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1. UVOD

1.1. Eutrofikacija

Ispustanje nepreradenih industrijskih i komunalnih otpadnih voda i otjecanje kiSnice s
poljoprivrednih povrSina zasi¢enih gnojivom u podzemne vode moze znafajno promijeniti
kemijska svojstva prirodnih vodotoka. Naglo povecanje koncentracije organskih i anorganskih
nutrijenata u vodenim ekosustavima, a posebice fosforovih i dusikovih spojeva, pogoduje bujanju
algi 1 vodenih biljaka koje ograni¢avaju koli¢inu prostora i svjetlosti dostupnih ostalim
organizmima ekosustava. Nagli porast biomase algi, kolokvijalno nazivan cvjetanjem mora,
koncentrira visoku razinu organske tvari u povrSinskim slojevima vode gdje dopire najvise
sunceve svjetlosti, a ta organska tvar s vremenom sedimentira na dno gdje je razgraduju benticke

bakterije 1 drugi organizmi koji usput troSe kisik i otpustaju ugljikov dioksid.

Upravo metabolizam razgradivaca algi i vodenih biljaka uzrokuje nastanak hipoksicnih ili
anoksi¢nih ,,mrtvih zona*“ gdje se mogu dogoditi masovna odumiranja sesilnih i sporo kre¢u¢ih
organizama koji ne mogu dovoljno brzo migrirati iz zone hipoksije, a ta odumiranja sluze kao
izvor dodatnog organskog materijala za razgradivaCe i1 ubrzavaju hipoksiju (Carpenter 2005;
Lopez-Ridaura i sur. 2009). Opisani proces zove se eutrofikacija (Slika 1). Eutrofikacija je
prirodna periodi¢na pojava, no pogonjena ljudskim utjecajem (osim ispusStanja organskih tvari u
prirodne vodotoke, i antropogeni¢no globalno zatopljenje faktor je u eutrofikaciji zbog smanjenja
topljivosti kisika s porastom temperature) dogada se na mnogo ve¢im vremenskim 1 prostornim
rasponima. Mozda najpoznatija hipoksicna zona nalazi se u Baltickom moru gdje se
koncentracija kisika u vodenom stupu prati od pocetka 20. stolje¢a. PovrSina balticke zone
hipoksije od pocetka mjerenja porasla je s oko 5000 km? na preko 60000 km? u nesto vise od 100
godina, za Sto se uzrokom smatraju zatopljenje mora, pretjeran izlov ribe 1 ispustanje otpadnih

voda (Carstensen 1 sur. 2014).

Osim degradacije ekosustava, eutrofikacija moze uzrokovati i kontaminaciju pitke vode
fitotoksinima koje proizvode razne alge, kao i bioakumulaciju fitotoksina u organizmima koje

covjek koristi za hranu, posebno Skoljkasima (Heisler 1 sur. 2008). Degradacija ekosustava



ukljucuje i smanjenu brojnost i raznolikost kraljeznjaka, od kojih su za ljude vazne neke vrste
riba koje se koriste za komercijalni izlov (Koster i sur. 2001). Dakle, eutrofikacija dovodi ne
samo do degradacije vodenih ekosustava, ve¢ i do neuporabljivosti voda za pice i navodnjavanje
te do manjka ili toksi¢nosti morske hrane. Uz ostale mjere smanjenja danas sve ocitijeg
covjekova negativnog utjecaja na stabilnost globalnih ekosustava (smanjenje uglji¢nog otiska,
odrziv izlov ribe i uzgoj ostale hrane), nuzna je i stroga kontrola sastava otpadnih voda, posebno

Sto se ti¢e koncentracije dusikovih i fosforovih spojeva (Vahtera i sur. 2007).

Slika 1 Shematski prikaz procesa eutrofikacije. Ako se otpadne vode iz kucanstava (A), industrije (B),
poljoprivrede i stocarstva (C) neobradene ispustaju u okolis ili ispiranjem kisom dospijevaju u podzemne
vode (D), znacajno povecavaju razinu organskih tvari i anorganskih nutrijenata poput amonijaka i fosfata
u vodenim ekosustavima. Povecava se biomasa vodenih biljaka i algi (E) koje ogranicavaju prostor i
svjetlost dostupne ostalim organizmima ekosustava. Kada alge i biljke pocnu odumirati i tonuti na dno
(F), koriste kao izvor hrane razgradivacima koji trose kisik, Sto moze rezultirati hipoksijom vode i
umiranjem zZivotinja (G).



