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8 1 Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Probl emski okvir istragivanja

Slatkovodni ekosustavi imaju nesrazmjerno velik utjecaj na globalni cudlika, jer
posreduju u prijenosu wugljika s kopna u at
zakopavanjem u sedimentima.vodenim ekosustavima organski ugljik uglavnom je prisutan
kao otopljena organska tvar, | T ja koncentr ac
| i ni80 % organske tvari u slatkovodnim sustavima, a njihov sastav i podrijetlo variraju.
Autohtoni polisaharidi nastaju lokalnim autotrofnim i heterotrofnim aktivnostima u vodenim
sustavima, djelovanjem mikroorganizama i algg gar adnj om vodeni h bil j a

sedimenat§l]. S druge strane, alohtoni polisaharidi kopnenog su podrijetla, dolaze ispiranjem

tl a i povrginskim otjecanl.em te uglavnom pot
Bakterije su glavni razl agal.i organske tvar
i remineralizatori otopljene organske tvari
supstrate[3]. Zbog s | o gemlei mer ne struktur e, polpa sahar

heterotrof ne sipalctidzrvilames ti aznlk Wljnue uem zri anregr all uj u
jedinice korisne za metabolizaj]. Ovi enzimi, poznati kao CAZymeeilfgl. carbohydrate

active enzyme<AZymey , sudjeluju u razgradnji, sintez
su visoko specifilni MealL uo dmjeiLman,e gll iiekgiozii ddmes
glycoside hydrolasesGH) kataliziraju hidrolizu glikozidnih veza, glikoziltransferazeng!.
glycosyltransferasesGT) kataliziraju biosintezu glikozidne veze, polisaharidne liazengl.
polysaccharide lyasesP L ) cijepaju polisaharide s- urons
eliminacije, dok ugljikohidratne esterazengl.carbohydrate esterase€E) uklanjaju esterske

modi fi kaci je kako bi ol ak gwezama udljkahidratacagh j e GH
carbohydratebinding modulesC B M) povelavaju aktivnost drug
aktivnosti gngl.auxiliary activitiesAA) ukl jul uju enzi[me. z%l o @aemyir

polisaharidi sadrge brojne razlilite glikoz
gli kozidne veze moraju se cijepati odrelenit
sinergiju razlilitih enzi ma.a eBergetskilzahtiedha, | e

bakterije nadoknaluju potrogenu ene[fl.gi ju isk

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija



8 1 Uvod 2

U vodenim ekosustavima bakterije razgralLuj
[8]. Prvi mehanizam provode takozvafi@laborativne bakterifé(engl.sharing bacteriy, koje
proizvode i izluluju povrginski vezane i1l
polisaharida u monosaharide. Ti se monosaha
iskoristiti iste bakterije koje su ih proizvele, ili bakteriek | j ul ene u dr ugi
P portuni s tfi(dnd. scavengihgtbacterlaj e k oj e same ne proi zv
enzime,v el i skori gt av. &pog toga aktesj koje proizode eneme ne
ostvaruju punu korist od vlastite aktivno$]. Oba mehanizma oslanjaju se na vanjsku
hidrolizu polisaharida.

Treldi mehani zam, Il zvorno (Opi skaanr akt eri g§ewvh
Asebi | ne b asklisebadtegije.0 Qreergtlakoler proizvode iz
se prianjaju na povrginu njihovih stanica,
djelomilno ih hidroliziraju u oligosaharide.
gdj e se kgnalwawnpu rdo monosaharida. Ov aj me
bakterijama da minimiziraju gubitke proizvo

utrogene na piOpizvodnju enzi ma

Sebil na razgradnja polisaharida na razlil:@
razlilitih vrsta polisaharida d&l0az. Owmp | e i
mehani zam dominira u oligotrofnim pofl3lul ji ma
te je najizrageniji u ranim fazama cvjetanja
do prevalencije vanjske hidrolizg1]. U sl atkovodnim ekosustavi
fokusirala samo na vanjsku hidrolifi4], | ija je vela aktivnost za

t r o f stdnjl @sagpito tijekom proljetnog cvata fitoplanktona.

Sebil ni mehani zam ima Kkljulnu ulogu u razg
okol i gu, odgovoran je za 25% do 60% bakteri,]
detaljno razumijevanje uloge sebi lizalohtpnime hani
u odnosu na autohtone izvore u slatkovodni
ukl j ulazjueni j evanje doprinosa razlilitih meha

viemena (rane naspram kasne éra(oligotrafna aasprame ) i

mezotrofnra)Za c¢j el ovito razumijevanje iskorigtava
vagno je prouliti sezonske i prostorne vari|j
vagno 1ispitati kako |l otil ki sustavpovypotoski

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija



§ 1 Uvod 3

otjecanjem s t1l a, bi ogeokemijski utjelu na
prolazi i u kojima se nakupljaju i transformiraju unesene tvari. U tim povezanim slatkovodnim
ekosustavima, svaki sustaleluje istovremeno kao primatelj i izvor mikrobnih zajednica,
hranjivih i organskih tvari. Funkcioniranje

melusobna povezanost wunutar sliva.

1.2. Cilj i sadrgaj rada

Ciljevi ove disertacij evreméndkg radike ju umikrobhimr Li v a
zajedni cama i zmelLu razlilitih tipova vodot
povezanog ekosustava. Nadal j e, cil jizamaau i st r ¢
razgradnji polisaharida od strane bakterija u slatkovodnom ekosustavu kroz analizu aktivnosti
izvanstani |l nih enzi ma I raznol i kost mi kr obn
fluorescentno oznalenim pol i smehkaedncaldefmisati An al

e se bakterije odgovorne za razgradnju poli

ekosustavi ma. Formulirane su slijedeile hipot
strukture i sastave diozm&lau ir aszelziolniat,i hs t\ eloa
specifilnim sastavom u pritocima u wusporedb
sebi|lnog mehanizma u sltatke v od f@njulsutdvds ust av
sezonskim pr omjenama sanjaiaizvajegmea fitoplangtengkogtcvaaf i | k o
pokazat | e velu razgradnj u pMetagescabka struktiiaa s e b i
enzima odgovornih za razgradnju polisaharidaiowess o i zvoru i stog u i st
Razlilite baktteodfiodoraek z razgrasnju epolisaharida u slatkovodnim
ekosustavima, a njihova aktivnost raplik a tse na @rostorneremenskoj skali i ovisno o
polisaharidu.

Di sertacija |je podijeljena u nekol i ko mel

pregledu definirani su osnovni pojmovi vezani uz mikrobne zajednice slatkovodnih ekosustava

i otopljenu organsku tvar u njima. ttanekolLer
bakterija uslatkovodnime k o sust avi ma, a detaljno su opisa
polisaharida od bakterija i i stragijedamj a ve

pregled metoda neovisnit kultivaciji koje suk o r ie g tzradn oe doktorske disertacie
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8 1 Uvod 4

Poseban naglasak stavljen je na meto#ubacipsf | uor escentno oznal enin
koja je bilak | j zd razamijevanje tni a z | melhanizma razgradnje polisaharida.

| st r a,@dnesaorEksperimentalni dio i Rezultati i Rasprmawvpodijeljen u tri faze, od
kojih su prve dvije faze objavljene kao samostalni znanstveni radovi.

Prva faza i st rpadilvwdékmheir zajednicg io k o lj ipgrametara

slatkovodnog povezanog ekosustava r az | i | i t i m.Urarkbvamgenrodei imsitld o b i ma
mjerenje okolignih parametara provedeno je 1
jezera tijekom 2 godine. Uzorkovana voda koc

otopljenog organskog ugljika, isto kaoizas t r a g i v dhnzpjeinignsekvenciranfem

amplikona 16S rRNAorokariotskihgenai | TS eénp.i vi |l ni h

U drugoj) fazi istragena | e prisutnost sebi
od strane bakterija u slatkovodnim ekosust:
prikupljenima iz dva razlilita |eazazlikguse i j ek o
prema trofil kom stanju, K1 i matskim i okolign

u kontinental noj r e g iofno jezeraungditeramskoregijiClrvatskeg e v 0 |

s dotokom slane morske vod®k ol i gni auvdeftiinijreazneir su mj er €
parametarain situ i ionskog sastavalz or kovana voda inkubirana
fluorescentno oznalenih polisaharida (arabin

pululan ili ksilan) 18 dana, u mraku in situ temperaturi.Svakih 3 ili 6 danauzimani su

poduzorci inkubacija za analizu mikrobnih zajednsekvenciranjem amplikona 16S rRNA
gena, te za vizuali zaciju prisutnost:i sebi |l
fluorescentnonin situ hibridizacijom.

Trela faza istragivanja ukljul uNetemajonal i zu
rezul tata dr ugdabrdnaje ekupnos2b uzardkioy anjsa, i mal i naj v
sebil nog mehanizma detektiranog kod bakter:
inkubacija s pululanom i ksilanom iz Kozj ak:
polisahari diMedad aigza n@Gmisikgenv asa.ekvenciranjem | ite
analiziran jecj el okupan sastav bakterijskih zaj ed
polisaharidi ma. TakolLer su u razlilitim in
polisaharid, te su identificirane bakterij@ spomenutim genima koje sudjeluju u razgradnji

polisaharida.
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§ 1 Uvod 5

U Zakl jul ku je prikazan kratki osvrt na dot
[ mi krobnim razlikama i zme L u razli|litih ti
slatkovodnog povezanog ekosustava, ornopri sut

sezonskim razlikama s k or i gt a v a uoglakkovpdoii ekesastaamai d a

| stragivanje provedeno u okviru ove doktors
procesima razgradnje Dbitnih organskih Kkompol
Analize mi kr obne razneliiskosagi vapjopmakaag!l il itim r
polisaharida, pokazasud a k| j ul nu ul ogu u odr gavanju eko
Skupine mikroorgani zama | njihova metabol il k
mikrobnih zajednica i njihovih mehanizama razgradnje, provederkviru ove disertacije, od
vel i ke vagnost. Z a razumi jevanj e di nami ke
ekosustavi ma i | i mbeni ka koji na nju utjelu
i stragivanj a ekol ogki h jhovnpgotenicijalaza primjemeow r g ani

bi oremediaciji i oluvanju vodnih resursa.
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§ 2. Literaturni pregled 6

8§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Slatkovodni povezani ekosustavi

Sl at kovodni povezani ekosustavi sawutarxj e se
istog vodenog sliva. Sl atkovodne povezane e
rijeka, te |l enti(blkal). susataviakcpppui zmeter aazl

unutar |istog povezanog ekosustava utjelu na
rijeke primarni su primatelji hranjivih i or
[ 2] , vebmni hzvepoaz[ 1], al i [ iz antropogeni l
voda iz potoka i rijeka uljeva e u j ezer a i pritom prolazi Kr o
Na primjer, del ta jezera mogu,kojepbtonkvodudzt i Kol
j ezera usmjeravaju iz glavnog potoka prema
di stributivnim kanalima [5]. |l sto tako, temp
biti prililno izragene, p 0 g gdje cs& potoai nalpze ani n s k
gumovi tim i sjenovitim dijelovima. Hi dr ol ogk
jezero imaju utjecaj na organizme, melu ost a

i na biogeokemijske procese u kojima posreduju. Na primjer, jezera mogu transformirati i
pohraniti velike dijelove hranjivih tvari koji u njih ulaze proizvodnjomgans ki h | est
sedimentacijom i/ili denitrifikacijom [7]. Isto tako, jezera mogu promijeniti anorganske
hranjive tvari u organskevari, a stimepr omi j ene ot opl jene i/ 11l |
potccimajer oniizlazeiz jezerd8]. Jezeraimajuduj e vr i j eme zadr gavanj a
kao Aekologkifi puferi jer ublagavaju vremen:
Ovimereguliraju, odnosno stabilizirajkoncentracij hranjivin i organskihtvari u nizvodnim

tokovima potocima gt o dopri nosi odr gavanju ekologke
vegetacijske sezone. Stoga, u povezanim slatkovodnim ekosustavima svaki vodeni sustav u isto

je vrijeme i primatelj i izvor hranjivith organskihtvari.
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LOTICKI
SUSTAV

LENTICKI
SUSTAV

Slika 1. Skica slatkovodnog povezanog ekosust@xaxor: viastita izrada u Biorender.com).

2.2. Mikroorganizmi slatkovodnih ekosustava

Unutar sl atkovodni h povezani h ekosustava pr
sastav mikrobnih zajednida5]. Mikrobne zajednice, zajedno s hranjivim tvarima, mogu biti
unesene iz drugih ekosustava u potoke, a zatim zbog protoka vode iste dospijevaju do jezera.

Opisani proces naziva se masivna advekoikroorganizama iz drugih sustava u potoke, te do

jezerg[16]. Dolaskom mikroorganizama do jezera,padajupodit j ecaj u | okal ni h
i geokemi jskih uvjeta koji utjelu na njihov
j ezeri ma, okol i gni uvij et i uzrekuje pdrodougsalékeijl U ne g o
mi krobnim zajednicama. Lokal ni mi kroorgani z
uvijetima koji vliadaj u i stoga najleglie nadvl

procesa "okolinski odabir" i "sortiranje vrstd7]. Odnosno, mikroorganizmi iz drugih izvora

ne moraju nugno opstat.i u jezerima ako se ni
vrstama. Dakl e, hidrologija, odnosno brzina
l okal ni o k opui tgnmperature wode t koncentpadje hranjivih tvari, zajedno s

procesima okupljanja mikrobnih zajednid8]i maj u kIl j ul nu ul ogu u obl
zajednica u slatkovodnim povezanim ekosusta
dinami ke vode i specifilnih uvjeta u razlil:
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mi kroorgani z mi prevliadavaju u razlilitim di

poput potoka i jezera.

2.2.1. Prokariotske zajednice

Prokarioti su slobodnogivul. jednostanil ni
razmnogavaju se u odgovarajulim uvjetima oko

je odsutnost jezgre odvojene membranom. Prokarioti se dijele u dvije doradreje i

bakterije.

Sl at kovodni mi kr oorgani z mi vrl o su brojni
tako jedan mililitar jezerske vode sadrgi pr
razl il itih miK9.obmridk agreinoottii pmoavsat anj uj u got ov
bent al [ pel agijal, te sedimente ili na pov
givotinja i protista.

U pelagilnom dijelu jezera mikroorgani zmi |
ili vezani uz | estice. Mnogi od nji h[206posobn
Rast prokariota ogranilen je dostupnogliu res
kao gto su temperatur a, pH, koncentracija ki
lizomvirusa OV i | i mbeni ci u j ezer iimsduin®rakcije[2lpr epl i |

Svi mi kroorganizmi ovise o ogr aengltissalvedm r esu
organic mattey DOM) [22], Koj i se sastoji od razlilitih

podr gavaju rast mi kr o b ai olighnhefeugopuj amingkisetina,0 st a v
ugljikohidrata i karboksilnih kiselina, koje su prisutne u vrlo niskim koncentracijama (nM

razina) u priodnoj jezerskoj vodiKoncentracije navedenih tvari semjenjuju velikom

brzinom[22].

Bi oraznoli kost mi krobnih zajednica u jezer:.
nema kultiviranih predstavnikg23]. Naj|legle zastupljene skupirt
ukl jul uju kol jena Actinobacteri a, Proteobe

Sphingobacteriales), Cyanobacteria, Verrucomicrobia i Thaumarchaeota. Uz ove dominantne
skupine, prisutni su i drugpr ok ar i ot i u manj im il povr e
Acidobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Firmicutes, Planctomycetes, Spirochaetes, te
nekultiviranih vrsta kao gto su BRC1, OoD1, O

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija
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2.2.2. Zajednicegljiva

Gljive su eukariotski organizmsa s t a om dtijenkom g r adinead hitina te
heterotrofnm n a lom prehrane Gljive su filogenetski i funkcionalno raznolika skupina
prisutna u gotovo svim ekosustavi[@dhGliva Ze ml |
kroz parazitske interakcije s drugim organizmima i organsk/ari mogle bi uvelike utjecati
na strukturu, stabilnost i funkcionalnost hranidbenog lanca u vodenim sus{2@mépravo
zato treba progiriti saznanja o raznolikosti
mehanizmi povratnih informacija ekosustava na klimu i antropogene prof2f@ne

Zajednicaglivavodeni h okoliga morfologki, filogen:
[27. Paralelno s njihov raznolikim nalinom g¢gi"
razli kuju ovisno o n[R8] Brojvzoliranihv opisanin isviajti gdjivaa ni gt i
mnogo j e manj.i od global ni i14p27%wsjd®h a Vel k Injau |
vrsta povezana je s dva koljena Ascomycota i Basidiomycota.

Uz potpuno prilagolLene vodene gljive, koje
se u vodi, u vodenim ekosustavimanalsgik opnene gl jive i djel omi]
gliive. Kopnene gljive pasivho se unose u vodeni ekosustav i u vodi ne pokazuju nikakvu
aktivnost[29], a djelomilno prilagolLene gl jive mogl
givotnog ciklusa pod vodom, a dwadgom fazom r

Napredak tehnologija sekvenciranj aglippot ak nu
vodenih sustav@24]. Tako je nedavno otkrivena nova velika raznolikost gljiva u vodenim
ekosustavima, gljive tamne tvari (éndark matter fungi koje se povezuje s ranim granama

gljivilnog stabla, tj. Aphédg2]i da, Rozell omyco

2.2.3. Procesi sastavljanja zajednica

|l z makro ekologkih studija definirane su |
zajednica: selekcijane L u v, rrasprostragjenosspecijacijai ekol o[80)k Ovedr i f t
kategorije su oblikovane deterministilkim i/
[31]. Ti se procesi melLusobno ne iskljuluju, ‘
raznoli kost i nj@%i nu biologku funkciju

U deterministilkim procesima sastavljanja z
prisutnost ili odsutnost vrsta te relativhu brojnost v{3, odnosno deter mini ¢

ukl juluju okolignu sel eB4.i jDuo ki sien tsetroahkacsitjiul kr
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sastavljanja zajednica smatrajua s u mi | n a ,k odleonmoigzraacfisjkae sl ul aj nc
promjene u relativnoj brojnosti vhrugeta5].( ekol o
|l ako | e sastavljanje mi kr obni h zajednica v
perspektive i gdje je dokazano da odreleni 0
ugljika utjelu na njihov sastavj svehastil ki
utjelu na 3] i hov sastav

Unutar vodenih povezanih ekosustava mikrobna zajednica nastaje kao rezultat procesa
sastavl janja uzvodno zbog hidrol ogki36,auvj et a
promjene u sastavu nisu toliko obiljegene pr
relativnojzastupljenostjl7]. Strukturu mikrobnih zajednice, a time i povezanost slatkovodnih
ekosustava, dodatno oblikuju sezomski d r e pramngere [37,38] Stoga su prostorro
viemenske studije posebno vagne za detaljni
povezanih ekosustava. Glavni razlog za funkcioniranje takvih povezanih ekosustava vjerojatno

je postojanjgemelinogs r edi gnj e g1789,40r o bi o ma

2.2.4. Mikrobna petlja

U vodenim ekosustavima organizmi su podijeljenritskupine, autotrofnemiksotrofne i
heterotrofne[41]. Autotrofni organizmi fiksiraju svjetlosnu energiju i koriste je za sintezu
sl ogeni h organskih tvari iz jednostavni h ano
ove organizme iz fitoplanktonske zajednice ubrajaju se alge (mikrofiti), te iz maitoske
zajednice, biljke (makrofiti}42].

