. purpurea
Slika 9 — 10. Asterocapsa sp. 2

Slika 11. Asterocapsa sp. 1

Slika 12. Asterocapsa sp. 4

Slika 13. Chroococcidiopsis kashayi
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Tabla 111

Slika 14 — 15. Chroococcus ercegovicii

Slika 16. Gloeocapsopsis cf. pleurocapsoides
Slika 17 — 18. Chroococcus spelaeus

Slika 19. Chroococcus helveticus

Slika 20. Cyanothece aeruginosa

Slika 21. Eucapsis sp.

Slika 22. Gloeobacter violaceus
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Tabla IV

Slika 23 — 24. Gloeocapsa alpina
Slika 25. Gloeocapsa kuetzingiana
Slika 26. Gloeocapsa biformis

Slika 27 — 28. Gloeocapsa sanguinea
Slika 29 — 30. Gloeocapsa novacekii
Slika 31. Gloeocapsa compacta

Slika 32. Gloeocapsa atrata
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TablaVv

Slika 33. Gloeothece palea

Slika 34 — 35. Gloeothece rupestris
Slika 36. Gloeothece membranacea
Slika 37. Pseudocapsa dubia

Slika 38. Gloeothece sp.

Slika 39. Gloeocapsa nigrescens
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Tabla VI

Slika 40. Leptolyngbya foveolarum
Slika 41 — 42. Leptolyngbya sp. 1
Slika 43. Microcoleus vaginatus
Slika 44. Wolskyella cf. floridana
Slika 45. Oscillatoria sancta

Slika 46. Trihalna Cyanobacteria 2
Slika 47. Leptolyngbya valderiana

Slika 48. Phormidium sp. 1
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Tabla V11

Slika 49 — 50. Calothrix fusca f. durabilis
Slika 51. Nostoc punctiforme

Slika 52. Nostoc commune

Slika 53. Hassalia byssoidea

Slika 54. Scytonema mirabile

Slika 55. Scytonema varium

Slika 56. Geitleria calcarea

Slika 57. Toxopsis calypsus
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Tabla V111

Slika 58.

Slika 59.

Slika 60.

Slika 61.

Slika 62.

Slika 63.

Slika 64.

Slika 65.

Slika 66.

Pediastrum simplex var. echinulatum
Haematococcus pluvialis

Chlorella sp.

Trentepohlia aurea

Trochiscia granulata

Coccomyxa cf. litoralis
Klebsormidium flaccidum
Desmococcus olivaceus

Cosmarium holmiense
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Tabla IX

Slika 67 — 68. Achnanthes coarctata

Slika 69 — 70. Achnanthes preudocoarctata
Slika 71. Cymbella compacta

Slika 72. Cymbopleura rupicola var. minor
Slika 73. Nitzschia palea

Slika 74. Nitzschia amphibia

Slika 75. Nitzschia dissipata

Slika 76. Navicula lundi

Slika 77. Orthoseira roseana

Slika 78. Cocconeis placentula var. euglypta
Slika 79. Luticola niveloides

Slika 80. Luticola quineuenodis

Slika 81. Luticola acidoclinata

Slika 82. Luticola ventricosa

Slika 83. Luticola nivalis

Slika 84. Punnularia borealis

Slika 85. Humidophila perpusilla

Slika 86. Humidophila brekkaensoides
Slika 87. Humidophila contenta

Slika 88. Humidophila aerophila

SLika 89. Hantzschia amphioxys
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Tabla X

Slika 90 — 91. Orthoseira roseana
Slika 92. Cymbopleura rupicola var. minor
Slika 93. Humidophila brekkaensoides

Slika 94 — 95. Psammothidium marginulatum
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BIOGRAFUA

Sladana (Stevo) Popovi¢, rodena je 11. oktobra 1984. godine u Uzicu. Osnovnu
Skolu ,,Jezdimir Tripkovi¢* zavrsila je u Latvici, gimnaziju (Gimnazija Ivanjica) u
Arilju, a osnovne akademse studije na BioloSkom fakultetu Univerzieta u Beogradu sa

prosecnom ocenom 8,70 1 ocenom 10 na diplomskom ispitu.

Skolske 2012/13. godine upisala je doktorske studije na Bioloskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu na Modulu Algologija. Od 2014. godine radi u Centru za
Ekologiju i Tehnoekonomiku na Institutu za Hemiju, Tehnologiju i Metalurgiju, gde je
zaposlena na projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike
Srbije OI 176018 ,,Geoloska 1 ekotoksikoloSka istraZivanja u identifikaciji geopatogenih
zona toksi¢nih elemenata u akumulacijama vode za pi¢e — istraZivanje metoda i

postupaka smanjivanja uticaja biogeohemijskih anomalija“.