1.2. Obrada otpadnih voda

Iz navedenih razloga u mnogim drZzavama postoje odredbe, ili barem preporuke, oko obrade
otpadnih voda kao nusprodukata industrije, agrikulture ili kuéanstava prije ponovne uporabe ili
ispustanja u okoli$ (npr. Direktiva 91/271/EEC Europskog vije¢a 1991; Smjernica EPA-821-R-
21-003 Agencije za zastitu okolisSa SAD-a 2021). Otpadne vode stoga u posebnim postrojenjima

prolaze uglavnom kroz tri, a ponekad i Cetiri stadija obrade (Gerba i Pepper 2009):

0. Preliminarna obrada ukljucuje prolazak otpadne vode kroz Siroke resetke u kojima se
zadrzava krupni kruti materijal, npr. ku¢ansko smece, krupni komadi hrane, plastike,
drveta, papira, itd.

1. Primarna obrada sastoji se od nekoliko sati sedimentacije otpadnih voda u velikim
bazenima, tijekom kojih se materijal srednje veliine slijeze na dno ili nakuplja na
povrsini vode ovisno o gusto¢i. Takav materijal otklanja se mehanicki.

2. Sekundarna obrada uglavnom se odvija u bioreaktorima (Slika 2), umjetnim
spremnicima u kojima masa zivih mikroorganizama ili ,,aktivni mulj* (eng. activated
sludge) obavlja neku ciljanu biokemijsku pretvorbu ulaznog materijala; u ovom slucaju
otpadnih voda. Vazno je da aktivni mikroorganizmi flokuliraju, tj. da se nakupljaju u
krupnije cestice kako bi mogli sedimentirati i tako se razdvojiti od prociS¢ene vode.
Postoji mnogo vrsta bioreaktora koji se razlikuju po sastavu zajednice mikroorganizama i
po mehanickom dizajnu. Sekundarna obrada Cesto ukljucuje prolazak vode kroz vise
razli¢itih bioreaktora; npr. za neke procese je potrebna aktivnost i aecrobnih i anaerobnih
organizama kojima su potrebni razli¢iti uvjeti.

3. Tercijarna obrada sastoji se od dodatnog proc¢iS¢avanja vode koriste¢i fizikalno-
kemijske metode poput adsorpcije na aktivnom ugljenu i reverzne osmoze. Provodi se
najces¢e kada je voda namijenjena za pice, navodnjavanje poljoprivrednih povrSina ili
ispustanje u okoli§ u kojemu ljudi ceS¢e provode rekreativno vrijeme (npr. kupalista,
tereni za golf), namjene za koje je visoka Cistoa vode vazna za odrzavanje javnog

zdravlja.

Tijekom sekundarne obrade otpadnih voda organska tvar uklonjena iz otpadne vode akumulira se

kao biomasa mikroorganizama aktivnoga mulja (sekundarni mulj), i mora se konstantno ili



periodi¢no odvoditi i obradivati. Dio nastale biomase moze se koristiti za inicijaciju novih

bioreaktora, no ve¢ina se dodatno obraduje za druge svrhe.

Tako nakupljeni sekundarni mulj moze se dehidrirati i koristiti kao kompost, anaerobno
digestirati s bioplinom (uglavnom metanom) kao produktom ili dehidrirati i koristiti direktno kao
izvor energije putem spaljivanja. U dobro dizajniranim postrojenjima za preradu sekundarnog
mulja moguce je proizvesti viSe energije no Sto strojevi za preradu troSe, Sto ih Cini energetski
neutralnim ili ¢ak pozitivnim. Dio hongkonske elektricne mreze tako je pogonjen lokalnim

postrojenjem za preradu aktivnog mulja. Sekundarni mulj tamo se spaljuje, a proizvedena

energija dovoljna je i za svakodnevni rad postrojenja i za struju oko 4000 kucanstava (Hong

Kong EPD 2005).

Slika 2 Fotografija bioreaktora Zagebackih otpadnih voda (ZOV). Prikazan je bioreaktor cureceg tipa
(eng. Trickle-down) u kojemu se otpadna voda prska na podlogu velike povrsine na kojoj raste biofilm
aktivnih  mikroorganizama. Preuzeto s mrezne stranice ZOV-a (https.//www.zov-zagreb.hr/hr/o-
nama/nasa-postrojenja.html).



1.3. Uklanjanje duSika iz otpadnih voda

Bakterije i drugi mikroorganizmi obavljaju vaznu ulogu u ciklusu dusika u prirodi (Slika 3), a
analogne uloge igraju i u sklopu bioreaktora za uklanjanje dusika iz otpadnih voda. Dusik se u
otpadnim vodama nalazi uglavnom u obliku amonijaka i amonijevih iona koji su krajnji produkt

razgradnje mnogih bioloskih makromolekula koje sadrze amino skupine.