Heterotrofni organizmi ne mogu sintetizirati organske tv@ngamoraju koristiti gotou
organski tvar proizveden od autotrofa. Koriste jednostavn s  orgaasi tvar koje

metabolizmom odnosnasekundarnom produkcijom resintetiziraju. U heterotsdeibrajaju

bakterije, ar hej e, gl jive i neeki protisti,

zapolinju degraf2.ci ju organske tvar.

Mi ksotrof ni organi z mi kombiniraju autotrof
rasprostranjeni me L u mi kroorgani zmi ma, ukl

dinoflagelata i cijanobakterij3].
Autotrofi proizvode organsku tvar Kkoju het
mikrobnu petlju (Slika 2; engimicrobial loop [44]. Heterotrofni mikroorganizmkonzumiraju

organsku tvar a njh zatim j edu heterotrofni protisti
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mi krozooplanktonu i Tako,gi kr obo&i p&i mj @a aa mo g mh
organske tvari hranidjeemroe kg g w ilkarjusireamgvin tvari

u vodenim ekosustavima.

CO; COo.
BIOREMINERALIZACIJA FIKSACIJA UGLJIKA

Slika 2. Shematski prikaz mikrobne petlje u slatkovodnom ekosugiavor: viastita izrada u

Biorender.com).

2.3. Otopljena organska tvar u slatkovodnim ekosustavima

U slatkovodnim ekosustavima organsKki ugl j il
tvari (engl.dissolved organic matteDOM) [45]. Osim organskog ugljika, koji se sastoji od
organskih tvari koje sadrge ugljik, DOM |ine
kiseline, lipidi i masne kiseline, ugljikohidrati i pigmernjt6]. Ot opl jeni dugdgi k¢
ukl juluju organske mol ek udlvinskkkesglire siskandplelggree d u g |

organske tvar.i koje nastaju razgradnjom bil]
ugl ji kohidrat: velinski potjelu od algi, bi
kl orofil [ k a u iz totesmtetskih brganizamg. i potj el
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DOM je vagan u prirodnim vodenim ekosustayv

melLu ostalim regulaciji hranjivih tvar.i [ p
agens za metale utjeluli na nj ijdupew prijenosup | j i Vv C
organskih oneligliujuliih tvari, formi[d7anju Kkoc
Stoga | e DOM, pogotovo u povezarmicee oglk osust

bi ogeokemi jskih ciklusa do dinamike hrani dbe
DOM se prema velilini m¢bka2)potdoiljneiljiet iu us pdovji
molekulska mase (endligh molecular weight HMW; > 1000 Da) i spoj e
mase (engllow molecular weight L MW; < [48]000 Da)
Izvori otopljene organske tvari u slatkovodnim sustavima mogu biti alohtoni ili autohtoni
(Slika2) Alohtoni DOM proi zveden je izvan vodenog su

dijelom je kopnenog podrijetla, odnosno nastaje degradacijom biljaka u tlu. U vodene sustave

unosi se ispiranjem tla 11li p d49]r aji i prikkdai m ot j
otapanja snijega i led&0]. Autohtoni DOM proizveden je unutar vodenog sustava od strane

al ga i makrofita kroz[llmi Kirtodmlua rhk tacan ,d bleamjui mu
proizvodi DOM primarnom proizvodnjom[llJot pugt
Fragment i stanica i otopljena tvar iz njih
al gi [ bakterija, te se DOM takolLer osl obala
organskog materijalfil]. Prisutnost alohtone ili autohtone frakcije D&@Warira ovisno o
sezoni , | o k atanjuyjjodenog sustavao f i | k om

S obzirom na kolilinu otopljenih organskih

razli kuje se tr of][bl Koplivesttwwamyvedenom ¢kosestavu slefidra a v a
njegovo trofil ko stanje, odnosno oligotrofi
antropogeni pritisak utjele na sastav otopl |
do povel anadie vida krdz atpaine vode. Tako se eutrofikacija vodenih ekosustava

dogala zbog poremeliaja razgradnje organske t

petlji [52]. Povelan unos alohtonih organskih tvar
razvoja heterotrofa koji se njima hraaue, kao
prirodnim vodama ovisi o trofil koadigosgrdfndmnj u v o

okoli gima do 50 mg C/ LI[58]. visoko eutrofnim ok
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2.3.1. Polisaharidi

Ugljikohidrati su jedna od glavnih komponenti D&M Ugljikohidrati se dijele na
monosaharide, disaharide, oligosaharide i polisahgdde Monosaharidi su ugljikohidrati
koji se sastoje od tri do devet ugljikovih atoma, a disaharidi od dva monosaharida. Oligosaharidi

nastaju spajanjem tri i1ili vige monosaharida,
koji se sastoje od velikobgr oj a monosaharidnih jedinica, zb
masu[54]. Ol i gosahari di Pl polisaharidi nastaju
povezanih glikozidnim vezamgSlika 3) i kategorizirani s ub4lk ao s

Polisaharidi mogu biti sastavljeni od jednog tipa monosahailidao d Vi ge razl.i

monosaharida.

Glikozidna
veza

H
Slika 3. Prikazglikozidne vezedisaharid maltozéreuzeta pril a®#p.Leno i z

Glikozidna viglghi Eezndniv & e da -ladljigsovanatoma jedmee i z m

UD-glukoze i kisikova atoma hidroksilne skupine vezanes#a Cug !l j i kov #®t om s u:

glukoze. Ovo je samo jedan od pr. Nameedvia nast
heksoze iste vrste mogu se povezat. s pomol
mogulih ugljikovih atoma (1Y1, 1Y2, 1Y3, 1Y
razli|litih disaharida (Slikda#)emSduoubhgl hki p
raznol i kost se ek[55)0 nTeankcoiljearl njoe proovgeu faav ar az gr
hidroksilnoj skupini gto jog vige doprinosi
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OH

Slika4. Strukturne kombinacije monosaharida. Dvije molekule glukoze mogu se povezati u
12 razl il i (preubetoifb6P.a har i da.

2.3.2. Polisaharidi u slatkovodnim ekosustavima

Ugl ji kohidrati |l ine velinu vodene, kao i |

organskog ugljika u jezerimgp7]. Primarne komponente vodenog D&Vksu polisaharidi,

odnosno ugljikohidrati, koji tradicionalno |
a [58]. MeLut i m, nedavne studije sugeriraju da
vele u jezerskim ekosust avi neau.jezeNma ofxrilaijendp e r S
ugl ji kohii8@2%aOMa | u njee 28r i ma s r a Z39] Homktethnan t r o f
u mezotrofnim jezeri ma ugl j-aleq, dokdureattofnim | i ne

j ezerima t aj p o st o [6H.K\Najaastugljeniji pnonosataridi su glukoza3 0 %

galaktoza, fukoza, arabinoza, ramnoza, ksiloza i majt2ja
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l zvor i polisaharida u jezerima su raznol ik
autotrofni i heterotrofni procesi te alohtoni unosi iz kopnenih iz{@jraAlohtoni ugljikohidrati
u vodenom okoligu kopnenog su podrijetla i C
povrginskim otjecanjem. Neki polisaharidi k o
su podrijetla jer su sastavni dijelovi biljngtanica.

Velina wugljikohidrata u vodenom okoligu su
ali mogu potjecati i od drugih organizanid]. Fitoplanktonu procesu fotosinteze koriist
sun| evu zepreworbgugljkavadioksila u wugl ji kohi dr at e, dok
nusprodukt razgradnje vode.g | j i kohi dr at i sluge u dvije raz
kao strukturni Sspojevi u stanilnoj stijenci
osiguravaju energiju za metabolizf®,64] Kao strukturni spojevi, ugljikohidrati, zajedno s
proteini ma I i pi di ma, omogul uju rast stan

cijanobakterije sintetiziraju monosaharide

slijedi sinté@zaraltag &mijh wel jmolgar ugr adi ti u
izvanstanil ni polisaharidi (EPS) .
Polisaharidi su sl ogeni ugl ji kohidratdi K o]

kao strukturni elemeniii kao s k | rma@nergip. MelLu najvagnijima je
polisaharid sastavljen od pri-Qiyg@lkednn5 mol e
vezama, s bolnim Kanei) mav(Slikaadehansnarin feaglavini

uglji kohidrat =za skladigtenje energije u alg
doseit®8 i gatona wugljika, gt je pragzvoeinjesbiormagd npa | e ¢
Zemlji [65].

OH
HO

HO
0]

OH
OH OH o OH
0 o 0 o)
HO HO HO HO
o o o o)
CH OH OH CH
n

Slika 5. Struktura laminarina z s me (preuzetoli166§).
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Fukoidan je jog jedan vagan polisaharid u v
i sul fat a, uz mogule prisustvo drugih monosa
obl i ka, homof ukan i het er of u koase fukoitao pailazis e r a:
stani|nim stijenkama smeli h 4&6F]lgi , |l i neli | ak

O/RO ) O RO O
OR OR
Slika 6. Struktura fukoidana i pa | u smeloj morskoj algi. Ov

okosnice f ukoi dlafokapiranezahRD-ghikurpreska liselina i sulfatne
skupine, dok mjesto galaktoza, manoza, ksiloza, ramnoza, arabinoza i glukoza u nekoliko

vrsta morskih algi ostaju nepoznapeguzeto i468]).

Hondroitin  sulfat je sulfatirani glikozaminoglikan sastavljen od lanaca N

acetilgal aktozamina i gl ukuronske kiseline (
100 monosaharidnih jedinica, a st upeakama sul f ¢
algi, gdje ima vagnu ul[6%u u njihovoj strukt
CH,OH
0]
H
O
H
H \
8 o
i COCH, _Jn

Slika 7. Struktura hondroitin sulfatgpfeuzeto i70]).
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Ksil ani su pol i ssh4parviedzia nd ahs toasut |ajt esgidrcinids i A 0 z

arabinofuranoze i/ il glukuronske Kkiseline
jednostavnih, linearnih homoksilana do sl oge
ogranke[71]. Ov i polisaharidi vagni su u I|lignocel

hemiceluloze i lignin§72]. Hemi cel ul 6&£®G% Ikiogrmade niukIOj ul uj e
ksil oze i arabinoze, heksoze poput manoze

glukuronske kiseline.

- ° ° 0
m&i‘/cﬁzﬁ/%yﬁzggz%,o——
HO

A

L OH -

o OMe n
COOH
['XyIB1-4XyIB1-4XyIB1-4XyIB1-4l'
2 n
I
OMe-4-GicAa1 ~ 13% GlcAOMe supstitucija
Slika 8. Struktura ksilan& bukve Omj er ksi |l oza: gl ukuronska Kk
10,3: 5,7(preuzetcs [73]).
Arabinogal aktan je slogen polisaharid koji
9) . Ov aj polisaharid | ini vagan dio stanil ni

funkciji [74].
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OH OH OH OH OH
= =M
['Galﬁ1-3GaIB1-3GaIﬁ1-3GaI[}1-3GaIB1-3GaIB1-3l'
6 6 6 4 i
| I I I
Arac1 Galp1-6Galp1 1BGal4-1aAra 1pGal6-1pGal

Slika9. Struktura arabinogalaktanaz dr va ari ga. Qenjcérugiah ake loe!

81:14:5(preuzeto $73]).

Pululan je biopolimer sastavijleé6)od |t kiomeéd
10). Ovaj pol i s ah aAureabaspivnoi zv od

vezama (Slika
za industrijsku proi

pullulansnaj | egl e se koristi

kvalitete[75].

%%%ﬁ

OHY, _

- n

{GICoﬂ -4Glca1-4Glcal -6]‘

Slika 10. Struktura pululan&oliranog izPullularia pullulans Glukoza = 95preuzeto s
[73]).
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2.4. Razgradnja polisaharida u vodenim ekosustavima

Heterotrofni mi kroorgani zmi, koje velinom |

organske tvar.i u vodenim ekosustavi ma. Ooni
remineralizatoriDOMa, pri | emu polisaharidi sHalgiel ke o
procesd3].

Polisaharidi su polimerne strukture zbog |
bakterije i zluluju strukturno selektivne izv
polisaharida u met abol i[4].k iP rkooirzivsonden jnmao ni oznvear nnset
ovisi o okoligu i njegovom sastavu, te se r a:
i zvanst an[r6l. niKoemszimiuti vni enzimi se konstant
dok se inducibilni enzi mi sintetiziraju u Vv
okol i gu. U nedostatku supstrata, inoucibnini

Opienito se obje vrste izvanstanilnih enzi

koji aktivno djeluju na ugljikohidrate (engtarbohydrateactive enzymesCAZymes)[77].

Grupa CAZymes sastoji se od enzima wukl jul en
uglji kohidrata koji s u Vv i[88h Bvaka glikoeidna Vveral un i z a
polisaharidima zahtijeva posebno prilagolen
sadrge brojne razlilite glikozidne veze i Z

moraju se cijepatigtodrwelweeliimir edlow|l djj ewa mz ah
enzima[79]. Zbog toga glavne klase CAZymes skupin
razgradnji polisaharida.

U ovu skupinu spadaju glikozidne hidrolazengl. glycoside hydrolasesGH), koje
kataliziraju hidrolizu glikozidnih vez§80], a geni koji ih kodirajuabn 0 s u pr i sut ni
bakterijskih genoma. TakolLer, prisutne u go
(engl. glycosyltransferasesGT), koje biosintetiziraju glikozidne veze iz foséftiviranih
d o n or a[81y kstb mko,golisaharidne liazer(gl. polysaccharide lyase®L), odgovorne
za cijepanje glikozidnihingkmsaakpoeeli satramedar

eliminacije [82]. Ugljikohidratne esterazeeligl. carbohydrate esterasesCE) uklanjaju

modifikacije na bazi estera prisutne u mgnoligo- i polisaharidi ma, | i
djelovanje GH nal[83% | ogene polisaharide
Osim toga, CAZymes ukl jul uju icarbobydraté e v ez

binding modules CBM), fragmente proteina bez enzimatske aktivnosti, ali odgovorni za
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potenciranje aktivnosti drugih enzin@4]. Proizvodnja svih nabrojenih enzima je energetski

vrlo zahtjevng[7], osobito kada je za razgradnju jedn

Potrognja energije nadoknaluje s|].iskorigtav
Nedavna otkrila o |lanovima obitelji CBM33

monooksigenaze=(igl. lytic polysaccharide monooxygenaseBMO), dovela su do stvaranja

nove klase CAZyme enzi ma, epgbhauxliary activikeg A) po mo | r

[85]. Ova klasa obuhvala enzime za razgradnju

| vrsto i nepromjenjivo povezan s wugljikohid
enzi mi suraluju s klasilnim polisadhakiodni mj ¢
razgradnju. Trenutno, kl asa AA grupira 9 ob

polisaharidnih monooksigenaza.

2.4.1. Mehanizmi razgradnje polisaharida

U vodenim ekosustavima bakterije razgraluj

[86]. U prvom mehanizmu bakterije proizvode i
izvanstanil ne enzi me. Proizvedeni enzi mi hi
oligosaharide izvan bakterijske stanice, t e

Produkti hidrolize polisaharida su stoga slobodno dostupni za remineralizaciju od strane istih

bakterija Kkoje su i h proizvel e, | i me bakte
ukl jul ene u prvi mehani zam n adziing lactarig[8le kol ab
Produkt. i hidrolize polisaharida osim gto
remineralizacij u, dostupni su i bakterijama
nazivaju se opor t scavengimgibdcterf8].mDaekoakenijeing proizyoden g |

izvanstanilne enzime za hidrolizu polisahari

Odnosno koriste dostupne oligosaharide ili monosaharide proizvedene od kolaborativnih

bakterija za r emi n ebakeelijg stogacsu py energetShpr profitundols t i | |}
kol aborativne bakterije imaju samoi[6idj el omi | n
U treli mehani zam razgradnje pol i sdflhar i da

bacterig [8,86]. Sebil ne bakterije takolLer proi zvod e
vezani za povrginu bakterijske s tahandecie. Po
djel omi|l no ih hidroliziraju u oligosahari de

periplazmu bakterijske stanice za daljnju hidro[@l Unutar bakterijske stanice oligosaharidi
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se razgrade do monosaharida koji se koriste
bakterije imaju malo ili nimalo gubitka proizvoda hidroli&g i nadoknaluju resu
koristile za proizvodnju izvanstanil|lnih enzi
izvorno je otkriven u crijevnom mikrobiomi9], a njegova znalajna ul

dokazana u morskom ekosustajii,86 88].

SEBICNI KOLABORATIVNI OPORTUNISTICKI

POLISAHARID

MONOSAHARIDI
- OLIGOSAHARID 06 o

\.g@;/oo%% % @5 D

v ) *
\

povrsinski vezani ili slobodni

povrsinski vezani

izvanstaniéni enzimi izvanstaniéni enzimi ne proizvode enzime
Slikall.Shemat ski prikaz tri glavna mehani z ma
mehani zam u kojem sudjeluju sebilne bakteri]
kol aborativne bakterije i oportunistilKki m
bakterie.( pr euzet o i[8)pril agolLeno iz
242.Dosadagnja istragivanja mehanizama razgr a

ekosustavima

Rel ativan odnos mehanizama razgradnje poli
ekosustavua r azgr adnj a r azMarird avisno m lokaajih sezoni 2 wstima
ukl jul eni h[1180688] sahari da

Tijekom sezonskog istragivanga dwp3jimvoesr rs@r
mehanizma pri razgradnji polisaharida tijekom ljetnih mjeqééh U | i pnj u j e zab
visoka razina sebilne aktivnosti, na poletku
60% bakterija. U istom razdobl ju, stopa van
inkubacijai to kod 20% bakterijal i ek om travnja i svibnja, sebi

prisutna kod 20% bakterija, dok je dok je s

inkubacija, kod 18 0 % bakterija. Krajem | jeta, u ranoj
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(do 50%) , a tada su zabiljegne i Unmaskomi ge st
periodu, i sebi ] na ak thilesnnesletpojavie susettak paskraju a nj s k
inkubacijai u manje od 20% bakterija

SIil ni rezul tat. su dobiveni t i etijekomm i str e
proljetnog cvjetanja fitoplanktona u Sjevernom mdfP]. U ranom periodu cvjetanja
zabiljegena | e n(kal knanje &% i bbktedja)i aiske stopervargske
hidrolize (oko 4 nmol monomer L 'h %). Usred cvjetanja fitoplanktordio g Idoo jpeoveli anj :
sebi | n eti(knk25% vaktarijg)stope vanjske hidroliz@ko 8 nmol monomer L''h Y).
U kasnom periodwevijetanja fitoplanktonz abi | j egena | e n(ppkldn sebi |
bakterija) a visoke stope vanjske hidroliggo 10 nmol monomer L'h %) [12].