Sladana Popovié¢ je tokom 2015. godine boravila u Ceskoj i uspesno zavrsila
statistiCki kurs multivariacione analize (Multivariate Analysis of Ecological Data), a
tokom 2017. godine i kurs identifikacije cijanobakterija (Determination Course of
Freshwater and Terrestrial Cyanobacteria). 2017 godine dobija nagradu Zaduzbine
boke Vlajkoviéa za jedan od najboljih nau¢nih radova mladih naué¢nih radnika
Univerziteta u Beogradu, u kome je prezentovala otkrice nove vrste aerofitske
cijanobakterije Nephrococcus serbicus, koja je samim tim prvi put zabeleZena i na

teritoriji cele Evrope.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja objavljeni su u 41 bibliografskoj jedinici. Do
sada je objavila 14 radova u casopisima medunarodnog znacaja (M20), 18 radova u
zbornicima medunarodnih nau¢nih skupova (M30), 4 rada u Casopisima nacionalnog

znacaja (M50) i 5 radova u zbornicima skupova nacionalnog znacaja (M60).

Clan je Evropske geoloske asocijacije (European Geoscience Union (EGU)).
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O6pasau 5.

UsjaBa o ayTopcTBY

Vme u npesume aytopa: CnahaHa C. Nonosuh

bpoj nHaekca: b3017/2012

UsjaBrbyjem

a je QOKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBOM:

OmBep3uTteT aepodmnTCKUX LiMjaHoBaKTepuja n anrm y onodmnmy ogadbpaHux
nehuHa y Cp6ujun

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXMBaYKor paaa;

e [a avcepTauMja y LenvHM HU Yy AenoBrMMa Huje buna npeanoxeHa 3a ctuuame
Apyre AuvniioMe npema CTyaujckMM nporpamMuma ApYrnx BUCOKOLLKOSCKMX
yCTaHOBa;

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [la HMCaM KpLMo/rna ayTopcka npaBa W KOPUCTUO/NAa WHTENEKTyarnHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagay,




O6pasau 6.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWLITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Vme u npesume aytopa: Cnahana C. Nonosuh
bpoj nHaoekca: B3017/2012
Cryaujcku nporpam: Buonoruja (Anronoruja)

Hacnos paga: luBep3uTteT aepothuTCcKux umjaHobakrepuja n anru y onocdpunmy
ogabpaHux nehmuHa y Cp6ujun

MeHTop: ap NopaaHa Cy6akoB Cumuh, BaHpeaHu npodecop

M3sjaBrbyjeM fa je wtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA €fEKTPOHCKO)
BEpP3Wju KOjy caM npedao/na pagu noxpaweHa y [OurutanHoMm peno3nTtopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpaay.

[o3sorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nodaun BesaHu 3a Jobujarbe akagemckor
Ha3nBa OOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UMe U Npe3nme, roguHa n Mecto pohewa n gatym
oabGpaHe paga.

OBM nuyHM nojaum Mory ce o00jaBUTM HA MpPEXHWUM CTpaHuuama aurutanHe
OmbnunoTeke, y enekTPOHCKOM KaTanory ny nybnukaumvjama YHmeepauteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay,




O6pasauy 7.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [AurutanHu
penosvtopmnjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoMm:

OunBep3uTteT aepopuTCKNX LMjaHobakTepuja u anrn y bmocmnnmy ogabpaHmx
nehuHa y Cpbuju

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckom dopmMarty norogHom
3a TpajHO apxuBmMpa-e.

Mojy AOKTOpCKYy Aauceptauujy noxpaweHy y [OurutanHom  penosnTopujymy
YHuBepauTeTa y beorpagy v JOCTYnHY Y OTBOPEHOM MPUCTYNYy MOry da KOpucTe CBU
Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duno/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepUUjanHo — genutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopctBo — aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aoKpyXute camo jegHy o LWeCT NoHyheHnx nuueHumn.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe u3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagay,




1. AytopcTtBOo. [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBawe, OAUCTPUOYLUMjy M jaBHO caoniTaBahe
aena, 1 npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH ofapeheH o cTpaHe aytopa
Unu gaesaoua nuueHue, Yak 1 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja og CBUX
nuueHUMW.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbyuujy u
jaBHO caonwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
o[ CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nueHua He [03BobaBa koMepLuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO — HeKkomepuujanHo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnu
ynoTpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBede Mme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM NULEHLOM ce orpaHu4aBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuujanHo — AenuTu noa UCTUM ycrnoBuma. [lo3sorbaBaTe
yMHOXaBak-€e, AUCTpunbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauvH ogpefheH oA CTpaHe ayTopa WUnu gaBaola fuUeHLEe M ako ce
npepaga AuCTpubyupa nog WCTOM MMM CiMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[103BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate yMHOXaBakwe, OUCTpUOyuunjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe genay cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvMH ofapefeH of cTpaHe ayTopa wunu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHiy ynotpedy aena.

6. AyTOopCcTBO — OenutMm noa MUCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANCcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnvM JaBaoua NuUuUeHue U ako ce npepaga
anctpubympa nog WMCTOM WM cnuMYHOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [o03BOrbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBepckuMm nuueHuama,
O[HOCHO INnLEeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.