Slika 3 Poznati putevi mikrobnoga ciklusa dusika ukljucuju fiksaciju dusika (1), aerobnu oksidaciju
amonijaka (2), aerobnu oksidaciju nitrita (3), denitrifikaciju (4), anaerobnu oksidaciju amonijaka (5), i
disimilatornu redukciju nitrita i nitrata u amonijak (6). Preuzeto iz Jetten 2008.



1.3.1. Nitrifikacija i denitrifikacija

Kod klasi¢nog tipa bioloSkog uklanjanja duSika iz otpadnih voda koji je i danas u najSiroj
uporabi, dusik u obliku amonijaka je u aerobnim uvjetima prvo nitrificiran (Sto ukljucuje
nitritaciju tj. oksidaciju amonijaka u nitrit te nitrataciju tj. oksidaciju nitrita u nitrat), a zatim
denitrificiran (reduciran u dusikove okside i molekularni dusik) u anoksi¢nim uvjetima. Procese
nitritacije 1 nitratacije provode dvije odvojene skupine bakterija: bakterije koje oksidiraju
amonijak (eng. Ammonium oxidizing bacteria, AOB) i bakterije koje oksidiraju nitrit (eng. Nitrite
oxidizing bacteria, NOB). Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosovibrio i
Nitrosolobus poznati su rodovi AOB (Samocha i Prangnell 2019), a Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospira 1 Nitrospina neki su od poznatih rodova NOB. Denitrifikaciju provode bakterije
raznolikih rodova. Te bakterije uglavnom su fakultativni anaerobi koji u odsustvu kisika koriste

nitrat kao akceptor elektrona kod stani¢nog disanja (Rajta i sur. 2020).

Nitrifikacijskim bakterijama potreban je kisik, pa je za prozracCivanje vecih bioreaktora u kojima
se odvija nitrifikacija potrebno puno energije za pogon pumpi za kisik. Heterotrofnim
denitrifikacijskim organizmima, s druge strane, potreban je izvor energije u obliku organske tvari
(uglavnom se dodaje metanol) koju sagorijevaju, otpusStaju¢i ugljikov dioksid (Jorgensen i
Halling-Sorensen 1993). Osim toga, ti procesi rezultiraju brzom akumulacijom biomase aktivnog
mulja koji je potrebno redovito uklanjati i preradivati. Ovi faktori ¢ine nitrifikacijsko-
denitrifikacijske bioreaktore relativno skupima za odrzavanje i izvorom dodatnih staklenickih

plinova.



1.3.2. Anaerobna oksidacija amonijaka

Do tada nepoznati organizmi koji bi oksidirali amonijak u molekularni dusik u anaerobnim
uvjetima teorijski su predvideni 1977. godine evolucijskim analogijama i termodinamic¢kim
izra¢unom povoljnosti takve reakcije (Broda 1977). Tek je 1994. godine, gotovo 20 godina nakon
teorijske predikcije, proces anaerobne oksidacije amonijaka (eng. Anaerobic ammonium
oxidation, anammox) empirijski dokazan u bioreaktoru za denitrifikaciju otpadnih voda (Mulder 1
sur. 1995), a nekoliko godina nakon otkriveni su organizmi odgovorni za taj proces - takoder

pomocu uzgoja u bioreaktoru (Strous i sur. 1998, 1999).

S vremenom udvostrucivanja od preko 2 tjedna, anammox bakterije pokazale su se izazovnima za
izolaciju 1 kultivaciju u uvjetima in vitro. Tek prociS¢avanjem iz biofilma nastalog u bioreaktoru
omogucena je izolacija i sekvenciranje njihova gena za 16S rRNA, nakon ¢ega su klasificirane
kao Planctomycetes s novootkrivenim redom unutar tog koljena nazvanim Brocadiales i prvom

karakteriziranom vrstom nazvanom Candidatus Brocadia anammoxidans (Kuenen 2008).

U meduvremenu su anammox bakterije pronadene u raznolikim prirodnim vodenim stanistima na
granicama aerobne i anoksi¢ne zone. Ekspedicije u Crnom moru i u obalnim morima Kostarike
procijenile su da je anammox proces zasluzan za preko 30% ukupnog obrata duSika u tim
podru¢jima (Dalsgaard i sur. 2003; Kuypers i sur. 2003). Otkri¢e ovog vaznog ekoloskog faktora
bilo je moguce samo kultivacijom u bioreaktorima koji sadrze kompleksne zajednice
mikroorganizama. Do danas je prepoznato 16 vrsta anammox bakterija svrstanih u pet rodova.
Svi do sada otkriveni taksoni anammox bakterija nose titulu Candidatus zato §to nisu uspjesno
kultivirani klasi¢nim metodama: Ca. Anammoxoglobus, Ca. Brocadia, Ca. Jettenia, Ca.