|l stragivanja na razlilitim lokacijama u oce
na vel i m[la].d&ke suaandabinama od 4000 do 5000 m, okarakteriziranim kao vode
na dnu, zabiljegen ¢do YORibakter§ap b iulspe r a K &kimv rs 0 sptoiv
vodama(do 20% bakterijaptlanskog oceana. Stope vanjske hidrolize su suprotno tome bile
vel e u povr g(do28nknol monenedLA mip a nige u (ckm3ama n
nmol monomer LY h?Y). Takoler su visoki (dp 60%tbakteija) sebi |
zabiljegeni prilikom i st r aguthPaciigGyre digogomiop aci f
vrtlog okarakteriziran vrl o niskoml3dkOsncentr a
na otvorenom oceanu, istragivanja o razgradn
Su i u umjerenim obalnim vodama. Tako je i u sjevernom Jadranskom moru dokazana prisutnost
sebil ni H8bakterija

| stragivanj a o aruazgerzaedrnijma ppoolkiaszaahlaar isdu r az |
stanjuy ezera. Ol igotrofna i me z ot r eafoslamjajysemae r a s
izvanstanilne enzime koje pr oi[9,91pdbleeutrofnk r o b i
jezera ovise o0 unutarnjoj regeneraciji putem mikrobne razgradnje i kemijske ded®2jcij¢
sl atkovodnim ekosustavima istragivanja o0 r az
vanj skoj hidrolizi, dok aktivnost sebil nih
vanj skoj hidroli zi pol i s a hkanrsianjemtijekommekdliko j ez er
sezona[l4] otkrila je ovisnost aktivnosti enzima o sezon a |l i i o tipu jez
zabiljegena je vela izvanstanil|lna stagemnmska
(iznad 15nmol monomerL™hY), t e t i j édk 46nmopmormmegrieh®. Takoler
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Su u jezeri mastasjenvizgiamst aof il hbi mazgraleni r a z
se u | ezer i msanjaazgraij sama neki polisaharidi.
| pak, det al j no r agwehanzmas varazgragnji uunasy molisahaida | n

iz alohtonih naspram autohtonih izvora u slatkovodnim jezerima ostaje nepotpuno. Konkretno,

razumi jevanje doprinosa razlilitih mehanizam
u odnosu na kasne faze dvia nj a) i kroz razlilite tipove
mezotrofni). To ukljuluje ispitivanje sezon
potpunosti razumjelo korigtenje polisaharida

2.5. Metode neovisne o kultivaciji

| stragivanj a u mi kr obnoj ekol ogi ji podr az
Razvoj molekularnih metoda neovisnih o kultivaciji doprinio je boljem razumijevanju
raznol i kost. [ formiranju mikrobnih =zajedni

meode sekvenciranja oekspresielgenate njifioee regulagije | avanj e

2.5.1. Sekvenciranje nove generacije

Svaka anal i za o] mi krobnim zajednicama od
izolacijom ukupne DNA. lako se protokoli izolacije razlikuju, svaki je koncipiran od nekoliko
kljulnih koraka, l i za stanice, uklagenDNA.nj e pr
Dobivena genomska DNA iz svih mikroba u uzorku amplificira se i pripremi za sekvenciranje
l anl anom r eakci | olholympemsei CheenrReactpMCR)Y PER gel koristi
kako bi se ciljano umnogi o gen diozv oukjuipan ek og & r

specifilnog fragment a z a[93H ZalPCR leakcijuapoteebnisma u n a

termostabilni enzim polimeraza, par poletnic
te ostald.i d o d a t'[©3]. Prkikera anpltfikacijesizmjesjujulsé ciklvbigrijanja

i hl alenja. Enzim polimeraza kowi pal 83,0l caan
koje su poletne tol ke amplifikacije. Pufer.
pol etnica i a k[03]. PGRo setprovpdd U trimlaenkoale a zapol i nj €

prvobitnim grijanjemdo 95 °Ckadasel v o | an| ana ONAl dwiniatkiariakn ukl

hl aleaj eemperature izmelu 37 do 72 AC, ovi s
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hl alpmljeaserviege@ na cil,j nmolmg we@it ao dNRA' Kerjaj a | e
hl alenjem omogu laaneovodigovim vera94]. sZ ad/nj i korak u
ponovno grijanje do temperature 75 8 0 A C,  dktivilmesnzim polimeraza koja

produgavanjem pol e98]iPcoel ek ;mdicrea sai Isjpaencii fgdmo
dijelovima gena koji se kopi r[a3].Ujgdnancikluse gul uj
se stvore dvije kopije cillanog gena, a sveukupno se ciklus ponawvpd 2hita l i me | e
omogulena eksponencij al n ®baeanp $eipfovolieanegativee c i |
kontrole u kojima nije dodana DNA kako bi se detektirala kontamina€ggirani genski

produkt iz amplifikacije PCFRom se zove amplikorDodatnose PCRom dodaju adapteri na

dobivene amplikonf95]. Adapteri su prilvrgieni na kr aj
im omoguliuje hvatanje amplikona, |itanje i p
indeksiranje. Wagetajazlsiel inalhi nuzor aka mo g e

(multipleksiranje), a podaci se kasnije razdvajaju po uzorcima (demultipleksii2bije)
Mol ekul arna identifikacija prokariota se n

rRNA kodira za RNA komponentu u prokariotskom ribosomu. Gen 16S rRNA ima visoko

oluvane regije izmelLu razlilitih vrsegje proka
nazvaneod VidoV®6].1 ako se hipervarijabilne regije r
razli kovanje organi zama ,u nkuatoaogenailigedymjihdva kK s o n o
razlulivost | esto nije dovol | Paoga peuiecasnw
polukonzervirana hipervarijabilna re[@)a V4

16S rRNA gen se zbog navedenih karakteristika dugi niz godina koristi za filogenetsku

kl asifikaciju i identifikaciju prokariota te
od kojih se i st i Ribosotnbl Database RrdjgctRDP ( en g |
Za taksonomsku identifi kaci jloterngllTjansaribed naj | e

Spacey regija. ITS regija relativno je kratka (6@00 parova baza) i dvije se nalaze u svim

eukarioti ma. | TS1 se nal azi i zmelu 18S i 5. €
28SrRNAgeng®7]. | TS2 regija bolje je oluvana od | T
filogenetsku identifikaciju do taksonomske Kk
[97]. Baza podataka sekvence | TS regije postaj

najpotpunije su UNITE i GenBank.
Amplikon produkti nakon PCR pripremljeni su za sekvenciranje. Sekvenciranje DNA u

posljednjim desetljelima dogivljava veliki r
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sekvenciranja, odnosno Sangerovasekvencifé8la r azvi l e i druga, trel
koje se zajednil ki nazi v[3] Rriikemeskkvemaranja nog&imj e n o
generacijama milijardéagmenata nukleinskih kiselina mogu se simultano sekvenfati

dok se u Sangerovoj met odi j edna Itumkd eot i d
pl atfor ma naj metdgdh sekvénaranja aave geriemaideoristi tehnologiju
sekvenciranja na temelju sinteZ400]. Priprema uzorkaz a sekvenciranje
fragmentirargm genomsk®NA nak r al e sekvence opti malne dul |
baza, n aekna krajeledrggaenata ligirgdapter[101]. Adapteri su kratke sintetske
oligonukleotidne sekvence, kojjo mogul uj u fragmemnhanraj epovr gi nu [0
sekvencijskog|l i pRavr gi na Iflawp @el) frekrivend .je oligonukleotidima

kompl ement ar ni ma adapteri ma, Koj i omogul uj e
njihovog vezanjgl01].Dr u g i sl obodni Kr aj fragmenta DNA
oligonukleotid[101]. Pr e mo g | a-om $edrhgment DNER v i gaeglificirau k o
stvarajuli guste nakupine identilnih sekvenc
reverzibilno terminiranihf | uor escentno oznal eni di deoksi
Fl uor es c e n tnukleotid imajub |l erkii r aj wd 2 hidsoksilnpj iskupni zbog

| ega se mo g epoiedan aukleotidi u psliaukientidni lanac u jednom ciklusu
sekvenciranafNa kon svakog ci kl usa, ugralenienniukl| eot
signal, koji se detektira kamerom visoke osjetljivds01]. Nakon odrelLivanj a
nukleotidafluorescentna oznaka sgepau b | o ki r a,j ull iuonmsokguepliunjue nast .
sinteze u sl[l0ald@vaejm perickdeussuomogul uje preciz

nukl eotid po nukl eotid, [H0.vi sokom tolnoglu i
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Nl

/
Fragmenti Dodavanje Hvatanje za
adaptera protoénu celiju
LT | A L 11 ~H
n . 2 . -~ >ﬁ‘- . = v l .I- L s hy
Vezanje na PCR Odvajanje
pocetnicu
A Ty - A=
[T T
~ G
& S
Formiranje ~Na ®
klastera ®

Sekvenciranje Detekcija signala

Slika 12. Princip sekvenciranja na lllumina platformliumina tehnologija sekvenciranja,
temel ji se na Sekvenciranjauufidt edhugientsez enc
fluorescentno-apbial pegemi ki PR kako bi se o

baze.(preuzetd pri liaxPd)l eno

Ampl i koni se sekvenciraju sa svakog kraja
podataka spajaju do dugi ne sékifcirapjadodawmanaziva z a z
i sekvenciranje ugrenih krajeva (enghaired-end sequencing102].

Uz opisano ampl i kon s e#&e sekvencinargensyitemikrobmihg u | e
genoma u uzorku (engbhotgun metagenomic sequendifid3]] i me j e omogul ena
cjelokupnog genomskog materijala prisutnog u kompleksnom uzorku. Osim analize
bi oraznoli kosti mi krobni h zajednica, sekvenc
genet ske i genomske r azn o Inkcienalrsog potencila isib g u | n o s
proul avanim zajedni cama.

'l umina platforma ima visoku propusnost,
fragmenata DNA, a u i sto M100].Manneedostatak ovma | u s
pl atforme je mogulinost sekyv e B@iparavanljaz) zeog mo  k r
|l ega postoji mo gle Hovosastavljamugyenanma i dnadiziranjn kompleksnih
regija. | pak, ovalj problem se rjegava spaj al
bi oinfor m@lodi. | ki h al at a
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U trelo]j i |l et vrt o] generaci ji razvijene
omogul uj u sekven c[l0bldakqg ose tebnolagip imajuaziniat] aarjjnau  pr e d |
dugi h ol it anj adenovosekvancicane gknomau é&naliau kangpleksnih regija
njihova se primjena jog uvijek znatno rjele
Razlog su velia stopa pogregaka, ni ga propus
llluminom [106]. Nakon sekvenciranja, prvi korak obrade dobivenihverki je analiza

kvalitete I filtriranje podataka. Filtriran
odbacivanje olitanja niske kvalitete te elin
je korak za metagenomsku analizu kako bi se ddbie| ne i smi sl ene proc
zajednice. Nakon filtriranja, kvalitetne sek
kontigi (engl.contig9[107,k 0j i se zatim grupiraju prema pr.i

(vrsta ili rod). Dobivene grupirane sekvence nazivaju seobir{engl.binsg) . Nakon dodatne
kvalitativheprovjere dobivenih biova,izdvajajuse oni koji su visoke kvalitete i podvrgavaju

se taksonomskoj klasificiraju. Rezultat ovog procesa stkeikvalitetno generirani bhovi,

poznati kao MAGovi (engl. Metagenome Assembled Genom&$AG) [108]. Nakon
taksonomske klasifikacije sekvenci slijedi identifikacija gena i regulataieimenatainutar
genoma, kao i funkcional na anotacija tih ge

mikrobne zajednice.

2.5.2. Fluorescentna in situ hibridizacija

OdrelLivanje strukture mikrobnih zansdawdni ca

hibridizacijom (engl Fluorescence In Situ HybridizatiprFISH) [109]. To je molekularna

tehni ka koja omoguiuje lokalizaciju specifi]
se identificiraju odreleni mi Kkroor gani z mi
kultivacijom.

Postupak pripreme uzorka polinje fiksiranj
stanice. Fiksacija uzorka je neophodna za ol
se koristi formal dehi d | er o s iotioskimstrektura.l uv an
Filtracija se provodi u slulaju tekuleg uzor

odrelene vVv[elD]iKIlijnuel amorkaor ak u FI SH protokol u
pufera, Koj i sadr gi razli|lite komponente, uk

[109]. Formamid smanjuje temperaturu potrebnu za denaturaciju DNA molekule, dok
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fluorescentno obiljegene probe predstavl ]
kompl ementarne ci |l j anloh Tipkowr hikrilizaaie, fiidieScentrio i RNA
obiljegene probe vegu se za specifilne <cil
fluorescentni signal(Slika 13) [111]. Hi bridizacij ski kor ak pro
temperaturama kako bi se osiguralo specifil]
destabiliziraju .nespecifilne interakciije

Nakon hibridizacije, uzorci se ispiru u puferu kako bi se uklonile nevezane probe.
Koncentracije formamida koje se dodaju u hibridizacijski pufer, a naknadno i koncentracije
natrijeva klorida koji se dodajd40lu pufer =za

Rezultati FISH metode vidljivi su fluorescentn mikroskomm, gdje se ciljane sekvence

vizualiziraju kao fluorescentni signali u stanicama.

! ; Fluorescentno
oznacena proba

% L A R L
W LLER AL g L

‘ ciljana sekvenca

'

LU L L T

Slika 13. Principi fluorescentne in situ hibridizacije (FISH). (a) Osnovni elementi FASH

fluorescentnm bi | j egena proba i <ciljna sekvenca.
hi bridizacije, fluorescentno obiljegena prob
emitira fluorescentnisigndl pr euz et o i[1l1p) i | agolLeno iz
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26. Vi zualizacija unosa ugljikohidrat
polisaharida
Fl uorescentnim oznal avanjem polisaharida n

ugljikohidrata i mikroorganizamaisto kao i odrediti kvantifikaciju stope hidrolize
ugljikohidrata u kulturama i K2Zlnpl eksnim uzo
Eksperi ment.i inkubacije s fl| ewglrfFRiescently no ob
labeled polysaccharidegf LAPS) trenutalno su jedna od rije
razgradnjgoolisaharida mogui nogi u povezivanja funkciije
[112]. U pol et ku su FLAPS kori gt eninsitg alijefrehngka enj e
progirena na proulavanje unosa uglijikohidr e
zajednicama, te za razli]i[k mehani zme razgr
Metoda proizvodnje FLAPS rezultira polisaharidnim derivatima u kojima su molekule
fluoresceinamina (FLA) stohastil ki K[8.j ugi r a
Pol azna tol ka | e ak t-omvAkivacjjaaezyttia ktvasargemaijanatdag s C1
estera na slobodnim hidroksilnim skupinama polisaharida, a dodavanje fluorofora
fluoresceinamina dovodi do reakci jagraihammane Lu p
fluorofora [113]. | z me L u fluorofora fluoresceinamina
kovalentna veza nakon | ega sl ijedi proligilamanje o
Uspj edmmasltavanja derivatiziranog polisaharid

dijelom ovisi o pH reakcijske smjese i broju potencijalno reaktivnih hidroksilnih skiglr2g

Jednom aktivirani, d e r-polisaharidi zsu izazetrio stabilnipneo | i ¢ |
ponovljene cikluse smrzavanja i odmrzavanj a,
Pripremljeni FLAPS dodaje se t ¢kkaidgluirluzor ku
Poduzorci i nkubacija se povremeno prikuplijaj
FLAPSa u peri pl azmi bakterijske stanice moge s

mikroskopom nakon bojenja DN[86]. Preklapanje signala FLAPS i DNA obojemja istoj

lokaciji dokaz je postojanja FLAR& u per i pl az mi bakterijske st
razgradnje polisaharidq86].Uz dokaz sebil nog mehani zma, mog
hidrolize razgradnj e poli saharkdai gitzewng resnt a

permeacijske kromatografije i detekcije fluorescenggel3]. Nadalje, u kombinaciji sa
sekvenciranjem, pomol u FLAPS inkubacija mo

zajednice i novi funkcional ni met abol il ki p u
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Nakon dokaza o prisutnosti sebilnih bakter:i
identificiratib a kt eri j e koje sebil| no [88&112) flvéncranije d o d ar
amplikona 16S rRNA genkoristi se za analizu sastava bakterijske zajedriizeispitane
poduzorke s dodanim FLARP&N potrebno je sekvenciratneizmijenjene kontroke tretmana
(inkubacije kojima nisu doda n iinkubatijdd®c)od k a k o
odgovora zajednice koji ovisedmdanom FLAPS [112].

Nadale,sebi | ne bakterije mogu se filogenetski
fluorescentnen situ hibridizacije (FISH). Tak s onoms ki specifilne FI S
nakon taksonomske identifikacije prisutnih bakterija sekvenciranjem amplikona kako bi se
odredila njihova apsolutna zastupljeng$i2]. TakolLer se koimSHnaci j o
met ode vizual no povezuj e specifilna bakter
[8,12,13] Za vi zuali zaciju bakterijskih skupina m
ciljagju rRNA. Ispitivanja supokazalada je modificiran protokol Manza i sur[114] s
| et ver ost rmdigonukidotiddmpmlip@maniaj pr i kl adni ji za i den
bakterija obojenih FLAP®mM. Ovaj protokol je kmpatibilan s FLAPS inkubacijom jer je
protokol manje grub u usporedbi s drugirtna primjer CARD-FISH), ima manje koraka i
0 mo g ujhsnujdetekcijiFISH signad

Vanjskom hidrolizom polisaharida bmakj¢ eri e
molekulske mase a st opa hidrolize moge se mjerit.i
analizom filtratgpr i kupl jenog u svakoj vremfIBs&apg t ol k
hidrolize izralunaj u s enolekdsketnageaimg polisgharidsaj e n a
postupno r azgr al ujmaneumolékulske nuatgekamveemgngdlo3fl u kt e

U slulajevima tegke identifikacijreotopeaai fi
citometrija (engl. Flow cytometry za identifikaciju bakterja nda e mel j u nj i hovi h
fluorescentnih svojstava i sorti@ na temelju fluorescaije FLAPS[11]. Pr ot ol na <ci t o
mo g e s e k onimuwordintaza idantifikakijo dubpdpulacija stanica obojenih FLAPS
om. Potrebne su razlilite kontrole, ukIljuluj
nukleinske kiseline za kalibraciju pozadinske buke.

Nadal j e, za procjenu taksonomskog sastava
bakterjau sl ogenoj z aj e dizvistavanjestanigeaktivino Klumrescendijomt i r

(engl. Fluorescenceactivated cell sorting FACS) [11]. Ovdje se odabrane bakterijske
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popul aci j e

odvajajuna#donzbelga | FiSHmepduizaj pr i m
kvantificiranje specifilnih bakterija.

2. Odabrati polisaharid za
eksperiment
1. Prikupiti uzorak iz okolisa

3. Inkubirati uzorak iz okolisa s FLAPS-om

4. Poduzorkovati inkubacije nakon nekoliko sati/dana

sy
: ¢

e

5. Obojati DNA s DAPI-jem

6. Vizualizirati sebi¢ne bakterijske stanice epifluorescentnim mikroskopom

Slikal4Jednost avan

protokol
kroz eksperiment inkubaeip

rada i kac
uorescentno obil jday@ni m pol
vlastita izrada u Biorender.cm

Lal kovil

za |
fl

dent i f
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8 3. EKSPERIMENTALNI DIO

31. Prva faza istragivanja
311.Podrulje istragivanja i wuzorkovanje

U prvoj fazi istragivanj a uaaur cpio vwogd en spkroink L
Plitvilkih jezera na 25 razlilitih |l okacija

tipa vodotoka: pritoke (uzorci P1 do P18),
rijeku Koranu (uzorak K25).

Pritoci su uzorkovani na ukupno 18 lokadizodatna Tablical) uk | j ul uj ul i t ol
najvagnija opskrbljivala vodom, Bijelu rijelk
Bijele rijeke, potoci Vukmirovil i Ljeskovac
Suganj i Rjelicuyakppjvelea uj é7leamsksj Kozjaku dt av L
Uzorkovani su i udal jeniji Korenil ki pot ok wu
uzorkovani potok Plitvice na tri lokacije, te tpl Sartuk, koji se zajedno ulijevaju u rijeku

Koranu niz slap visok 760.