Kuenenia i Ca. Scalindua (Sonthiphand, Hall, i Neufeld 2014).

Primjena anammox bakterija u uklanjanju dusika iz otpadnih voda vrlo je brzo prepoznata. Prvo
istrazivanje takve primjene objavljeno je 2001. godine i trajalo je tada ve¢ preko dvije godine,
dokazuju¢i stabilnost i odrzivost anammox bioreaktora (Van Dongen, Jetten, i Van Loosdrecht
2001). Proces se sastojao od SHARON (eng. Single reactor system for high activity ammonium
removal over nitrite, sustav pojedinacnog bioreaktora visoke aktivnosti za uklanjanje amonijaka

preko nitrita) bioreaktora ¢iji je efluent, s oko 53% amonijaka oksidiranog u nitrit, sluzio kao

influent anaerobnom bioreaktoru s anammox bakterijama. Amonijak je bilo potrebno djelomi¢no
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nitritirati prije ulaza vode u anammox bioreaktor zato Sto anammox reakcija za oksidaciju
amonijaka koristi nitrit kao akceptor elektrona, oksidiraju¢i amonijak i reducirajuéi nitrit u
molekularni dusik. Ispod su prikazane kemijske jednadzbe nitritacije (1), anaerobne oksidacije

amonijaka (2) i1 zbroj tih dviju jednadzbi (3).

3
NHf +§02 - NO; +2H* + H,0 (1)
NH} + NO; - N, + 2H,0 (2)
3
2NH} + 202 = N, + 2H* + 3H,0 (3)

Od tada je razvijeno nekoliko razli¢itih sustava za uklanjanje dusika koji koriste anammox
reakciju (Kartal, Geerts, i Jetten 2011; Ni i sur. 2010; Schmidt i sur. 2003; Van Der Star 1 sur.
2008). Prvi upogonjeni bioreaktor industrijske veli¢ine bio je upravo prvog opisanog tipa —
kombinirani SHARON 1 anammox proces — u Rotterdamu (van der Star i sur. 2007). U
revijalnom radu iz 2019. godine procijenjeno je da je preko 200 bioreaktora koji koriste
djelomic¢nu nitritaciju i anammox (eng. Partial nitritation and anammox, PNA) tada bilo u
pogonu; medutim, ve¢inom su se koristili u sklopu sporednog toka otpadne vode u postrojenjima
u kojima glavninu obrade joS uvijek odraduju konvencionalniji tipovi bioreaktora (Winkler 1
Straka 2019). Sporedni tok odnosi se na vodu iz razli€itih izvora iz samog postrojenja za obradu
otpadne vode, npr. supernatant digestora sekundarnog aktivnog mulja, vodu preostalu nakon

dehidracije mulja itd.

Prepreka efikasnom uklanjanju dusika iz glavnog toka otpadne vode je visok omjer masa
organskog ugljika i duSika koji pogoduje preferencijalnom rastu heterotrofnih bakterija koje
kompetiraju sa sporo rastu¢im anammox bakterijama (Cao, van Loosdrecht, 1 Daigger 2017). Uz
to, glavni tok obi¢no ima nizu koncentraciju amonijaka i1 nitrita od sporednog te je puno
varijabilnije temperature u odnosu na sporedni, a aktivnost anammox bakterija opada dramaticno
s padom temperature (Lotti i sur. 2015). Odrzivost PNA procesa mora se, dakle, osloniti na
poticanje rasta aerobnih nitritiraju¢ih 1 anammox bakterija te na supresiju rasta heterotrofnih
nitratirajucih bakterija, a posebno na hladnijim temperaturama. Takoder je potrebno selektivno
zadrzavanje anammox 1 nitritiraju¢ih bakterija, a ispiranje nezeljenih heterotrofnih bakterija

(Agrawal i sur. 2018).
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1.4. Metagenomika

Procjenjuje se da preko 99% vrsta mikroorganizama prisutnih u prirodi nije kultivirano, a da dio
mozda nije ni moguce kultivirati standardnim metodama in vitro (Hugenholtz, Goebel, i Pace
1998). Gotovo da nema podrucja Zemlje ili ekoloske niSe koja nije ispunjena raznolikim
mikroorganizmima Ciji je biodiverzitet nemoguce procijeniti klasicnom kultivacijom, a jos je teze
tako proucavati ekologiju tih mikrookoliSa. Metagenomika, tj. izolacija, sekvenciranje i analiza

genetskog materijala izoliranoga izravno iz okoliSnih uzoraka zaobilazi te poteskoce,

promatraju¢i ukupni genetski materijal mikrookolisa na neki nac¢in kao jedinstven genom.

Metagenomika je zapocela sa sekvenciranjem rRNA amplikona iz okoliS$nih uzoraka i njthovom
filogenetskom analizom, a ve¢ rana istrazivanja usredotoCena na ekstremne okoliSe s teSko
uzgojivim mikroorganizmima identificirala su amplikone brojnih do tada nepoznatih vrsta
(Amann, Ludwig, 1 Schleifer 1995). Kao Sto je spomenuto, i anammox bakterije otkrivene su na
ovaj nac¢in. U meduvremenu su razvoj metoda sekvenciranja druge i tre¢e generacije, drasti¢no
smanjenje njihove cijene te razvoj racunalnih metoda obrade ogromnih koli¢ina podataka

omogucili sekvenciranje, sastavljanje 1 analizu gotovo cjelovitih metagenoma.

Suvremeni pristup sekvenciranju 1 analizi c¢itavog metagenoma analogan je pristupu
sekvenciranja i analize genoma jednog organizma, uz neke bitne razlike. Cjelokupna DNA
uzorka se izolira i1 konstruira se metagenomska DNA biblioteka koja se zatim sekvencira, u
posljednje vrijeme najces¢e pomocu neke od platformi proizvodaca Illumina (Pérez-Cobas,

Gomez-Valero, i Buchrieser 2020).

Sirovi podaci dobiveni sekvenciranjem prvo moraju proci kroz kontrolu kvalitete. Softveri koji
pretvaraju grube izlazne podatke uredaja za sekvenciranje u slijed baza ukljucuju u svoje izlazne
podatke, osim ocitanoga slijeda, i podatak o sigurnosti u svaku pojedinu ocitanu bazu.
NajraSireniji takav softver i po njemu nazvana mjera sigurnosti u pojedine baze slijeda je phred
(Ewing 1 sur. 1998), gdje je mjera sigurnosti definirana kao Q u jednadzbi (4) gdje je P
vjerojatnost pogreske kod ocitavanja baze (Ewing i Green 1998). Phred vrijednost 20 koja

odgovara 99% sigurnosti u o€itanu bazu Cesto se uzima kao prag vjerodostojnosti slijeda.

Q = —10logyo P )



U datotekama koje sadrzavaju nukleotidne sljedove formata FASTQ, phred mjera kvalitete
sadrzana je kod novijih podataka najc¢es¢e u obliku ASCII (od eng. American Standard Code for
Information Interchange, americki standardni kod za razmjenu informacija) znakova kodiranih
vrijednos¢u Q + 33 (Cock i sur. 2009). Pomocu softvera za kontrolu kvalitete sljedova sadrzanih
u FASTQ datotekama sljedovi se tako mogu ovisno o kvaliteti pojedinih nukleotida ili vecih
dijelova filtrirati (iz daljnje analize potpuno iskljuciti) ili rezati (odbaciti samo dijelove slijeda

manje kvalitete ili dijelove koji odgovaraju tehnickim, a ne metagenomskim sljedovima).

Tako obradeni sljedovi zatim se sastavljaju, tj. trazenjem preklapanja medu manjim sljedovima
slazu se dulji sljedovi koji izvorno proizlaze iz iste vrste organizma. Sto je ve¢a pokrivenost (eng.
Coverage) metagenoma tj. Sto su pojedine baze pokrivene u prosjeku s vise ocitanih sljedova
(eng. Reads), moguce je sastaviti dulje neprekinute sljedove (eng. Contiguous sequences,
Contigs). Ovdje nailazimo na jednu od bitnih razlika izmedu genomike i metagenomike:
pokrivenost metagenoma u pravilu je mnogo manja od pokrivenosti genoma, posebno kod
kompleksnijih zajednica mikroorganizama gdje se moze dogoditi da je pojedina vrsta
predstavljena samo jednim ocitanim slijedom (Kunin i sur. 2008). To znaci da ¢e se moguce
pogreske kod ocitavanja baza u tim sljedovima propagirati u nizvodne analize zbog nedostatka
uprosjecenja s drugim sljedovima koje pokrivaju istu regiju, a i da ¢e sastavljanje metagenoma
dovesti do prosje¢no krac¢ih neprekinutih sljedova. Metagenomi kompleksnih zajednica zato

gotovo nikad nisu cjeloviti i nemaju preciznost usporedivu s genomima.