MelLuj ezer ski tokovi Su potoci kKoj i povezuj
tokovi uzorkovani su na gest | okacija: Labud
kanal na Kozjalkim mostovi ma i d(Dddananablichbar i j e
1).

Kaoposl jednja |l okacija sliva Plitvilkih |jez

izl azna t ol k(BodatnajTablicml)y sust ava
Najudaljenije lokacije pritoka udaljene su jedna od druge svega 20 km, dok je udaljenost

izmelu tolaka uzorkovanja niz najdugi tok Bi
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— NACIONALNI PARK
A PRITOCI
@ MEBUJEZERSKI TOKQVI

B R|JEKA KORANA

_—® smier protoka vode

0 50km 0

1 2km
1 T
Slikals.Pol ogaji tol aka uzorkovanja na vodotocim
SI'ivno podrulje Plitvilkih jezera uzorkovan

pritocima (P11 8) , 6 na melLuj ez &rd9ki m et dk d wilrhaa (NMT Ir

(K25) . Karta je generirana pomolu so
Na svakoj l okaci ji uzorkovanja prikupljeno
poli karbonatne (PC) boce. Uzorkovanje je obe
tijekom zime 2020. i 2021. Uzorci vode filtr
pumpa i kontrolor brzine,-600 rpm, 180 VDC, 0,1 HP model 07559/07 |&sBarmer) na
poli karbonatne filtere velil i ne-Etphomeabraoag 0, 22
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promjer 47 mm, Nj emal ka) -20F afiltragi na 4°Csda dakng ma h p

obrade.

3122 Mj erenje okolignih parametar a

Prije uzorkovanja na svakoj lokaciji mjereni su fizikalni parametri (temperatura, pH,
elektrilna vodljivost, koncent rimsiti p@amooituo pl j
multisenzorske sonde (EXO3, YSI, SAD).

Otopljene koncentracije kationa €aMg?*, Na") i aniona (CI,SG¥ , NOs ) mjerene su
u filtriranim uzorcima vode ionskom kromatografijom (Dionex {630 DC, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

Koncentracije otopljenog organskog ugljika (endissolved organic carbgnDOC)
mj erenje su analizatorom za odrelivanje wugl

Colorado, SAD) u filtriranim uzorcima vode.

Mj erenja okolignih parametara u | aboratori|j
gore navedenim metodama u Hidrokemijskom | ab
u Zagrebu.

313. 1 zol acija DNA, PCR umna greart ji d ,k as eokbw eardaai rsaerk

Ukupna genomska DNA izolirana je iz 146 uzoraka DNeasy PowerWater kitom (Qiagen
GmbH Hil den, Nj emal ka) prema uputama Pproi zv:

pohranjegnana2 0 AC do njenog daljnjeg korigtenja.

| zolirana DNA korigtena je za PCR umnaganije
r RNA, korigtenjem wuniverzalnnog para +Ppol etni
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA3') [115] i 806R (5*GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3")
[116]. |1 zol i rana DNA takolLer je korigtena za PC
para pol eMixi-Mx2a(TOCTCEGCTTAYTgATALGc), modificirana ITS3 Mix2
pol etnica iz T e d emksin20 QABVCGABGAXGAAGGCAGT iISIZS4
(ekvimol arna cwmile g BCCTOCGCTTAYTgATALGC i cwmix2

TCCTCCGCTTALTrATAtGc)[117].

Umnaganje -ODhNAprPC\Redeno je dodavanjem 3 ¢l
vol umen od 25 ¢l koj i je sadrgavao 5 ¢l Hi g
Veli ka Britanija), 1, 25 & ImMsdiNEPla éNewl EnglamidV  p o | €
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Bi oLabs, Vel i ka Br it aRdeltyaDNA polim@razg BNeweHnglaRch u s i o
Bi oLabs, Veli ka Britanija). Ostatak vol umena
odnosno tri PCR reakcije pripremljene su po uzorku, kako bi se smanjilegpggk e P CR
reakcije, te su potonje objedinjeni u jedan uzorak prije sekvenciki§h

Uvij et umnaganja dijela 16S rRNA gena bili:
ci klusa denaturacije (94 AC, 45 s), sparivan
90 s) i konalno produljenje | anadT® rRNARIli: AC, 1
poletna denaturacija (94 AC, 1 min), 35 cikl

(52 AC, 30 s), produljenje |l anca ( 68[118C, 30

Koncentracija izolirane DNA izmjerena je na nanofotometru (NanoPhotometer, N60/N50,
| MPLEN, Nj emal ka) , a za negativnu kontrolu
dobivenih amplikona u PCR reakciji provjerena je gel elektroforezom na 1% agaroznom gel
u TAE (trisacetatEDTA) puferu s fluorescentnom bojom za gel (SYBR Safe DNA Gel Stain,
|l nvitrogen, Ther moFi sher scientific, SAD) . l
kontrolu, a referentna DNA ljestvica duljine 1 kb (New England BioLabsik&dBritanija)
stavljena je na gel kao referentni uzorak.

PCR produkt. su barkodirani, proligleni n
(pairedend sequencing) kako je detaljno opisand18]. Svi amplikoni sekvencirani su na
' Il umina Mi Seq pl atf or mi (Vs3, 600 ciklusa)
sveul il i gt dinuMicBleidme Fatilgyrofghe Medical University of ViendsF).

Biblioteke skupova amplikonaizdvojee u i z neobr aleni h podat aka
FASTQ procedure u BaseSpaceu (Il 1 umina) s a
neuskl al en obilliotekzead 6i noktbatittas(re)Korist e | i BBDuk al at (
Bushnell B, sourceforge.net/projects/bbmapkirovih sekvencsui s k1 j ul eni Phi X
koji pripadaju virusima. Svaka biblioteka skupa amplikona potondeeultipleksirana u
pojedinal ne bi blioteke ampl i kona python
github.com/jfjlaros/demultiplex). Sekvence su filtrirane prema Phred koeficijentu kvalitete od
30 (99,9 %) te skralene za duukialatem. ASxenglodov a,

Amplicon sequencevarigit abl i ca stvorena je koristeli sta
(v. 1.14.1)119JuRu (v.3.6.1.J120]t e j e sadr gavala referentne
sl il nost i . -ohnhajeldaodigljena,taksnBivija na temelju SILVA baze podataka

SSU Ref NR 99 izdanje 138.ht{ps://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/2319328[321] i
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UNITE all eukaryotes general FASTA verzija 8[222] pomo | u SI NA verzi)]j
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22556368

314 Statisti|l ka obrada podat aka

Statistilka analiza dobivenih ASV tablica |
(verzija4.3.0.J120 Za obradu korigteni su Bionconduc
[123], phyloseq (v. 1.38[1124], ggpubr (v. 0.6.0.)125], corrplot (v. 0.92]126]i dplyr [127].
Rezultati su vizual i A28 ani pomolu paketa ggp

Beta raznolikost izmjerenib k o | pagametdna prikazana je PCA grafom (eRghipal
Component Analysisengl. prijevod:analiza glavnih komponenti) na matrici udaljenosti iz
normaliziranih podataka-gcore normalizacijom.

Prije stati s tovikl&iéciraairkaoleukarieti, mitéhSndriji ili kloroplasti
uklonjeni su iz 16S rRNA gena amplikon seta podataka. Isto tako iz oba seta podataka (16S
rRNA i I TS) s-ovikojisn& hij¢ dodlijeljena tak&oBomija mazini koljena, te
ASV-ovi koji se pojavljuju samo jednom (engingleton¥ i dva (engl.doubleton} puta u
cijelom skupu podataka.

Al fa raznoli kost izralunata je na setovi ma
velilinu najmanjeg skupa podataka iz svakog
brojem ut vervlaggnithe MBS UumMi |-evoa przivliagwmmna e LASIb n
usporedivi uzorci (engtarefied dataset Alfa raznolikost zatim je procijenjena kao bogatstvo
(engl.richnes$ prema Chaol129], ravhomjernost (engeveness[130], a raznolikost (engl.
diversity) je procijenjena prema Shannonovom indgk81]. Test analize varijance (ANOVA)

i Tukeyev HSD post hoc test korigteni Ssu za
zajednica izmelu razlilitih grupa.

Taksonomska zastupl j enos-bva kojintaunijeedodielienae mi c
taksonomija te for mir@theidem kgrjuap ej eA OQsklajl ulfi v(e
relativnom zastupljenogiu manjom od 1 %.

Beta raznolikost mikrobnih zajednica testirana je PERMANOVA testom (engl.
Permutational Multivariate Analysis of Varianoengl. prijevodpermutacijska multivarijatna
analiza varijance) kako bi se utvrdila stat
Testiranje je provedeno na -Qarttsrkoefeccieman izr az | i |

normaliziranih setova podatakasgéorenomalizacijom i vizualizirana PCoA grafom (engl.
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Principal Coordinate Analysjengl. prijevodan al i za gl avni h koordinat s
koj i su pokazal.] potencijalni znal aj ni utj ec
< 0, 05, PERMANOVA) izdvojeni su i eeRvBtizr apol i
paketa vegan.

U svrhu tumalenja kako slilnost u &8astavl
zeml jopisnom udaljenogiu koja ih razdvaja i:
Distance decay relationship DDR) . Odnos je izralunat na te

Bray-Curtis indeksu nakon normalizacije seta podataka kroz kumulativno skaliranje zbroja. Za
izralun korigten |18 m&tecagead m&kle g dadlketmost
AVincentyid (elipsoid) velikog kruga kako bi
geografske wudal j enost[l33]kgeosphgre (815il013ALDDREK et | e
izralunata i1 zmelu najudal jenijih lokacija uz
Plitvilkih jezera, od Bijele Rijeke, kroz sv
Odnos brojnosti i naseljenosti (engbundanceoccupancy relationship AOR) kor i gt e
za determinacijuemeljnogs r e d i ngknopiang cjelokupnog povezanog sustava. AOR
odragava korelaciju izmelLu broja mjesta koj
jedinki te vrste na mjestu gdje se nalazi. R
cjelokupnom setu podataka, tramshirana log transformacijom i prikazana na grafu u odnosu
na proporciju diskretnih uzoraka u kojem se nalazi (akalj@s brojnosti i naseljenosti iznosio
1, takson je zastupljen u svim uzorci ma). T ¢
su setemeljnimsr edi gnj i m mi kr obi omo m. -ovl ikbzanisu w e n i [
Vennovim dijagramima za gto[lBs¢ korigten je p

Za procjenu procesa sastavljanja mikrobnih

bioraznolikosti[32,136] | ndreakjsh| ibgeg b-adaresbtaxanidexn @NTI1 ) za
prokariotsku i gl gisuwatdmelju iz getoya patlatakac(16S iIRRATHE)u n
koji su svrgnuti na velilinu najmanjeg skupa

uzorka s naj manj i rmevoa)ojteem rua svu niielna chen ApSeViv | A B en
se dobi j u poedw szorbi (emgl.raredied datasét te filogenetskih stabala
ampli konasr e dndjekg i n dj b | binpan gearesi texeomiexa [ MNTGD ).

izralunat. su kako b i se provjerilo post o]
filogenetskog obrata mikrobiologkih zajednic
proul avanog BMNTD i nulte di ®tukazujbnadamjnaciju b NT I
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deterministil kih procesa (varijabilni [ h
vrijednostiod-2 do 2 wukazuje na dominaciju stohasti/]
di sperzij a, ograni | enje di s pNatemeljyzastuplidnasti s | ul a
mikrob ni h zaj edni c aCrickz(R&Q betarrazrolikgste kakB &i s razlikovali

stohastil] ki procesi . Mi krobne zajednice sast
je RC bio veli od 0, 9%Bfm akb jeRG manje oR,95r Akg je il om d
vrijednostRGa i z#®@e®Ob do 0, 95 djeluje samo sl ul ajni
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32. Druga faza istragivanja
321.Podrul je istragivanja i wuzorkovanje
U drugoj fazi istragivanja uzorkovana su d

Crnigevo (Slika 16).

46.5°N |
46.0°N
45.5°N
< 450°N{ Kozjak
= o
E
'—
< 44.5°N
44.0°N |
435N
CrniSevo
43.0°N1 @ : ®
42.5oN | NI 100 km
14°E 15°E 16°E 17°E 18°E 19°E

LONGITUDA

Slikale.Zeml j opi sni pol ogaj uzorkovani h krgkih |
unutare k osustava Plitvilkih jezera u dinarskoj

u sredoemnoj regiji Hrvatske.

Jezero Kozjak najvele je i.n®jduoubij&amekan
slatkovodm povezamn ekosustavsastavljenod potoka i 16 kaskadnih jezerme Lus obno
povezanih slapovim#l37]. Plitvilka jezera nalaze se u 1

Hrvatskoj, koju karakterizira kontinentalna klima s hladnim zimama i suhim ljetima.

Jezero Crnigevo je najdublje jezero iz sku
Balinska jezer a smjegtena su u jugnoj Sr
mediteranskom klimom s vrulim, suhim o) eti me
i ma dj el omil ni dot ok 8. ske vode kroz porozn
Uzorci vode prikupljeni su u proljelie i I

koncentracija otoplienog kisika bila otprilike t@g L'p o mol u Ruttner wuzor ki
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(KC Denmark). Odmah nakon uzorkovanjd Yode stavljena je u staklene boce (DURAN,
DWK Life Sciences, Engleska).

322.Mj erenje okolignih parametar a

Prije uzorkovanja na svakoj lokaciji mjereni su fizikalni parametri (temperatura, pH,
elektrilna vodljivost, koncent rimsiti p@amooituo pl j
multisenzorske sonde (EXO3, YSI, SAD).

Otopljene koncentracije kationa ®€aMg?*, Na") i aniona (CI,SG¥ , NOs ) mjerene su
u filtriranim uzorcima vode ionskom kromatografijom (Dionex {630 DC, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

Koncentracije otopljenog organskog ugljika (endissolved organic carbgnDOC)
mj erenje su analizatorom za odrelivanje wugl

Colorado, SAD) u filtriranim uzorcima vode.

Mj erenja okolignih parametara u | aboratori|j
gore navedenim metodama u Hidrokemijskom | ab
u Zagrebu.

323 Priprema fluorescentno oznalenih polisaha

Boratni pufer pr i prBeON10H® nu 1706 mLnMiliQ evad@a naj e m N e
magnetskoji) e gal i ci povremeno dodavajuli 6 M HCI
volumen na 2 L. Fosfatni pufer pripremljen je otapanjem 100 mM NaCl, 3 mM 3 mM
NaHPQ;:2HO u 1950 mL MiliQ v o d e . pH je na kraju podegen
2L.

Za gel filtracijsku kromatografiju korigter
od navedeni h pufera preko noli, a zatim su r
pufer koji je bio iznad nj izlgelokagpkj®izljpvanjasie u Kk |
stupce.

Za aktivacijupol i saharida 30 mg CNBr otopljeno | e
polisaharida otopljeno je-au i2 pnoLl iuslahraarliidsa es u

a pH dobivene otopine se kontinuirano pratio narednih 5 minuta i dodatkom 0,2 M NaOH
o davan je iznad 9,5. Cijela reakcijska smjesa (otprilike 2,45 mL) bila je ubrizgana u gel sustav

per meacij ske kromatografije koji se sastojao
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na kolonu 18,3 x 1,0 cm napunjenu Sephadex G50 gela. Mobilna faza bio je boratni pufer, a
brzina protoka je bila 1 ml/min. Frakcija koja odgovara praznom volumenu kolone (otprilike 5
mL wukupnog vol umena) | & 6 mgafluargsdeipaenim dSigmap o mi j e
inkubirana na sobnoj temperaturi u mraku.

Nakon 18 h, svijetlo guta otopina je ubri
napunjenu sa Sephadexs@0 gel a uravnotegenog s fosfatnim
mL/min. Na stupcu je otopina bila podijeljena u dvije jarko obojene trake;jekiage frakcija

koja je eluirana u praznom volumenu kolone.

Injektor za dodavanje uzorka

i

e =
S
o
(@)
0 | S
t.‘}l ©
o 5
/e A
| -
(o "o 0|2
N ) o o | 5
AN ) B2
r A B
) Peristalti¢ka Sl
Pufer pumpa = E
£
.. =
LA UV detektor S
uzorka v\
Slika17. Shema proizvodnog sustava za FLABS8staw k | jepeuj st al ti | ku pum
injektor za dodavanje uzorka, kol onu tekul.

UV det ekt or i (lzea Kastializiada|u Biorender.dopeema[112]).

Koncentracija oznalenog polisaharida izral
odnosu na niz standarda fluoresceinamina).

hondroitin sulfat, fukoidan, laminarin, pululan, ksilan.

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 42

324 1 nkubacije s fluorescentno oznalenim poli

Triplikati uzoraka vode od 1 L stavljeni su u sterilne, kiselinom isprane boce i inkubirani
do 18 dana u mraku nen situt e mper at ur i s jednim od gest
polisaharida (FLAPS): arabinogalaktdwondroitin sulfat, fukoidan, laminarin, pululan i ksilan.
Svaki polisaharid dodan je u koncentraciij.i
polisaharidi te koncentracija u kojoj su dodani izabrani su zbog smislene usporedbe
sl atkovodnog a. nbpordsaktongo ,o kkoal oi gé&ngenuzarak Yodeibezu z o r a
dodatka polisaharida inkubiran pod istim uvjetima.

Svaka inkubacija je poduzorkovana 0., 3., 6., 12. i 18. dan inkubacije za analizu sastava
mikrobne zajednice FI SH anal i zu i mj er enj eAndidatiei vnost
provedena pomolu sekvenciranja hipervarijabi
kvantifikacije sebi limsiuhibridizacije/(RISH).t i i fluoresc

Za analizu mikrobne raznolikosti, 50 ml voc

pora 0,22 em (What-Bhaoah Nmemlepana; Tprackj er ,

pohranjeno na2 0 A C. Za analizu sebilnog mehaaka z ma i
vode iz inkubacije, fiksiranih s konalnom ko
na sobnoj temperaturi, filtrirano je na poli
pomol u vakuumske pumpe. Poduz oje untar 2 zamatod O . d

dodavanja FLAP& uzorkovanoj vodi iz jezera.

Dodat no, negativne kontrole su takolLer i nkt
ukl julivale su autokl avirane uzor keovavode i
Mikroskopske slike potvrdile su nepostojanje stanica u uzorcimadegeadiraninh FLAP%®va.

(Dodatna slika 1).

325. 1 zol acija DNA, PCR umna greartji d ,k as eokbw eardaai rsaerk

Ukupna genomska DNA izolirana je iz 210 uzoraka DNeasy PowerWater kitom (Qiagen
GmbH Hil den, Nj emal ka) prema uputama proi zv:
pohranjegnana2 0 AC do njenog daljnjeg korigtenja.

| zolirana DNA korigtena je za PCR umnaganije
r RNA, korigtenjem wuniverzalnnog para ol etni
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA3') [115] i 806R (5*GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3")

[116].
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Umnaganj e -aOWNAprPocC\Redeno je istim promjookol om
opisanim u dijelu 3.B. Priprema PCR produkta za sekvenciranje, te sekvenciranje na lllumina
MiSeq platformiibioinbr mat i | ka obrada provedeni su na na

pod dijelom 3.13.