Druga vazna razlika izmedu genomike i metagenomike je korak klasifikacije (eng. Binning)
slozenih sljedova kod metagenomike. Slozenim sljedovima metagenoma pridruzuju se
pripadajuce vrste ili viSe taksonomske razine poravnanjem s bazama anotiranih sljedova i tako se
procjenjuje taksonomski sastav zajednice i1 udjeli pojedinih vrsta u njoj. Geni koji kodiraju
proteine mogu se predvidjeti ab initio, iz neanotiranih slozenih sljedova, analizom otvorenih
okvira Citanja (eng. Open reading frames, ORF) u kojima se traze neke karakteristike poznatih
gena, npr. blizina poznatih promotorskih sljedova, mjesta vezanja transkripcijskih faktora,
odredena duljina od start do stop kodona itd. (Mir i sur. 2012). Funkcija gena pronadenih u
metagenomu moze se predvidjeti klasifikacijom gena u neku od ortolognih skupina gena, tj.
skupina gena pretpostavljene iste ili slicne funkcije zbog evolucijske konzerviranosti (Fang 1 sur.

2010).
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Sveukupno, metagenomski pristup dovodi do karakterizacije mikrookoli$a na razini taksonomije,
ekologije, funkcionalnog potencijala, a kod metagenoma s visokom pokrivenos$¢u i strukture
sastavnih genoma. U kontekstu bioreaktora, te informacije mogu dovesti do razumijevanja
mikrobnih interakcija i metabolickih mreza koje ¢ine njihovu funkcionalnost i potencijalno

pruziti temelj za optimizaciju uvjeta za efikasnije djelovanje i ekonomic¢nije odrzavanje.
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1.5. Metagenom bioreaktora s djelomi¢nom nitritacijom i anaerobnom

oksidacijom amonijaka

Prethodna istrazivanja metagenoma aktivnog mulja bioreaktora koji koriste anammox reakciju
pokazala su da su vrste klju¢ne za djelovanje PNA sustava uz anammox bakterije rodova
Brocadia, Kuenenia 1 Jettenia (Li 1 sur. 2009; Ma i sur. 2017; Park i sur. 2010; Vlaeminck 1 sur.
2010) nitritiraju¢e bakterije poput nekih Proteobacteria, posebno roda Nitrosomonas (Chu i sur.
2015; Gonzalez-Martinez 1 sur. 2015; Li 1 sur. 2009; Vlaeminck i sur. 2010). Uz njih, u
bioreaktorima su Cesto identificirane i1 heterotrofne bakterije kao Sto su Chloroflexi, Chlorobi i
Bacteroidetes (Chu 1 sur. 2015) za koje se smatra da degradiraju ostatke umrlih anammox i

drugih bakterija u bioreaktoru, sprjecavajuci nakupljanje tih ostataka (Kindaichi i sur. 2012).

Vecina dosadasnjih istrazivanja bila je usredotocena na taksonomsku analizu PNA bioreaktora, s
rjedim funkcionalnim analizama (Speth i sur. 2016; Wang i sur. 2020). Funkcionalna analiza
metagenoma omogucuje identifikaciju gena i metabolickih puteva potencijalno vaznih za suzivot
1 djelovanje mikrobioma. Uz metagenomiku, metatranskriptomika 1 metaproteomika su vrijedni
alati za karakterizaciju aktivnih gena mikrobioma i za povezivanje gena s njthovom ekoloskom
funkcijom putem analize njihove ekspresije u razli¢itim uvjetima. Te dvije discipline, medutim,
imaju ogranicenja, medu njima i tehnicku zahtjevnost i ponekad visoku cijenu izolacije mRNA i

proteina.

Grublje informacije o potencijalnoj razini ekspresije gena u populaciji mikroorganizama koji
nastanjuju neku ekoloSku niSu moguce je dobiti i iz njihovog genoma. Poznato je da se sinonimni
kodoni aminiokiselina ne koriste jednoliko, ve¢ su u manjoj ili ve¢oj mjeri optimizirani pod
pritiskom raznih sila prirodne selekcije, npr. translacijskom efikasnos¢u (Sharp i Li 1987). Kako
translacijska efikasnost najveci utjecaj ima na viSe eksprimirane gene, moguce je iz samoga
slijeda genoma predvidjeti snazniju ekspresivnost tj. potencijal brze translacije gena cija je
uporaba kodona vise optimizirana. Kao referentna toCka za procjenu optimizacije uporabe
kodona obi¢no se uzimaju poznato visoko eksprimirani ribosomski geni. Pokazano je i da genomi
razli¢itih vrsta istoga mikrobioma mogu pokazati pristranost prema istim kodonima pod

utjecajem uvjeta u zajednickoj ekoloskoj nisi (Roller i sur. 2013). Zahvaljujuéi tome, moguce je
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analizom samog metagenoma dobiti procjenu relativne ekspresivnosti gena i metabolickih puteva

vaznih za zivot mikrobioma.

1.6. Ciljevi rada

U ovom radu analizirala sam PNA bioreaktor laboratorijske veli¢ine (Mardanov i sur. 2019). Cilj
analize je prouciti strukturu zajednice mikroorganizama zasluznih za djelovanje bioreaktora na
razini taksonomske raznolikosti i funkcionalnih svojstava. U tu svrhu sekvencirani metagenom
prosao je kroz kontrolu kvalitete, zatim sam ga sastavila, a slozene sljedove taksonomski
klasificirala putem poravnanja s proteinskom bazom podataka. Gene koji kodiraju proteine
predvidjela sam analizom ORF-ova. Predvidenim genima pridruzila sam vjerojatnu funkciju
pomocu klasifikacije u bazu ortolognih skupina gena KEGG. Takoder sam procijenila i razinu
ekspresivnosti gena analizom nejednake uporabe kodona kako bih identificirala metabolicke

puteve kljucne za djelovanje bioreaktora.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1.1zvor podataka

Bioreaktor ¢iji metagenom sam analizirala u ovom radu je PNA bioreaktor volumena 9 litara.
Bioreaktor je sekvencijalno serijalnog tipa (eng. Sequencing batch reactor, SBR) §to znac¢i da mu
je radni ciklus podijeljen na faze: od ukupno 6 sati trajanja ciklusa, 30 minuta odvojeno je za
sedimentaciju, 30 minuta za unos umjetne otpadne vode te 5 sati i 10 minuta za mijeSanje
otpadne vode i aktivhog mulja (Mardanov i sur. 2019). Proc¢is¢ena voda odvodi se istovremeno s
unosom otpadne vode. Bioreaktor je inokuliran aktivnim muljem iz prethodno opisanoga PNA

bioreaktora (Mardanov i sur. 2016).

Izolacija DNA, priprema DNA biblioteke za sekvenciranje s obje strane fragmenata (eng. Paired-
end sequencing) te samo sekvenciranje opisani su u radu Mardanova 1 sur. iz 2016. Nukleotidni
slijed metagenoma pristupnog koda SRR9831403 dohvatila sam s baze podataka SRA
(NCBI/SRA 2021).

2.2. Kontrola kvalitete

Pocetnu kvalitetu ocitanih sljedova provjerila sam pomocu softverskog alata FastQC (Anders
2010). Izrezivanje 1 filtriranje sljedova manje kvalitete napravila sam pomocu programa
Trimmomatic (Bolger, Lohse, i Usadel 2014). Izrezivanje tehnickih sljedova (Illumina adaptera
Truseq2, Illumina 2015) obavljeno je poravnavanjem ocitanih sljedova metagenoma sa
sljedovima Illumina adaptera, dopustajuci pogreSno poravnanje dvije baze slijeda metagenoma sa
sljedovima Illumina adaptera. Ocitani sljedovi s phred +33 ocjenom kvalitete manjom od 20 (Sto
odgovara 99% sigurnosti u ocCitane baze) izrezani su koriste¢i klize¢i prozor veli¢ine 20, tj. uzeti
su prosjeci kvalitete za svakih 20 uzastopnih baza pocevsi od pocetka slijeda, a slijed je izrezan
na poziciji pada izracunatoga prosjeka ispod 20. Ocitane sljedove kojima je nakon izrezivanja

duljina bila manja od 50 sam odbacila. Sljedove koji su nakon obrade ostali bez svoga para
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sekvenciranog sa suprotne strane izdvojila sam i nisu koristeni u daljnjim analizama poSto ve¢ina
kasnije koriStenih alata moze kao ulazne podatke uzeti ili sparene ili nesparene sljedove, ali ne i
mjesSavinu sparenih i nesparenih. Kvalitetu tako obradenih sljedova ponovno sam provjerila 1

vizualizirala pomocu programa FastQC.

2.3. Filtriranje kontaminacije humanim sljedovima

Potencijalnu kontaminaciju metagenoma humanim sljedovima uklonila sam pomocu programa
Bowtie2 (Langmead i Salzberg 2012). Metagenom sam poravnala s 38. verzijom sastavljenog
humanog genoma Konzorcija za referentne genome (eng. Homo sapiens genome assembly hg38
of the Genome Reference Consortium, GRCh38, NCBI 2019), ne dopustajuci poravnanje samo
jednoga medu sparenim ocitanim sljedovima (parametar -no-mixed). Sljedove koji su uspjesno

poravnati s humanim genomom sam odbacila.