326.Kvantifi kacija aktivnosti sebilnog mehani

Filtrirani 1 fiksirani uzorci vode iz inkubacija obojeni su 4d@amidin-2-fenilindolom
(DAPI) dodanu u otopinu Citifluor/VectaShield (4:1). Stanice obojene polisaharidima
vizualizirane su i pobrojane korigtaazaem pot
slikanje na mikroskopskom stalku Zeiss Axiolmager.Z2 (Carl Zeiss Micro Imaging GmbH,
G°Pttingen, Nj emal ka) opremljenom hlalenom
urelajima (CCD) (AxioCam MRm + Col i bdiode LED i
(LED koja emitira UV, 365 + 4,5 nm za DAPI; LED koja emitira plavu boju, 470 +14 nm za
FLAPS488, LED koja emitira crveno, 590 + 17,5 nm za tyramide Alexa 594, FISH) u
kombinaciji s HE62 multifilter modulom koji se sastoji od trostrukog emisijskdigefi(425/50

nm, 527/ 54 nm, LP 615 nm, ukljulujuli trostr
SIi ke su snimljene aut omat ski S naj manj e
apokromatskog objektiva s uljnim imerzijskin

od 1,4 (Carol Zeiss) na odabranim valnim duljinama (DAPI, FLAPS, FISH) . Fiksna vremena
ekpozicije korigtena su za snimanje u raspon
FLAPS, i 200 do 250 ms za FISH.

Kvantifikacija stanica provedena je-pomol
bremen.de/automatedi cr oscopy. ht ml # s e[86]. iUkratkn,9 stadide)su s | i j ¢
pozitivno identificirane, odramo, smatrane "obojene FLARSN" ako su pokazalpozitivan
signal i na DAPI i FLAPS (488) slikama. Dodatno, signali su morali imati minimalno
prekl apanje od 30 %, mi ni mal n6, Y @ARIsignadi od 17

FLA-PS signal, redom) i kao i minimalni omjer pozadine signala od 1.

3.2.7. Fluorescentna in situ hibridizacija

Filteri s fiksaranim uzorcima iz inkubacija izrezani su na sitne dijelove i na njima je

provedena FISH analiza. FISH je proveden s odabiranim probama za kvantificiranje brojnosti

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 44

specifilnih filogenetskih skupina. Hi bridi za
mM Tris-H C | (pH 7,5), 0,02% natrijevog dodecil s
(teg./ vol .) reagensa za bl oki s 35fojkencerftrBecgee hr i n
formamida za sve korigtene probe. Sve hibric
tijekom 3 sat a, nakon | ega je slijedilo ispi

mM Tris/HCI (pH 8), 5 mM EDTA (pH 8) i 0,01% natrijedodecil sulfat na 48 °C.

Oligopr obe obi I-594gelneet isr iAtppwt a, kori gtene su z
specifilna zal dlooreinut &arUB 3j]388 z a M2} eBUB38Y u bak
IHiEUB338Il I I za specifilno ciljanje bakterija iz
[140]. Probe EUB388I i EUB 33811l imaju preklapanje konvergentno$1i40], gt o rezul i
time da su odrelene bakterije pozitivne za
detekciju bakterija iz koljena Bacteroiddtel4]. Detal jne infopobammai j e o
navedene su u Dodatnoj tablici 2.

FI' SH analiza na mikroskopu provedena je n
svjetlelia dioda (LED koja emitira crveno, 509
vrijeme ekspozicije korigtene su za osni man,|j
preklapanje sva tri signala (DAPI, FISH, FLAPS) ukazivalo je na stanicu obojenu FOAPS
identificiranu specifilnom FI SH pr obom.

Svaka slika snimljena je na automatskom signalu, a sve bakterije koje su imale pozitivan
signal na automat ski m, DAPI i FLAPS kanal i ma
iz proral una =z aDodatnhslikagi. Dblognil o@gm kKvalitete
DAPI bojenja wuzorci iz proljelia iz jezera |
hondroitin sulfata, laminarina i pululana nisu analizirani. Kao i ljetni uzorci iz jezera Kozjak 6.

dana iz kontrolne inkubacije, arabinogalaktatzriinarina.

3.28. Superr ezol uci jsko oslikavanje sebilnog mehat

Sebil ni me h ani z a-aviznalizzag je aadZeigs ELYRA.PS R &arl Zeiss)
kori gtenjem 561, 4 8&3 BP50D3BiBR A2 8als+elrPa 715 0B Po pbt7i
filtara. Z-stack slike snimljene su objektivom PiApochromat 63x/1.4 Oil i aba L e n e
softverom ZEN2011 (Carl Zeiss).

329.Statisti| ka obrada podat aka
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Statistil|lka analiza dobivenih ASV tablica |
(verzija 4.3.0.)120]. Za obradu korigteni su Bionconduc
[123], phyloseq (v. 1.38[124], ggpubr (v. 0.6.0.]125], corrplot (v. 0.92]126]i dplyr [127].
Rezultati su vizual i A28 ani pomoilu paketa ggp

Prije stati s tovikl&iéciraairkaoleukarieti, mitdh8ndriji ili kloroplasti
uklonjeni su iz amplikon seta podataka, te A®W kojima nije dodijeljena taksonomija na
razini koljena, isto kao i AS\vi koji se pojavljuju samo jednom (engingleton$i dva (engl.
doubleton} puta u cijelom skupu podataka. Dodatno, uzorci iz Kozjak iz ljeta od 0. dana iz
inkubacija shondroitin sulfatom, kao i uzorci od zime od 6. dana iz kontrolne inkubacije, te 0.
dana iz inkubacije Bondroitin sulfatom i od 6. i 12. dana iz inkubacije s laminarinom uklonjeni
su iz skupa podataka zbog niskih olitanih b

provedena na 205 uzoraka.

Al fa raznoli kost i1 zralunata je na setu poda
podataka iz svakog seta pojedinalno (na veld]
eva)t e nasumi | nom-evavipaliendjeunuASW dobi ju melLlus:s

(engl.rarefied dataset Alfa raznolikost zatim je procijenjena kao bogatstvo (enghnes$
pomol u f spacrumberji eaznolikost (engl. diversity) je procijenjena prema
Shannonovom indekga31].

Beta raznolikost mikrobnih zajednica testirana je ANOSIM testom (efgghlysis of
similarity, engl . prijevod: analiza slilnosti) k a
izmelLu razlilitih varijabli. Testiranj-e |je ¢
Curtis koeficijentom iz normaliziranih setova podatakacgérenormalizacijon i vizualizirana
NMDS grafom (engl.Non-metric multitdimensional scaling plotsengl. prijevod: grafikoni
nemetri|l kog vigedi menzi ocametrl kojicsg polsakak potenciglnij a ) .
znal aj ni utj ecaj na oblikovanje strukture
izdvojeni su i ekstrapoliranimidMDS g r af p o mo énufitiZipaketk vegdarj. e

Prije anali za bakn emehanizaan razdcddnjeuFLAR®aA, Arhejg i s e b i |

cijanobakterije su bile iskljulene. Taksonon
razini vriste ukljulujuldi sve svojte s relati
ovaj prag bila je razina ka@djna kako bi se ulinkovito obuhva
identificirane i odabrane sekvence s relevan
zajednice na razini r od avrijeBeinkybaciest sekvenci
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Za wusporedbu FI SH rezultata s rezultati ma

apsolutnebrojnosto d abr ane vrste. Apsolutna brojnost i

81 8BGO OHQ NIt s WOE BOHHI G Q
06 a6 dMd QBN IEDOEECD CXE EBTAREOEY ¢ 15Q0
01 £ e0@h 00n Q@ YL DAE HE & ONE &

*Ukupni broj stanica predstavlja broj stanica izbrojan tijekom DAPI, FLAPS i FISH
bojenja. Ukupan broj stanica izbrojan je epifluorescentnim mikroskopom

*Kumulativna relativnazastupljenost zr al unat a | e z b rastgypenoste m s v |
odrelenog kol jena u odabranom uzorku.

*Prosjel ni br oj kopi jld41. 16S r RNA gena preuze

Detaljan opis izr[adiluna moge se pronal. u

Konal no, i zralunata je Spearmanova korelac

apsolutne zastupljenosti odabranih koljena.
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33. Treia faza istragivanj a
331.Uzorkovanje, inkubacije s fluorescentno o
U treloj fazi istragivanja korigteni su uzo
i stragivanKoazjuukj eézeQrinmmagevo (Slika 16). Uzor
| itave okolige DNA odabrani su na temelju re
postocima sebilnog mehanizma detektiranog ko
uzor ci iz inkubacija s pululanom i ksilanom i
svim polisaharidima iz Crnigevo (Tablica 1).
sezone skupljene su zajednddNAkako bi se dobi |l
Ukupna genomska DNA izolirana je iz 25 uz:
opi sani nal i n. l zolirana i -320r®doinjgrogdalinjegDNA b

korigtenj a.

3322 Met agenomsko sekvenciranje i bi oi nformat.

Metagenomsko sekvenciranje provedeno je u Novogene u Cambridge, Ujedinjeno
Kraljevstvo. Prvobitna koncentracija DNA u
zapol|linje fragmentacijom genomske DNA iz wuzo
su ra A kraju popravljeni (englA-tailed) i dalje ligirani s lllumina adapterima. Fragmenti s
adapterima su razvrstanompio proliilgneni .amypeli
biblioteka provjerene su Qubitom i P&@m® u stvarnom vremenu za kvaiké#ciju i
bi oanalizatorom za otkrivanje distribucije v

sekvencirane na lllumina NovaSeq 6000 platformi (2 x 250 pb), prema efektivnhoj koncentraciji

biblioteke i potrebnoj kdoblivenih isekvencipuklahjani suk a . I
adapteri, sekvence koja sadrge N > 10% (N
sekvence s niskom kvalitetom (Qscore <= 5) Kk

Sekvence su dodatno filtrirane alatom BBDuk iz BBTools paketa. Filtrirane su baze s oba
kraja, s kvalitetom ispod zadane granice (Q2
Spajanje parova sekvenci u dcongiggprosekapsentbly;v e n u k
i zvrgeno | e a142 $ nmimmalkidn@ujiHdmkontiga od 1000 nukleotida.
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Tablica 1. Popis uzorakaiz eksperimenta s inkubacijama FLAR®mMa iz druge faze

i stralgoviagfani h u treloj fazi istragivanja.

Naziv uzorka Jezero Sezonauzorkovanja Dan inkubacije FLAPS

K_P_0_PUL Kozjak Proljel 0 Pululan

K_P_3 PUL Kozjak Proljel 3 Pululan

K_P_18 PUL Kozjak Proljel 18 Pululan

K L 12 PUL Kozjak Ljeto 12 Pululan

K_L_18 PUL Kozjak Ljeto 18 Pululan

K Z 0 _PUL_KS Kozjak Zima 0 Pululan + Ksilan

K Z 3 PUL Kozjak Zima Pululan

K Z 6_PUL Kozjak Zima 6 Pululan

K Z 12 PUL Kozjak Zima 12 Pululan

K_Z 18 PUL Kozjak Zima 18 Pululan

K_Z 18 KS Kozjak Zima 18 Xylan

CPOPULKS | Crnig Proljel 0 Pululan + Ksilan

C_P_18 PUL Crnig Proljel 18 Pululan

C L 0 PUL_KS Crnidg Ljeto 0 Pululan + Ksilan

C L 12 PUL Crnidg Ljeto 12 Pululan

C L 18 PUL Crnidg Ljeto 18 Pululan

C Z 0 PUL_KS Crnidg Zima 0 Pululan + Ksilan

C Z 3 PUL Crnidg Zima Pululan

C Z 18 PUL Crnidg Zima 18 Pululan

C Z 18 KS Crnidg Zima 18 Ksilan

CZOAFHL | Crnig Ljeto 0 Arabinogalaktan

+ Hondroitin
sulfat +Fukoidan
+ Laminarin

C Z 18 ARA Crnig Ljeto 18 Arabinogalaktan

C Z 18 FUK Crnig Ljeto 18 Fukoidan

C Z 18 HOs Crnig Ljeto 18 Hondroitin sulfat

C Z 18 LAM Crnig Ljeto 18 Laminarin

Alat Bowtie2[143]k or i gt en | e

bi s e

Z a

mapiranje
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Konti gi su zatim spoj ebins pracesgpnningp skupave koftiga b i n o
koji potencijalno pripadaju istom genoppio mo | uMazBin {1444
Nakon toga, alat DAS Toolk or i gt en je za pobolj égeanje kv
i ntegracijom vige al go[l45}jeknoar i zgeanetadijunbiovay g . DI
odnosno birovi su mapirani na referetnu bazu podataka radi identificiranja funkcionalnih gena
[ potencijalnih metabolil kih puteva.
Dereplikaciabirova obavl jena je [K6rilgtmeaj sm ahdt ga
vi sokokvalitetni [ neredundant ni genomsKki b
minimalno 95 %. Kompletnost genoma i kontaminacijadia progjenjena je alatom CheckM
[147].
Alat GTDB-Tk [148]k or i gt en j e za taksonomsku kIl asi fi
GTDB (engl. Genome Taxonomy Databadeazi podataka. Posljednje mapiranje filtriranih
sekvenci na reprezentativnetonv e i zvr geno j e kako bi se dobi
koje su dio visokokvalitetnin generiranih biwa odnosno MA&va (engl. Metagenome

Assembled Genonjasnutar svih uzoraka.

3.3.3. Funkcionalna anotacija MAGva

Automatska anotacija genoma, odnosno identifikacija gena, proteina i funkcionalnih
eleme@t a u genomu, napr avl j[149 a Kjoen ag mmmaq [188]l alt a tdeb
korigten je za identifikaciju gena koji kodi
(CAZymepna proteinskim datotekama generiranim Pre@ka O v a | alat ukl jul uj
Di amond i dbCAN_sub za o HMMER origti tidden Makkovt e | | i

Models (HMMs) kako bi identificirao sekvence koje odgovaraju poznatim CAZyme obiteljima

natemelust ati stil kog modeliranja. DI AMOND omogu
sekvenci S poznatim bazama podat akau &@iAZy mes
optimizirane za brzinu. dbCAN_sub integrira
odrelene CAZyme obitelji, omoguiujuli ©preci
enzima ukljulenih u razgradnju razlilitih po
Osim toga, dbCAN ukl juluje i CAZyme Gene (
identifikaciij.i genskih kl astera povezanih

funkcionalni kontekst enzima unutar mikroorganizama.
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334.Statisti| ka obrada podat aka

Statistilka analiza provedena je na 24 uz

Sekvenciranje metagenomskih zajednica rezultiralo je s 1277-bV&Q) jezeru Kozjak i
1230MAGova u jezeru Crnigevo. Nakon filtriranj
kontaminacijom manjom od 10% preostalo je 996 Mé&\a u jezeru Kozjak i 1011 MAGva
u | ez er uPragovirkomipletnstoi kontaminacijebinova od 80% i 10% pokazali su se
kao najbolji odabir za dobivanjasoko kvalitetnih rekonstruktiranih genom#l51].

Statistilka analiza dobivenih tablica pr o
(verzija 4.3.0.J)120 Za obradu korigteni su Bionconduc
[123], ggpubr (v. 0.6.0.Y125], dplyr [127], tidyr [152] i tidyverse [152]. Rezultati su
vizualizirani (i&s3higdpot2[pralk et a ggtree

Alfa raznolikosttaksonomskih vrsta u bakterijskim zajednicama r al unat a | e r
podataka koji su svrgnut.i na velilinuzanaj man
svako jezerdengl.rarefied datasgt Alfa raznolikost zatim je procijenjena kao bogatstvo (engl.
richnes3 p o mo [ u spécnumberrazpoékost (engldiversity je procijenjena prema
Shannonovom indeks[107]. ANOVA testi Tukeyev HSD post hoc t
testiranje razl i ka u al f a raznol i kosti bal
polisaharida i dana inkubacija unutar pojedinog jezera.

Beta raznolikosbakterijskihzajednicai identificiranih genatestirana je PERMANOVA
testom kako bi se utvrdil a stsezomaspolisdhdidai z na| e
dana inkubacie Testiranje je provedeno naCumiatrica
koeficijentom iz normaliziranih setova podatakacédrenormalizacijom i vizualizirana PCoA
grafom.

Taksonomska zast upl | enmakors micarhadsiAG-ogar kiojima nijgr ou | e
dodijeljena taksonomija na razini koljena i rodastupljenostaksonomskihv r st a 1 zr al u1
je kao broj pojavljivanja pojedinog koljena ili roda u uzorcima, uz agregaciju prema sezoni,
polisaharida i danu i nkubaci j ezastuNljgnostkejane | j u

prikazuje zastupljenost pojedinog koljenardda unutar svakog uzorka u odnosu na ukupnu

brojnost.
Za analizu indikatorskih vrsta u uzorcirbakterijskin zajednick or i gt en j e | nd V:
[154] | mpl ementi r an u paket u i ndi cspeci es. O\
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mi kroorganizama specifilno povezanih s odre
sezonama i polisaharidima. Podaci su pripremljeni tako da su iz matrica relativne brojnosti

rodova uklonjeni nenumeri | ki st uMetappdacasup odac
filtrirani prema sezoni i dopunjeni informacijama o polisaharidima i danu inkubacije, nakon

|l ega je kreirana varijabla group, koja kom
preciznije segmentaci | e pijedhast parkijanjenajedunkciar al un
mul tipatt (), koja koristi 999 permutacija k.

polisaharidima unutar svake sezone. Rezultati su vizualizirani na bar dijagramu, gdje-je na 'Y

os prikazana IndVval vrijednost, kca r ef |l ektira specifilnost i L
grupe.

Analiza CAZy gena provedena | e pomol u p o
(HMMER, dbCAN_sub i DIAMOND). Prvo su filtrirani geni koji su identificirani s dva od

ovi h alata. Ukupna brojnost CAZy gena gena i
alatom. KruskaWa |l | i s t est i pairwise wilcox test ko
gena izmelu razlilitih sezona, polisaharida

zatim kategorizirani u gest AidBM YakvahtifikecjuZy k| a
izralunata je ulestalost CAZy klasa u wuzorec
danu inkubacije unutar pojedinog jezefatim su unutar svakog jezera, sezone i polisaharida
izdvojeni 10 najlegiih CAZy gena u pojedinom
Filogenetsko stabl o i zr al e nUnwejgteed Rair Gioupt e [ i
Method with Arithmetic Megnna temelju BrayCurtis distance matrice. UPGMA stablo
kori gteno za grupiranje uzoraka u Kkitiransht er e n
alatom dbCAN_subU pojedinom uzorku identificirani su najdominantniji CAZy gena iz
dbCAN_sub alata kao i rodovi unutar odabranih koljena u kojima su bili prisutni
najzastupljeniji geni
Na kraju su izdvojeni geni identificirani
polisaharidima unutar svakog jezera i rodo&kterijakoji ih nose.Unutar jezera i sezona gdje
su analizirani uzorci iz inkubacija s razl:i/

pojedini polisaharid i rodovi bakterija koji ih nose.
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8 4. REZULTATI | RASPRAVA

41. Prva faza istragivanja
411.0kol i gni parametri povezanog sl atkovodnog

Temperatura vode izmjerena u pritocima varirala je od 2 °Ca(2id21) do 12 °C (ljeto
2020) te je bila stabilnija u odnosu na temper
je varirala od 2 °C (zim2021) do 22 AC )(.prNdjjreilda 2i0zIM] er en a
Korani bila3°C (zina2021) dok j e najvi gaSlkaila 17 AC (Il j e
Naj ni ¢ga konzentaej@eurp@ocima iznosilaje 4,8 mg/L (lieto20)9, a naj vi ¢
12,9 mg/L (zina 2021) . SI'il no tome, najnige i zmjerene
potocima i Korani bile su 6,9 mgti4,7mg L (ljeto2019) , dok su najvige b
2020) i 13,3mg L* (zima 2021; Slika 19.
|l zmj erene koncentracije DOC .doa2026 vaiirate sl o k a c i
i zmelLu Omg8&® WkKorad je Gekom ljeta 2020zmjerena koncentracija DO& bila
6,9mgLl Naj vi ge k o-amizngerehersalczimj 2021inase su 17,3ng Ltu
pritocima, 189ngLlu me L uj ez er s k i my Lt wKkloram($likmd8)i 15, 5
Generalno su najfiigenj Epeanentur,apcrigllej e€aw® n2a0j1
izmjerene na zimu (zima 2020 me L uj e z er s k impLpzinta @021 6814mg8 9 , 4

LY. Izmjerene koncentracije ® bile su vrlo niske i varirale su z medl6 g L (u

pritocima na zimu 202Di 6,8mg L (u pritocimanazimu202L. Jedi no j e na pr
u melujezerskim potoci ma i mgl'@Ghkel8a vi ga konc
Koliline padal i na sezanete idodna. daake je,awsvibgjue20l®9nut ar
izmjerena kolilina od 4211625 mmLjginautad 2019a , a

uzeti su poletkom rujna tijekom sugne sezone
uzorci 2020u z et | sredinom rujna, kada je kolilina
uzorci uzet:i su u veljali, koja je bila sugr
mm, dok je 2021. godine u istom razdoblju pao snijeg, dkolna obori ne i znosi

(Dodatna Tablica 3)
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NO; (mg/L)

Lokacija uzorkovanja

Sezona proljece 2019

uzorkovanja o1 2010

0, (mg/L)

80

ca® (mg/L)
3

40 4

80

Cr (mgfL)

40 -

—e— zima 2020

—o— proljece 2020

Lokacija uzorkovanja

—o— lieto 2020

—e— Zima 2021

Slikal8. Ok ol i ¢ rtempgratureakonedntracijeMOC, C&*, NOs i Cl")

izmjerenina 25 lokacija unutar slatkovodnog povezanog ekosutdva thyeretak i

Razlilite

boj e

predstavljaju sezone
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Na temel ju Pearsonovog koefi cikoernetkai ik&lCae | a «
(R= 20P=39,05) R @ 0OR=D8§ ,05%%( R= CaOPR=H5,05), dok su
O:( 2R OP4M,,05) pozi t(iDwat Kar el ii rkal i

Analiza glavnih komponent. (PCA) pokazal a |
u sezonama proljeia i I|jeta, dok se wuzorci u
(Slli%abodat)nPar oslljiektani4d i | jetni wuzorci prikupl
proi |l emu su zbog velikih razlika u kolilina
godinama wuzorkovanj a. Nasuprot t ome, u zi ms

razlli&kowvmatno manje (Dogatong ettaablm c¢al 3t nan t
su manje razlike u okolignim parametri ma, g
znalajnim razlikama melLu godi nama. Najizrag
razdobl ju odnosi |IDOGse m@a tkaanpeamreaenaj mije r
grupiranjem uzdqrSdk &k@pallOwia medu Int at i pokazuju
razhkl i mautvspkeit zmelLu razl il itih goda npao unzad aorkiojl
procjyjemnbil|litih obrazaca ponagpnpuaevtoideni fe @
monitoring mjerenjia pokvcelziagni hp opdaart &kme tsarnaet e o
par amgtlrSi5ma

U proljeie nije bilo grupiranja uzoraka pr e

je slabo grupiranje uzor akl iika@eugietzerski

melujezerskih potoka grupirali ibhal§ieeuragpok
mewsobntzorci iz rijeke Korane u proljeie si
ostalim uzorci ma, a na | jeto su bild@ grupir

uzorci méSprkaoha)
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4.1.2. Sastavmikrobnih zajednica u slatkovodnom povezanom ekosustavu

Al

uzorci

f a

ma

raznol i

z

kost
pritoka

prokariotskih

nego u

uzorci

ma

zajednica i

z me L |

vrijednosti ljeti bile relativno iste za sve tipove potodiKa 20; detaljnije uDodanoj slici 5).
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Tablica2. TukeyHSD test alfa raznolikosti mikrobnih zajednica u slatkovodnom povezanom

ekosustavu Plitvil|lkih jezera. Znal ajna
svake sezone uzorkovanja.
BAKTERI GLJI VH
pvrijed pvrijed
Z1 MA
Chaol
pri-metkujezerski t1, 5BI , 01
pri-tobpgeka Korana |8, 8G& , 31
me Luj ezerrsikjie ktao kk{ 9, OQIE 0, 03
Shannon
pri-metujezerski 1, 6M%E 0,00000
pri-topeka Korana |4, 400& 0, 94
me L uj etzoekrsikjie k a K[ 9, O0BIE 0, 098
Pileou ravnomjernost
pri-metujezerski t1, 510FE 0,00074
pri-tobpgeka Korana |6, 40%E 0, 97
melLuj ezerrsikjie ktao kki 9, 9®MIE 0, 29
LJETO
Chaol
pri-metujezerski 0, 42 0, 93
pri-tbceka Korana|0, 9 0, 99
melLuj ezerrsikjie ktao kkf0, 9 8 0, 95
Shannon
pri-metujezerski 10, 99 0,51
pri-tobpeka Korana |0, 92 0, 83
melLuj ezerrsikjie ktao kkg 0, 9 2 0, 99
Pileou ravnomjernost
pri-metujezerski 10, 9 0, 49
pri-toceka Korana |0, 92 0, 92
melLuj ezerrsikjie ktao kkf0, 9 8 0, 98
PROLJELE
Chaol
pri-metujezerski 18, A& 0, 83
pri-togeka Korana |0, 032 0, 18
melLuj ezerrsikjie ktao kkf 0, 35 0, 32
Shannon
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pri-metujezer ski t0, 00000(¢O, 99

pri-togeka Korana |0, 062 0, 13

meluj ezerrsikjie ktao kki0, 8 6 0, 16

Pil eou ravnomjernost

pri-metujezerski 1, 4dR 0, 98

pri-tobgeka Korana |0, 00073 |0, 07

melLuj ezerrsikjie ktao kk{ 0, 6 6 0,1
Znalajna razlika i zmelLu svih vrsta vodotoka
znal aj néd@ablicaz | i ke (
Vele vrijednosti aldijim unbdenel iskuosu i uza@r @idmse
prikupljenih tijekom z i me , dok su vrijednost:i u prol je

melLujezerskim pot oci m&lka 20;Dadana sikathalukeyjeytesk e Kor
pokazao je znalajne razlike samo i z2pm@d5u prit
Tablica 2.

Unutar prokariotske zajedni c@l.Ndzastupljenjeo | e
koljena u prokariotskoj zajednici bili su bakterijska koljena Actinobacteriota, Bacteroidota,
Cyanobacteria, Patescibacteria, Proteobacteria i Verrucomicrobiota, dok su arheje bile rijetko
prisutne.

Relativnezastupljenostbakterijskih koljena Actinobacteriota, Bacteroidota, Cyanobacteria
i Verrucomi crobiota sustavno su se povelava
(Slika 21). Unut ar pritoka, uz vel navedena
pojavlivala su se u \wastupjgnostk ebat v aopodizagtapjjeaostd ob a .

Cyanobacteria uolena je u proljetnim uzorcin

Campyl obacterot a u Zi mi 2 0, 2rélativne Qastupljeribstij e z e r
Bacteroidota bile su nige |jeti, dok su one
pokazal. su slilan sastav bakterijske zajedr

promjene kroz godignja doba (Slika 21).
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r 22)zNlajeabtuplienijh koljermal j e n a

ug | j i wajetinitidija su Ascomycota, Basidiomycota i Chytridiomycota.

Gljive iz koljena Chytridiomycota dominirale su na zimu u gotovo svim tipovima potoka,

dok su

gl jive iz

kol jena

As c 0 my zastuplgenosu Basi d

ljetnim uzorcima u svim tipovima potoka (Slika 22). U proljetnim sezonama Chytridiomycota
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je dominirala u pritocima, dok su u prolijelie
melLujezerskim potoci ma I rijeci Kor ani
PROLJECE 2019 LJETO 2019 ZIMA 2020

] [ |
] |
[ ] [ ]
| | [] I
|
n  — I
I e I
] [ ]
: | | | |
] |
1 [ ] ] I
| . ]
] | [ |
I | [ |
[ ] [ |
1 I I [ | 1
[ ] [ ]
- 0| ] |
1] [ ] 1
I
]
= | 0 ] | |
g [ ] I [ [
2 | I
g
:'E- PROLJECE 2020 LJETO 2020 ZIMA, 2021
g I— [
3 | [ ]
- [ ] [ |
[ | [ | \
| [ ] I
] ]
[ ] I
00000000 ] I I
- | | [ I
[ | \ ] |
0 ] .
[ ]
. ] | |
] | I
000 0| . | |
0 ] | [ ] [l
1 | [ ] 1
] [ | |
] [ | [
| I [ ] [
[ ] |
[ ] [ ]
[ | 1 [ ] 1l
000000 ] I [
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Relativna zastupljenost
Aphelidiomycota Chytridiomycota Il Mortierellomycota Olpidiomycota
KOLJENO . Ascomycota . Entomophthoromycota Mucoromycota Rozellomycota
Basidiomycota Monoblepharomycota [l Neocallimastigomycota [l Zoopagomycota
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uzorkovanj a. Kratice uzoraka odnose se na n
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4.1.3. Prostornevremenske promjene mikrobnih zajednica u slatkovodnom povezanom

ekosustavu
Mul tivarijatna analiza PcoA ralena na indek
pokazala je razlike izmelLu mikrobnih zajedni

su uzorkovani (Dodatna slikg.

Unutar prokariotske zajednice ljeti i zimi uzorci su se grupirali prema godini uzorkovanja,

dok nije bilo razlike izmelu uzoraka iz razl
zajednice rijeke Korane grupipotckd. e su se sa z
Najizragenije grupiranje izmelu uzoraka i st
unutar zajednicglivabi | o je zimi, dok je u proljeie i
znal aj an, al i Zamdnegljivar(iSleikkea K03rBane su se uU prc

sa zajednicama pritoka, a |l jeti sa zajednica
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Slika23Anali za glavnih koordinata (PCoA) bakte

raznolikostinatemeljuBrayCur t i sove razlilitostd]i podijelje
razlilitih vrsta vodotoka i sezone uzorko
permutacijskom multivarijantnom analizom v
predstavlg u vr ste vodotoka, a razliliti oblici
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414.Gl avni pokretali formiranja mikrobnih zaj
ekosustavu
SI'il nost mi krobni h fuekcjiedeognaafisikceatadal jjenc

najudal jenijih tolaka wuzorkovanja kako bi

zajednica dug | ongitudinalnnog gradijenta (
najudaljenijih tol alOpiwendrnlogv anijid nwislta mi&rlbd
uzoraka smanjivala se s povelanjem geografs
0,00023; nagib zajednice gljivap,00021). Linearna regresija DBlRpokazad j e vel e
smanj enj e slil nosti zajednica unutar proka
udal jenosti (Slika 24A), dok je isto opaganj
vrijednostima (Slika 24B).
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Slika24.S1 i | no s ti zzraag |eudnna t my-Cwtiss leimenzgmeliu uzor aka
obzirom na geografsku wudaljenost (m). (A) B
Silnost zajednica procijenjena je iskljuliwv
melLujezerskim potoci ma i rijeke Korane. Pl av

podskup razmatranih uzoraka, a crvene linije predstavljaju ukupearhu regresiju kada su

ukl juleni svi uzor ci
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Utj ecaj okolignih parametara na formiranj
povezanog ekosustava istragivan |je ekstrapol
prokariotske i zajednicgljiva utjecali su promjena temperatura, koncentracije DOCO&",

NOsl i | i kol il i neonpeatda@dOsnje utjecda na mprke mkge zajednice
pritoka u proljele.

Prokariotske zajednice pritoka na | jeto 20
lieto 2020. pod utjecajem promjene koncentracijad’ CBemperatura i promjena koncentracija
C&*utjecal:i Ssu na prokariotske zajednice pri
promjena koncentracija DOC utjecali na iste na zimu 2021. Na prokariotske zajednice
melLujezerskih potoka na | jeto 20a&Beto2020.j ecal
promjena koncentracije DOC, a na zimu 2021. promjena korcgatO.

Promjene koncentracija NOi C&*t e kol i |l ina padal i mivautj ecaé

pritoka ljeti, dok su temperatura i promjena koncentracije N@jecali na iste na zimu 2020

t e kolilina padalina i promjena Kkoncentrac
melLujezerskim potocima bile su pod utzuecajen
Zi mi 2021. Rezultatdi su potvrLeni per mut ac

(PERMANOVA) (Tablica3).
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Tablica3. RezultatiPERMANOVAt est a wutj ecaja okolignih par

mikrobnihzajednica unutar slatkovodnog povezanog sud®ava thyezefrak

PROLJEL LJETO ZIMA
r2 P r2 P r2 P
PROLJELE
Temp. - - 0.99 0.032 * 0.97 0.011*
O:2 - - - - - -
DOC - - 0.97 0.004 ** - -
Ca?* - - 0.82 0.003 ** - -
NOs 0.43 | 0.001 *** 0.34 0.001 *** 0.48 | 0.002 **
Kol il ina - - - - - -
Tip vodotoka 0.33 | 0.001 *** 0.35 0.001 *** 0.39 | 0.001 ***
Godina uzorkovanja - - 0.09 0.002 ** 0.10 | 0.002 **
GLJIVE
Temp. 0.08| 0.001 **=* 0.09 0.001 *** 0.08| 0.001 ***
Oz 0.05| 0.003 ** 0.09 0.001 *** 0.07| 0.001 ***
DOC - - 0.06 0.003 ** 0.08| 0.001 ***
Ca?* 0.06| 0.001 **=* 0.06 0.003 ** 0.05| 0.008 **
NOz - - 0.04 0.034 * 0.06| 0.004 **
Kol i | ina |0.06] 0.001** 0.09 0.001 **=* 0.12| 0.001 ***
Tip vodotoka 0.14| 0.001 *** 0.11 0.001 **=* 0.19| 0.001 ***
Godina uzorkovanja | 0.06| 0.001 *** 0.09 0.001 **=* 0.10| 0.001 ***

4.1.5. Relativni utjecaj kvantitativna analiza procesa sastavljanja mikrobnih zajednica

i zmelLu razlilitih godignjih doba
Ekol ogki nul ti mode2l uwtkmoloj efiee BINTII j eitsop,o dt
slul ajevi2na a sdobdgi ma i znad, gt o sugerira

strukturiranje prokariotske zajednice zimi (Slika 25A). Homogena selekcija u vedikojgri
pridonijela sastavljanju prokari @ B)X. hNajayj eld
doprinosi homogene selekcije utvrLlLeni su za

di sperzije takolLer su utjeica¢aunsviokhupododiaagni
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najvelim utjecajem na prokariotske zajedni c:
prokariotske zajednice zi mi nego u proljele
Ekol ogki ngl i xadnoaddi zuvw ot kri o j &da+tdodj e b NT

ovisnoosezoni gt o sugerira da deterministilKki pr o
zajednicagliiva(Slika5 C) . Homogena selekcija pridoniijel:;
u proljeie, dok je varij givazinmi ,sedleikcvigiai rua j

je nedominantni (SlikaZD).

PROLJECE LJETO ZIMA PROLJECE LJETO ZIMA
B D
100+ 100-
754 75
& g
= 2
S 504 g 50
c c
e g
2 2
o ©
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25+ 25
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PROLJECE LJETO ZIMA PROLJECE LJETO ZIMA
Varijabilna Homogena . Nedominatni
selekcija selekcija

Ograni¢enje

] T Homogenizirajuca
disperzije

disperzija

Slika 25. Procesi okupljanja zajednice prokariota i gljiva. Okvirni dijagrami koji ilustriraju

varijaciipui-naj bl i gem t ak s oMT) naplokanotskegajediick(A) U  (
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zajedniceglivd C) 1z razlilitih godignjih doba. P c
prokariota (B) i gljiva (D) kroz razl

4.1.6. Hidrokemijske i sezonski uvjetovane promjene mikrobnih zajednica u slatkovodnom

povezanom ekosustavu

Okol i gni parametr.i SuUu u uzorcima iz melLuje.
dok su wuzorci iz pritoka bili vige rasprgeni
zajednicama 1 zmelu razlilitih vrsuaslpioltoikm,

povezanim ekosustavimd56,157] Prokariotske i zajednicgljiva (Slika 23) pokazale su
razli ke u sastavu zajednica izmelu pritoka
Korana) . Analiza biogeografske razlike miKkr ¢
samo je daljnja pot vrnttau pritakamaii|nizvodndh(Slikai2&)r o b n i

Doi st a, i spitivanjem najduljeg toka vode u
jezera, pobkzalo je da se i bakterijske i zajednigiivar az| i kuju s povel anj
udaljenosti[157]. Raznoli kost mikrobnih zajednica vel

razini koljena, tako su dominatne Proteobacteria i Bacteroidota u pritokama zamijenjene
Actinobacteriota nizvodno povezanom sustal58]. Slilno t ome, d
Chytridiomycota bila je vi otgcipwa enmi zvadsmpa,gi
kopnenih gljiva[159i 161]. Kopnene gljive ulaze u pritoke i teku nizvodno.

N a t emel ju okolignih par ametar a, proljetn

uzorkovanja, ali ne i prema vrsti potoka (Slik9), dok je PCoA analiza pokazala da postoji

razlika i zmelLu mikrobnih zajednica prema Vvrs
23 ) . Prokariotske =zajednice u proljeie su d
djelovanjem mas§l5]. Nai me, homogena selekcija utjele
okol i gni uvijeti [ akionopmpolejdelial prviisak

parametrima je maliliablica 3, teprokariotskezajednice koje ulaze u plitke pritoke s okolnog
kopna s protokom vode zbog snagnogg[156,16B]nk a me
(Dodanaslikad . Jedi ni abiotski | i mbeni k koji je u
Ssu povigene kounpotekantar(Siike23) e KOj e dosedgu vVvige
vodenims ust avi ma t i | ¢844 Intod razipgaevjergjanp & Wleerazvrstavanje
vrsta i odabir okoline slabo utjelu na for mi

gljiva bilo je pod ut | ec ajaetmfrakciedqSlilk@zCiD).ki h pr
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Uzi maj uli u  @ksanonrski nédefihiranihi ABWova ovakav rezultat nije

i z n e niaBengbaird nato, malim udjelom otkrivenih procesa dominirao je odabir varijabli,

gto uzrokuje visoku promjenu sastavaley velik
Stoga su zajednice gljiva bil e viTapwaFPaigolLene
su jog uvijek uglavnom oblikovane ulinkom ma

Ol eki vano, vel e parametnimgodresnauvjetina dogodile surse ljeti

izmelu relativno zagtilenih, gumovitih pritoc
sezonskim fluktuacijiama (SIike®) . Pr it oci su o]l ito jog uvijek
tl a, a ulinak mase takoler je oblikovao «cj
uvjetima okoliga tijekom | jeta, utjecaji raz

u danjem toku[15]. Formiranje prokariotske zajednice i ovdjedjee t e r miuvjetogaho, d k i
kako su pammairkoomalrogipenjali sezonski bez velikih skokova, tako je i sastav
zajednice i dalje bio pod utjecajem homogene selekt§@]. Formiranje zajednice gljiva je

opet bilo pod velikim st antnaraktije (Slka2pD).ut j ecaj em

Zimi su uzorci iz melLujezer skipiwametomadok a bi | i
SuUu uzorci iz pr it DKk Welikbutjdcaj narpatake biayje weliki skos | i k a
koncentracije DO , koja je 2021. godi n[®0]. Ibavdjeaje povi g
formiranje prokariotskih zajednicabitbe t e r miuwij €t iolvlkaeino, 1 pak ovdj e
stohastil] kih procesa u odn o2RB). Zimaje kietanjg a g o d
mi kroorgani zama na novo mjesto ogranilenije;
[18]. Sl abiji wut | ec dgblicaXerdzlikguaifahbetp @znalikogtipavrdii  (
su veli utjecaj masa i v prokariotskinzaj¢dmica.tZajddkice ut j e
gl jiva ponovno su naj vel i mantddmjfrakcijoom a lnd | e u\
detektiranih procesa izdvajala se homogena selekcija (36kB ) . Promjene u o
parametrimani su bil e i znenalujule pa su stoga zaj

ali su parametri ipak utjecali na promjene zajednice (Tald).

4.1.7. Temelinis edi gnj i mi krobiom sl atkovodnog povez

Vennov dijagram korigten jellUuami kedbai bdzay

u razlilitim sezonama I raeknice(@odang séka8d)as unut a
zajednice gljivg§Dodanaslika8B) vel i na svojt.i bZndtaa broj ASYi nst v e
ova dijelile su sve tri viste potoka il dv

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija
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69

ASV-0 v a

bio je jedinstven z

jedinstvenih ASVova.
Odnos brojnosti i naseljenogirokariotskih(Slika26A) ig | j i YSlikia 284) kajednica
pokazala je wajavelaj ellmojl kABVza sve vovate pol

bila jedinstvenaza pritoke, bili su relativno rijetko prisutni. ASY¥ v i

a

melLuj ezerske pot

zajednil ki u

potoka su bili relativno najzastupljeniji u svim uzorcima i definirani t@oelinisr edi gnj i

mi krobi om ovog specifilnog

mi krobiom pokrivao je 90%
70% zajednice pritoka (Slik26B).
A
Zajednicki u svim vodotocima | ‘ Zajednicki u dvije vrste vodotoka

1,00 1
0,75
0,50

0,25 4 -

w

I}

c

£

=

- 2

3 o

_!l;_:. Unikatni u pritocima | ‘ Unikatni u medujezerskim potocima | a2

© 2

% 1,00 =

z &
0,75 4
0,50
0,25 4

; & ©
0 : e s - .
2 -5 -4 -3 -2

log10 (sredi$nja vrijednost

abundance)

. Acidobacteriota . Bdellovibrionota . Dependentiae

Koljeno

. Fusobacteriota

I Actinobacteriota Campylobacterota [ll Desulfobacterota [ll Myxococcota
Armatimonadota [ll Chloroflexi B Elusimicrobiota
Bacteroidota Cyanobacteria I Firmicutes

Patescibacteria
I Planctomycetota [ll Ostali

Slika 26. Odnosobilja inaseljenostk or i gt ene

100

75

50

25

prokariotske

pritoci  medujezerski  Rijeka
potoci Korana
Tip vodotoka

Proteobacteria
B SAR324 clade(Marine group B)

Verrucomicrobiota

mikrobioma prokariotske zajednice slatkovodnog povezanog ekosiisiavRelativna
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8§ 4. Rezultati i rasprava 70

zastuplienoss r edi gnj eg mi krobi oma, grupiranih prem
koljenu(B).

Najzastupljenije bakterije bile su iz koljeRaoteobacteria, Bacteroidota i Actinobacteria

(Slika 26B) Detaljnija analiza nigih taksonomskih
razlilitih ©prokariotskih porodi ca. Bakteri]j
zajednicom u pritokama, a uzzastupljenbstbakierijebhzi | e pr

porodica Flavobacteriaceae i Sphingomonadat®liea 27) Nizvodno, odnosno u odnosno u
melLujezerskim potoci ma i rijeci Korani, d o mi
Uzsmmenute bakt er i jzastuplienkstbileenisutne bakterije iz @droifa

Clade Ill, Comamonadaceae, Microbacteriaceae i RubritaleaSkke 27).
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100 4

751

50 1

Relativna zastupljenost

251

pritoci medujezerski tokovi rijeka Korana
TIP VODOTOKA

B Alcaligenaceae [ Cryomorphaceae Legionellaceae B Phomidiaceas B spirosomaceas

W Burkholderiaceae Cyanobiaceae I Methylophilaceae Pirellulaceae Il Sporichthyaceae

[ Caulobacteraceae Cyclobacteriaceae [l Microbacteriaceae I Rhodobacteraceae [l Ostali
PORODICA . Chitinophagaceae . env.OPS 17 . Mycobacteriaceae Rubritaleaceae

. Clade Il . Flavobacteriaceae . NS11-12 marine group . Saprospiraceae

M Comamonadaceze [l Gemmataceae M NS9 marine group M Sphingobacteriaceae

] Crocinitomi B llumatc eac [l Opitutaceae [ sphingomonadaceae

Slika27. Relativhazastupljenoss r e di gnj eg mi krobi oma, grupir

oznalenih bojama prema porodici

U zajednici gljiva,temeljnisr edi gnj i mi krobiom | inio je
melLujezerskih potoka i rijeke Ka8BaTemelnit e ok
s edi gnj i zaiedkice o dljivao sastojao se od Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, Monoblepharomycota i Rozellomyc($tika 28B).

Andrea Lal kovil Doktorska disertacija
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Zajednicki u svim vodotocima

Zajedni¢ki u dvije vrste vodotoka

1,00 o
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0,50
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e 60 1

80 1

40

Relativna zastupljenost
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7]
g :
2
E Unikatni u pritocima | | Unikatni u medujezerskim potocima
]
Z 400
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0,50
0.25 o " @
®o o
>0
% @ o
)
e 5 ,.\ o
0 0 @ @e frw(‘ o ol
e T T T T T T T T
-5 -4 -3 2 -1 -5 -4 -2 -1

log10 (sredi$nja vrijednost
abundance)

Kolieno [l Ascomycota

Slika28.0d n o s

Basidiomycota

obilja

Chytridiomycota

Rijeka
Korana

medujezerski
potoci

Tip vodotoka

pritoci

Mon mycota R yeota

nasel jentenxelnogs kedi ghepee

mikrobioma zajednicegljiva slatkovodnog povezanog ekosustava (A). Relatrasdupljenost

sredi gnjeg mi

kr obi

oOma,

grupirani h prema

vr

Bakterije iz koljena Proteobacteria i Bacteroidota prevladavale su u prokariotskoj zajednici

koja je bila jedinstvena za pritoke (Dodatha siiaa gljive Chytridiomycota u zajednicama

gliiva (Dodatna slika @) .

naj brojnijih

Kako

i Slika29. Poragitel Chitinppbagaceheé, ¢eptolyngbyaceae,

bi

se bolje identifici

r al

Saprospiraceae i Spirosomaceae bile su najzastupljenije, dok su se Erysipelatoclostridiaceae,

Pelotomaculaceae i Vibrionaceae isticale thu

rijetiSlikem29s voj t ama
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73

S u

lako manje brojni, ASM podijeljeni u dva tipavodotoka uprokariotskimzajednicama bili

brojniji

pritoka (Dodatna slika @),

5% prokariotskih (Dodatna slik) i

Relativna zastupljenost

Obilne svojte medu unikatnim
u pritocima

PORODICA

B Bacteriovoracaceae
I Bdellovibrionaceas
Cellvibrionaceae

Chitinophagaceae
B Comamonadaceae
Cytophagaceae

M envoPs 17
Flavobacteriaceae
Leptolyngbyaceae

B Vethylophilaceae

B Microscillaceae

B Voraxellaceae

. Mycoplasmataceae

I Nostocaceae

pritoci
Tip vodotoka

Slika 29. Relativhazastupljenos8 0

od

Il Nitrosomonadaceae

dok

B Oligoflexaceae

B Omnitrophaceas

B Opitutaceae

B Pedosphaeraceae

B Firellulaceae

. Rhodocyclaceae

. Sandaracinaceae

M saprospiraceae
SM2D12

[ Sphingobacteriaceae
Sphingomonadaceae

I Spirosomaceae
Steroidobacteraceae
TRA3-20

S u

manj e

u melLujezerskim potoci ma

od

j e mrdkaniatskilv (Bodatria slike)i| ignlijliivisluni2hs %

20 % (§ddatriaelikal@n i h

Rijetke svojte medu unikatnim

05020- I
0,015 1
f;
2 0,0104
2
=
3
2
17}
©
N
©
c
2
=
@
[+
0,005 1
0.000 1
e
pritoci
Tip vodotoka

u pritocima

PORODICA

. AKALU3564 sediment group . Granulosicoccaceae

. Alcanivoracaceae
Chloroflexaceae

B Chthonomonadaceae

B Dos-2

B cel-36e1D8
Elusimicrobiaceae

Erysipelatoclostridiaceae

F082
Ferrovibrionaceae
B Fokiniaceae
[ FTLpost3

naj zastupljenijih i

zajednicama unikatnih u pritocima.

W w2454
Labraceae

[ MAT-CR-HB-H10

B Morganellaceae

. Parachlamydiaceae

. Pelotomaculaceae

B Rhodomicrobiaceae

. Simkaniaceae

B swm1B06
Vibrionaceae
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Sve u svemu, sl atkovodni povezani ekosust a:
stabilne mikrobne zajednice s malim sezonskim promjenama zbog zajednica prisutnih u svim
vrstama vodotoka, opisanih kaemeljnis r edi gnj i mi kr obi om. | ako
ASV-ova bila jedinstvena za pritoke, bili su rijetki i prisutni u manjoj relatiaasjtupljenosti

(Sl'ika 26A), a najznalajniiji ditemelpis o kdr gaj s
mi krobi om, takolLer pmhipouatvagotokauSlikai2@Bg Baterije 20 % ¢
kol jena Proteobacteria su bile najbrojnije u

kao prijelazni elementi u povezanom ekosustavu od potoka do j§z&Bh Koljenom
Proteobacteria dominirale S u kemotrofne Co
podzemnim i Keégkipmveodamano zbog njihove ulo
izvora ugljika [167]. Od ostalih brojnijin bakterija bile su one iz koljena Bacteroidota i
Verrucomicrobiota, koje, zajedno s Proteobacteria, predstavljaju najprofiliranija koljena u
bakterijskim zajednicama slatkovodnih ekosustfl@8]. Najbrojnije porodice unutar gore
spomenutih koljena, Flavobacteriaceae (Bacteroidota) i Rubritaleaceae (Verrucomicrobiota),
bile su bakterije koje su inale povezane s
tvari [169]. Flavobacteriaceae su bile zastupljenije u uzvodnim uzorcima jer su sposobne
razgradit.i Ssvu organsku tvar prisutnu u oko
okol i gi ma pdld® e nBhaokgt ekrrigeae iz kol jena Actinob
krgkim ek[@djuspavinmal udi da su sveprisutne u
su bile prisutne u mal o] kol il ini u pritokar
njihovu konkurentnost[172]. Bakterije iz najdominantnije porodice unutar koljena
Actinobacteriota, Sporichthyaceae, posjeduj e
ol i gotr of ni [@73]oTo swigt@etgratrafne bakterije koje koriste biorazgradivi

DOC kao izvor wuglijika i proizvode vlastitd.i C

|l ega su dominirale u nil7Z3}l o d\neikne dniejod ledkviivnaan ee kt

su prisutne u sredignjem mikrobiomu, kao gto
pronalene u podzemnim vodama i vodonosni ci ma
gdje |line | ak 20 %74ni5kNjirovarvalika brajjost d pritokama nije

i znenalujula jer je poznato da mi krobne zaje
[176]. | pak, njihova prisutnost u jezerima uka:

u okoligima Hopatim kisi kom

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija
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Gt o demelihogsireedi gnjeg mi krobioma zajednice gl
u svim vrstama potoka (SlikesBB) s dominaci jom kol jena Chytr
nal azi u Vv od®nri7éls st aanli igltii tmam f unkci[j7TH9doa od r

parazitizma al gi, kada potencijalno inducire
osl obalanje organske tvar i[180k &redstavnici koljsna i zr
Ascomycota i Basidiomycota bild. Su prisutni
Kor ane, vierojatno zbog $181j eTaokalngra, uv ediamtl

Ascomycota povezana je s njihov[@8) vagnom ul o
Dominaciju melLu bakterijama jedinstvenim z
rasprostranjene bakterije gumskog t[183ltei z por
Leptolyngbyaceae, koje izmelLu ostfa84]i hMébuakci
rijetkim vrstama mogu se pronali bakterije i

na primjer PelotomaculacefEB85]. Vrste jedinstvene za pritoke te one podijeljene u dva tipa

pot ok a, ' inile S u veli 8AM)i.o Raazleidniitcee pgolrjo
Mortierell omycota i Neocall i mastigomycota, p
[117], kao i Ol pidiomycot a, gljive koje su tip

biljaka [186].

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija
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42. Druga faza istragivanj a
421.0kol i gni parametri jezera Kozjak i Crnige
Uzorci vode prikupljeni su u proljeie, 1|jet
u Hrvatskoj, Kozjak i Crnigevo, na 10 m dubi

ljietnog cvjetanja fitoplanktona, ljetni tijekom ljetnog cvjetanjagianktona, a zimski uzorci
na kraju zime, prije proljetnog cvjetanja fitoplanktona.

Temperature vode u jezerima pokazivale su
temperaturama od 16 i 2&, a zimskim minimumom od 4 odnosnd8 u Kozj aku i C
(Slika 30). Koncentracije @pratile su isti trend i dosegle vrhunac preko 13 rigna ljeto
(Slika 30) . Oplienito, vaiigzemj lkeoremeentsruacmn g e K®dz ) aku
Koncentracije DO@ dosegle su vrhunac zimi sa 6 mg W Kozjakui4mgtlu Cr ni gevu
(Slika 30).

Temp. (°C)

—$-

R N S
DO =P Won

0, (mg/L)

L]
)

=

T

6-

] .
2-.

o I 1

T T
Proljece Lieto Zima
Sezona uzorkovanja

DOC (mglL)

Jezero @8 Kozjak B3 Crnigevo

Slika30. Ok ol i g rtempegraurakontentracije @i DOC) izmjereni u jezerima

Kozjak i R&zIniiljietve.boj e predstavljaju
pH vrijednost:i bile su relativno stabilne
koncentracije izmjerenih aniona (C5Q2) iNa'b i | i mnogo Vvi gi u Crnige
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I j et (Dodatna tablica 4). U Xoggmiktuo sw p rzanl
zimi, dok su u Crni g%2biul enayj vprgel jkeils NOIK o mxd 1
bile su slilne u oba jezera (Dodatna tablica
422.Fl uktuacije ukupnog broja stanica u inkub
Ukupni br oj stanica iz inkubacija odrelen
kiseline (DAPI) (Dodatna slikal) , nakon i skl j kdjenaCyamgbacteriaa kt er

(Dodatna slika 2).

Ukupan broj stanica u Kozjaku u prosjeku je iznosio od 1,4%stHhica mt! kroz sva tri
godi gnj a d ovihanac tijdkons ziniskghankudpacija do 4,5 x®Hlanica mt* (Slika
31A)). U Kozjaku tijekom | jetnih inkubacij a, nak
dan, br oj stanica u svim inkubacijama je p
(prosj el®stanicdmt!y . x U1 @i mskim i nkubamxd\jelman jda gH roc
stanica izmelu 6 .%stanicaim?’), a dbgodil@se (1 svim inBupatijama tel 0
kontrolnoj inkubaciji (Slike81A) . Nakon 12. dana, br o°ptaned ani ca

mL™Y) u svim inkubacijama osim u ksilanu, gdje je broj stanica pao.

A B
Proljece Ljeto Zima Proljece Ljeto Zima

5x 106 4 1,5 x 107
o
E
[
8
c

6_
i 35x10 1% 1074
8 -
=
8
w
T 2x10°]
=
c
o
[
3 -
E [ 2 £
5 L
5% 101 1x106]
0 361218 0 3 61218 0 3 6 1218 0 361218 0 3 61218 0 3 6 1218

Vrijeme inkubacije [dani]

Kontrola [[] Hondroitin sulfat ~ [[] Laminarin  [@] Ksilan

Polisaharid
[£] Arabinogalaktan  [@] Fukoidan [®] Pulutan

Slika 31. Fluktuacije ukupnog broja stanica tijekom vremena inkubacije u kontrolnim
uzorci ma i s dodanim polisaharidima u razl:.
Crni gevu ( B)preditavijajuidddané mlisdhariflee a kontrolni uzorak je obojen

crno.
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U Crnigevu je izbrojan veli B stdnieat mi sabr oj
znalajnom varijabilnogiu i fluktuirajulim ob
inkubacija (Slika31B) . U Crnigevu tijekom proljetnih
varijabilnost u poletnom broju ststanicamth i z me
(kontrola), 3,9 x 1@stanica mt! (arabirogalaktan) i 9,9 x 10stanica mt? (ksilan), Slika31B).
Brojevi su varirald:@ kroz cijeldi period inkub
x1Pi5x1CPstanicamt!) . Ljeti je postojala velika var
slilno kao u (rstarica enf' glamipatin) 4 4,8 x 1P Gtanica mt*
(arabinogalaktan) te su brojevi opali do 3. dana, zatim rasli do 6. dana, posebno u inkubacijama
pulul ana i ksilana, prije nego gto su se sni.
inkubaci je pokazale su slilnu poletnu brojnost
10°stanicamtY) . Nakon toga, sve inkubacije pokazal
dana (pr os fstahicaot))6,, 4naxk oln0 | ega su se znal ajno

10° stanica mtY).

423.Fl uktuacije udjela razgradnje polisaharid

Udi o bakterijske zajednice koja pokazuje st

pokazuju unos FLAP& tijekom inkubacija (Slikad.

preklapanje

Slika 32 Slike supefrezolucijskog oslikavanja stanica obojenih Fpalulanom, DAPiijem
za nukleinsku kiselinu i preklapanje oba signala u jezeru Kozjak tijekom ljetne inkubacije 18.

dana.

Sebil no aktivne babkijezemn tijgkem svilt faadablja aizokovamja U
(Slika 3). U oba jezera, udio zajednice koja je pokazala razgradnju FlZAPSs e b i | ni m

mehani zmom bio je najvel.i za pulul an, posebn
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do12% (Slika3A) , i u Crnigevu tiJBeékomrunigmenajoe? ®
razgr adnj e gmdmibilaeizaksilamaumutamoba jezera, s do 5% obojenih stanica
zimi u Kozjaku odnos3o | jeti u Crnigevu (SIIi
U Kozjaku, sebil na aktivnost Dbil a3A).& pr omj
proljeie su fukoidan i l aminarin sebilno uzi
te j e akt i vipredkryjinkubabija (Sljke38A9. Arabinogalakf@wondroitin sulfat

i ksilant akoler su sebilno razgraldiokanie, palliul anv

uzet 12. dan (10%)1 | jetnim inkubacijama)vizipebid gleigleme
arabinogalakta, fukoidan laminarini ksilan, a za hondroitin sulfat aktivnost je bila vrlo niska
(Slika33A).Pul ul an je u poletnim danima inkubaci]je
mnogo velim postlcdinmas k(iSn i kwaj e3tdidktantas etaiblin a e §
aktivnost bakterija za polisaharide arabinogalaktan, hondroitin sulfat, fukoidan i laminarin, ali

u niskom postotku (oko 1%; Slika 33Ays por edno, u Crnigevu sebi
dosljedna u proljeie i zimu, pri | emu su ne
pululan i ksilan u obje sezone (Slik8®.U prol jei e, vige sebil|lne ak
arabinogalaktan, laminarin i ksilan (do 1%) a sebi | na razgradnja pul

prvim danima inkubacije (Slika33B) Crni gevu je najvelia razgrad
zabiljegena na | jeto, kada su svi polisahar.i
ostalim sezonama (Slika 33B). Postotci razagr
i 5% (Slika33B).U z i ms ki m u v akivhost @egoululas eksilan|bile au visoke, dok

su za ostale polisaharide bile manje od 1% (Slika38B.bi | na razgradnja p
najviga 0. dan inkubacije, a s vremenom je o0
Zanimljivo je da je tijekom zime u Kozjak
supstrata bila vrlo konzistentna tijekom 18
FLAPS-evima[187].
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Kozjak
Proljece Ljeto Zima

I I ]

. _ I I

: | L

_ W ]

L] Jj b 1

1 I I

g I N [

3 i L

& [ | |l ]

I 1 [
=
:
[
-

I [

£ _ _ —

3 || [

Z | ) I

| n i 1
ki
Fi
£
=
5
5
I
=
8
ki
o
g
£
g

< _

12 18

12 18

12 18

12 18

12 18

12 18

TN D O W T NOTND OO TNDOT NS ®OTNO

9, esiuels eflosq Boudnyn po esueys Ywalogo wopueyesijod yejojsod

6

3

0

6

3

0

G

3

0

6

3

0

6

3

0

6

3

Vrijeme inkubacije [dani]

Crnisevo

Proljece Ljeto Zima

Ksilan

Pululan

[

Laminarin

Fukoidan

Hondroitin sulfat

Arabinogalaktan

12 18

3 6

0

12 18

3 6

6 12 18 0

3

0
Vrijeme inkubacije [dani]

12 18

L s e s s e s i e e m m e s e e S S S e e
M~ © W= M0 N~ OO0 MN—OROWsMmN—O

o, eolueys elosq Boudnyn po ealueys Ywalogo wopueyesijod yejoysod

Uzedc

Kozjakr@g)iil i €im gevon@bha

ma

jezeri
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4.2.4. Prostornevremenske promjene razgradnje autohtonih i alohtonih polisaharida

sebil nim mehani zmom

Udi o bakterijske zajednice koja pokazuje s

pokazuju unos FLAP& tijjekom inkubacija (Slika 3 . Trofil ko stanje |
aktivnost mikrobnih enzim@88lbudul i da razgr aeénijla nkormpaamgnty
dostupni ma[90,01] o KDOIM gw ol i gotrofnim i mezotro
razlilito podrijetlo i sastav, stoga nji ho
sposobnosti. Ove razlilite sposobnost.i odr ac¢
sebilni momebdnstmane bakterija. Najvelia sebi

jezeru zimi i u mezotrofnom jezeru ljeti (SIig8).

Oligotrofno jezero Kozjakl89], kr oz godi gnj a doba -aitmg@ ni s ke
ni gu pri mar fl90], te je pad mtjecajemmkoniinentalne klime i karakterizirano je
DOM-om bogatim ugljikom koji ulazi u jezero ispiranjem {80]i z okol ne <crnog
vegetacijg191]. Nagli porast koncentracija DO&(Slika 30) i nitrata (Dalatna tablica Yizimi
dokazuje veliki unos alohtonog DO [138]. Povelana sebilna aktiyv
oligotrofnom okrugenju, a neatibhedkwim uda etw |
i stragivanja mora pokazala visoku sH¥iul nu ak
dubokom moru[10,192] MeLut i m, tijekom otjecanja t1l a
izazivajuli brzu reakciju sebilnih bakterija
gto ukazuje na povezanost s vrlo ranom fazorm
a&ktivne zbog izlogenuw[ELi Vkdinplad koshhtroomi DQM j ec

sebil nu aktivnost bakterija za ksil anom, s |
stanicama kopnenih biljakid93]. Takva sebilna aktivnost | e \
Jadrany89], mj esto gdje je uolen vel.i utjecaj tl a
SIil no, otkrivena je vela sebilna aktivnos
(Slika 31B) . Bl aga zima uzrokuje viguSlikaB@ biil rwu gtee

koncentracije hranjivih tvari (Dodatnatablda gt o ukazuj e na [b88lzotr of
Mezotrofna jezera karakteriziraju vige trofi
koncentracije polisaharida, popral erfld. povi g
Visoke koncentracije DOQ@ i ljeti i zimi ukazuju na utjecaj autohtonog i alohtonog D@M

Melutim, vele razlz ke majkwingiemtSlikai2g, ¢kdzopa s Oi ma
na povelanu biotilku aktivnodloQli posébi cue j &
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autohtonog DOMR[138]. Usred | jetnog cvjetanja fitoplan
je u velik[l2tko |l ddtiinlaenaveli u sebi |l nu aktivnos
por ozld8jtkak®Ler moge wutjecati na mi krobne zaj
vidi u vigoj sebil noj ak t38B), kogeproiazvode faopldnkidho i d a n
i mak r oal g eili #rakwrnespklisahadid€l®4]. &isoke stope vanjske hidrolize za

oba polisaharida prethodno By premaalemenar oh
visoka razgradnja sebil ni[@®long8pnbzmgem se mol s
vela sebilna aktivnost za te polisaharide, n
njihovom korimghamij amidmaigi Pwdul a istragivanij:
drugim mehanizmima neophodna su za potpuno sveobuhvatno razumijevanje bakterijske
razgradnje polisaharida u slatkovodnim ekosustavima.

Najvela sebilna aktivnost u oba jezera pri

razgralen u povr gi n[80K®lm amomisk® mbiod& olnii gur azg

hidrolizom u oligotrofni m,|l4].vPalllan fegeumstaan e ut r
polisaharid koji proi zvode gl [195]WKa@i seknalazi ui z v a n ¢
razlilitim okoligi ma, ukl julujuli sl[186. k ov odn
Stoga je olekivano da se pululan sebilno r a:

DOM-a (Slika 33), kao i u dubokim oceanimflO] gdje su gljive dominantna frakcija
batipelagilnih | 197,i ctae mor ekobi ginmg egad ut |

sjevernog Jadrana, koji je pod jakim utjecajem okolnih ri[8k&

4.2.5. Sastav mikrobnih zajednicau jemeaK 0o z | a k | Crnigevo

Brojnost vrsta bila je vela u Crnigevu, ali
tijekom | jeta i zime kada je bila znatno ni ¢
l jeti u oba jezera, a naj vw(Tablicad.prol jeie u K

Alfa raznolikostprema Shannon indek®iba jezera bila je najmanja ljeti u oba jezera, a

najvela na proljeie u Kozjaku i zimi u Crnig

Andrea Lal kovi Doktorska disertacija



8§ 4. Rezultati i rasprava 83

Tablica4. Alfa raznolikostmikrobnih zajednica jezeimaK o z j a k 10 dOrenli egneivho k a ¢

brojnost i raznolikost prema Shannon indeksu.

Sezona Jezero Brojnost | Shannon | Jezero Brojnost | Shannon
uzorkovanja
Pr ol j e| Kozjak 181 3,93 Crni g|189 3,71
Ljeto Kozjak 146 3,30 Crni g|178 3,28
Zima Kozjak 145 3,37 Crni g|177 3,76

Okoligni par ametr i i mal i Ssu znal ajan utjec
promjene temperature i koncentraciigOn al aj no utj ecal i na sastayv
u oba jezera, dok suDOCi€a mal i znal ajan wutjecajbDodataa z aj ed
slika 12). Salinitet, CliSQx* znal ajno su utjecal. nasmaj edni

proljetnu zajednicu u KozjakuDpdatna slik&l2).

U poletnim mikrobnim =zajednicama u oba |
Bacteroidota, Cyanobacteria i Proteobacteria, s manjim sezonskim promjenama4s)ika
Kozjaku na | jeti su Actinobacteriota i Prot
Actinobacteriota i rijetke svojte (< 1% relativne brojnosti) na zimu.

U Crnigevu, Proteobacteri a su do3gM),ni r al e
Cyanobacteria na ljeto, a Bacteroidota su zimi dominirale s Actinobacteriota i Proteobacteria.

Za sve daljnje analize iskljulene su arhej
FLAPS-a ispitivan samo u heterotrofnim bakterijskim zajednicama. Arheje su filtrirane zbog
potencijalnih pristranost:. upoacijebl geraoldi r
ut jecat. na otkr[l¥5hnj e specifilnih arheja

Sastav bakterijske zajednice znal aj3aB se r ¢
ANOSIM: R = 068,p= 0, 001) . Unut ar svakog jezera p
bakterijskoj zajednici kroz svaku sezonu (Kozjak: ANOSIM: R=0% 0, 001 ; Crni ¢
ANOSIM: R=0,90p=0,001; Slika34B) . Vr emens ki period inkubac
slab utjecaj na sastav bakterijskih zajednica u jezerima (Kozjak: ANOSIM: R =pG; 18001,
Crnigevo: A N O 9 E BL03). Rrsta=dodanod pbljsaharida u inkulkeoig nije
znal aj moma sadtay baktarijske zajednice (Kozjak: ANOSIM: R0:02,p = 0,82;
Crnigevo: ANGFS3¥0M7). R =
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Skupizaat UPbmanpmody | sadr

p o

di jeljeni

1% (A). NMDS ordinacija koja pokazuje Br&yu r t i sov u

zajednice

Ssezonama

uzorkovanj a
lieto i plava zima). ANOSIM tds
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koj e
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razl
(Kozjak i
s u

sastava

Curtisovim razlikama relativnih abundaca.

4.2.6. Odgovor bakterijskih zajednica na dodan FLAPS u inkubacije

| itost wu

Crni gevo)

p o wmled ree - gluit s 2

mi-krobnit

Promjene relativnihzastupljenostbakterija kroz inkubacije analizirane su u postotku

promjene zastupljenosti Analiza je otkrila bakterije koje pokazuju pozitivan odgovor

(povel anjzastupligndéseit ueper edbi

U

Kozjaku

s u P

anctomycetot a

s TO) na

p o jhandroitine

SiB&.ci filn

kasr

sulfat, fukoidan, laminarin i pululan), dok je ljeti njihova relatia@astupljenosporasla u svim

inkubacijama kroz vremenski period inkubacije; zimi su bili rano prisutni u netomd¢oitin
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sulfat, pululan i ksilan) i dosljedno u drugim inkubacijama (arabinogalaktan i lami&dika

35A) . Rel ativna abundnaca bakterija iz kol j
vremenski peri od i nkubacije tzasfumdnastpadpla ol j el
jer su bakterije iz koljena Bacteroidota bil
perioda inkubacija(Slika 3bA). Gammaproteobacteria su pokaz
zastupljenosu inkubacijama arabinogalaktana i ksilana j ek om prol j el a, al

prisutne tijekom svih inkubacija zajedno s Alphaproteobac(Stika 3HA).

U Crnigevu bakterije i1z koljena Planctomyc
odsutne tijekom zi me i prisutne samo na pol e
laminarin i ksilan; Slika 8B). Bakterije iz koljena Verucomicrobiota su bile vrlo zastupljene u
|l jetnim inkubacijama s oplim smanjenjem tije
zastuplienost i j ekom zi me 5B)pr ®lojvell aza§uplenokhkedja v n e
iz koljena Verrucomicrobiota dogodilo seetiiom proljetne inkubacije fukoidana, dok su
Bacteroidota imale smanjengastupljenosti(Slika 3B). Bakterije iz koljena Bacteroidota
i nal e su zasmplignest nj ekam proljela i djel omi | no
zastupljene tijekom zime (SlikebB). Bakterije iz koljena Gamaproteobacteria su dominirale
zajednicama u inkubacijama pul uhagastapljenija ksi | a
zajednica zajedno s Alphaproteobacteria u drugim inkubacijama. Ljeti su bile prisutne samo

Alphapomt eobacteri a, dok su zzastpljerodiméSlikdoPB).e pr i s u
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Slika 35. Postotna promjena relativazastupljenostbakterijske zajednice usporedbi s
poletnom TO zajednicom kroz vrijeme inkubac
podijeljeno po sezoni i dodanom polisaharidima. Svojte su obojene prema razini koljena i

razreda.
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U Kozjaku rodPirellula dominirao je zajednicom Planctomycetota, a tadeolibacter
zajednicom Verrucomicr obi o t36h). RodosiRinghuibacerd i gnj i
i Sediminibacteriunbili su vrlo zastupljeni tijekom ljeta, a odsutni ili slabo zastupljeni tijekom
proljelia i zi me kHBEnidciasinosnd-tavobantérinmeRodCandidati® v i
Methylopumilusj e bi o zastupljen u svi Actingjobadtergonj i m d
prisutan s amo Simplicispirazimj. Rdd Belftia je big culslitan samo tijekom
lieta kao i rodSphingorhabdug¢Slika 36A).

U Crnigevu zajednicom Pl anPudlldamBlaseopirellulaa  d o mi
(Slika 3B ) . Ljeti je dominacija u zajednici Ver
Prosthecobacter LD29, Koj i su bile prisutni samo tij ek
dobima rod_uteolibacterje dominirao. RodProsthecobactese pojavio tek na kraju inkubacije
fukoi dana u pr ol jFenolacterium i zSedmiinibactéRiontiominirali
zajednicom Bacteroidota u zimskim inkubacijama. Dok jeSediminibateriumbio prisutan
u ostalim godi glavgbactriumjoeb i pragn arloedn samo na po
samo tijekom ljeta. Ro@andidatusMethylopumilud i o j e pri sutan i ti | ek

rod Sphingorhabdus i j ek om pr ol j6B) a i l' jeta (Slika 3
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Slika 36. Postotna promjena relativzastupljenostbakterijske zajednice usporedbi s
poletnom TO zajednicom kroz vrijeme inkubac

podijeljeno po sezoni i dodanom polisaharidima. Svojte su obojene prema razini roda.
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4.2.7. Kvantifikacija brojnosti bakterija u FLAPS inkubacijama temeljena na FISH analizi

FI SH analiza ralena je na wuzorcima iz pulu
Crnigevo) t e, dodat no, na uzorcima iz svih
pokazal. naj vel udi o stagyi.ca&aolpajoevroilhe ng el iFd

korigtene su f | ulpEUB-H EERIN iNCE319a kakdhbe se Eléhificirale

sve bakterije (EUB), Planctomycetota (EUH), Verrucomicrobiota (EURII) odnosno
Bacteroidota (CF319a). Pozitivne stanice s CF3id@aete su @ pozitivnih stanica s EUB

jer EUBH takolLer pokriva domenu CF319a. Pozitiwv
probama i polisaharidom usporeleni su s rezu
definirale potenckjabkomsgegbizkbnembhakterije u

Ukupna brojnost bakterija definirana je kao kumulativni broj bakterijskih stanica koje
pokazuju pozitivan signal sa svim probama. U nekim uzorcima doseg ukupne brojnosti
bakterija sa svim probama bio je-350 %, | ak i nakon wukl janicks vanj a
autofluorescentnim signalom (Slik&)3. Razl og tome mogao bi biti
koje |ine do 40% zajednice, i ma ogranil enu
frakcije i ni skog [M®8lupnog sadr gaja ri bosoma

U Kozjaku najvelu brojnost identificiranih
(EUB-I) tijiekom zime (Slika3A) . Ti jekom prol j el a-llhpaztwmast upl j
stanice odnosno Verrucomicrobiota, dok su tijekom ljeta najzastupljenije bile EidBitivhe
Planctomycetota. CF319a pozitivhe stanice odnosno Bacteroidota su bile zastupljenije zimi.

U Crnigevo, kol j en-Hl) i Wdrracanuctobiotay(EUBH) osu anali( E UB
najvelu brojnost identificiranih bd@kiCeri | ski
CF319a pozitivne stanice odnosno Bacteroidot
ksilan inkubacijama (Slika78), a ljeti u svim inkubacijama osim laminarina (SIikaC3.

EUB-I | | pozitivne stanice odnosno Verrucomi cr
lieto (Slika & B i C), dok su preostale bakterije (EUB |) dominirale zimskim zajednicama
(Slika 37C).
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428 1 dentifikacija sebi-hisékienchaajkt eri ja pomoiu

Sebil no aktivne bakterije taksonomski su
FLAPSa i FISHa . Kori st ed, EUBlrEQB-# i GFBIBa, karakterizirano je
ukupno 82% sebilnih bakterija u svim jezer
poli sahari di ma. Nadal j €ISH rezslfatp kag Ldejun taksosomskuF L AP S
identifikaciju na razini koljena, s analizom zajednice sekvenciranjem amplikona gena 16S
rRNA kako bi se i dentificirald@ S p e @ktiviniiul n i b a
jezerima.

U Kozjaku su sve cillane bakterijske skupine (Bacteroidota, Planctomycetota i
Verrucomicrobi ot a) polisaharide razgralLival ¢
varirala je ovisno o sezoni i vremenskom periodu inkubacije. Bakterije iz koljena Bactaroido
pokazale su razgradnju pul ul ana sebilnim m
inkubacija (Slika38A). Bakterije iz koljena Verrucomicrobiota pokazale su razgradnju
pul ul ana sebilnim mehanizmom na pol eatkiu i n e
kol jena pokazala razgr adnj(slika@4). U linkubaaijiss ebi | n
ksilanom bilo je manje identificiranih sebi/
Verrucomicrobiota pokazale visoku se(8lika nu ak
38A).

Apsolutna brojnost izralunata za usporedbu
pokazala je rast broja stanica bakterija iz koljena Bacteroidota tijekom ljetnih i zimskih
inkubacija (Slika38C ) , i ako ni su bi |38A). Jijekom lieta, baktarietizi v n e (
koljena Planctomycetota i Verrucomicrobiota pokazale su rast kroz vremenski period
inkubacija (Slika38C) . Bakterije iz razreda Gammapr ot e

stanica tijekom zime, a8 manjen tijekom prol
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8§ 4. Rezultati i rasprava 92

Slika 38. Apsolutni broj stanica obojenih polisaharidom (%) izbrojan FtSRu
inkubacijama pul ul ana i ksilana u razl il itin
(B). Probe su oznalene bojama, a neidentif
0 z n a | ae mepokriveni FLAPS. Apsolutna brojnost koljena Bacteroidota, Planctomycetota
i Verrucomicrobiota i razreda Gammaproteobacteria u inkubacijama pululana i ksilana u
Kozjaku (C) i Crnigevu (D) izralunataogi z nor

broja stanica.
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