2.4.Sastavljanje metagenoma

Ocitane sljedove metagenoma sastavila sam u prekinute sljedove (eng. Scaffolds) pomocu
programa MetaSPAdes koriste¢i osnovne postavke i parametre (Nurk i sur. 2017). Sastavljanje
prekinutih sljedova metagenoma ukljucuje slaganje ocitanih sljedova u neprekinute sljedove (eng.
Contigs) trazenjem preklapanja medu ocitanim sljedovima i slaganjem sljedova u neprekinuti niz
nukleotida, te slaganje prekinutih sljedova sastavljenih od neprekinutih sljedova poznatoga
poretka i orijentacije razmaknutih razmacima nepoznatoga slijeda i duljine. Algoritam kojim
program MetaSPAdes sastavlja neprekinute sljedove temelji se na konstrukciji de Bruijnovih
grafova u kojima su svi mogu¢i podnizovi o€itanih sljedova duljine £ — 1 (k-1-meri) predstavljeni
vrhovima grafa, a podnizovi duljine & (k-meri) predstavljeni su usmjerenim bridovima koji
spajaju dva k-1-mera tog k-mera. Algoritam trazi Eulerov put kroz graf, tj. put koji prolazi
svakim bridom to¢no jednom. MetaSPAdes konstruira de Bruijnove grafove s k vrijednostima 21,

33155, a za sastavljanje neprekinutih sljedova kombinira rezultate triju grafova.
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U programskom jeziku R izracunala sam broj, ukupnu duljinu, medijan i prosjek duljina
prekinutih sljedova, te vrijednost N50. N50 je Cesta statistika za procjenu kvalitete sastavljenoga
genoma ili metagenoma, a ozna¢ava minimalnu duljinu prekinutoga slijeda takvu da je 50%

ukupne duljine sastavljenoga metagenoma pokriveno prekinutim sljedovima te ili ve¢e duljine.

Radi procjene koli¢ine ocitanih sljedova koji su uspjesno sastavljeni u prekinute sljedove
metagenoma, ocitane sljedove poravnala sam sa sastavljenim prekinutim sljedovima pomocu

programa Bowtie2. KoriStene su osnovne postavke 1 parametri.

2.5. Poravnanje na proteinsku bazu podataka

Sastavljeni metagenom poravnala sam na neredundantnu proteinsku bazu podataka NCBI-nr
(NCBI 2019b) pomoc¢u modula blastx programa DIAMOND (Buchfink, Reuter, i Drost 2021).
Program DIAMOND sluzi poravnanju sljedova s bazama podataka - kod modula blastx s
proteinskim bazama podataka. Program koristi algoritam srodan algoritmu BLAST pretrage
(Altschul 1 sur. 1990), tj. algoritam osnovan na principu trazenja lokalnih poravnanja visoke
slicnosti (eng. High-scoring pair) s preinakama koje ga €ine brzim i prikladnijim za brojne

skupove sljedova kao Sto su skupovi metagenomskih prekinutih sljedova.
Koristeni su sljede¢i parametri:

-F 15: Zadana vrijednost kazne za pogresno poravnanje koje pomice okvir Citanja (eng.
Frameshift penalty) bila je 15, prema preporukama autora programa kod poravnavanja

nukleotidnih sljedova s proteinskim bazama podataka.

--range-culling: Kod kreiranja izlazne datoteke koja sadrzi poredak najboljih ,,pogodaka“ u
proteinskoj bazi podataka za svaki prekinuti slijed metagenoma, automatski je zadano da program
prijavljuje samo 25 proteina s najboljom ocjenom poravnanja za svaki prekinuti slijed. Parametar
--range-culling mijenja tu postavku tako da se slabije ocijenjena poravnanja uklanjaju iz izlazne
datoteke samo ako 25 jednako ili bolje ocijenjenih poravnanja pokriva barem 50% njihovoga
raspona u slijedu. Drugim rije¢ima, ako je slijed nekog proteina iz baze podataka poravnat s

dijelom slijeda metagenoma u kojemu je mali broj bolje ocijenjenih pogodaka, bit ¢e zadrzan u
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izlaznoj datoteci. U suprotnom, dio slijeda metagenoma koji moze biti odli€no poravnat s
mnogim proteinima iz baze podataka (npr. evolucijski vrlo konzervirani sljedovi) moze zauzeti

svih 25 mjesta izlazne datoteke kod automatski zadanih parametara.

--top 10: Poravnanja su uklonjena iz izlazne datoteke samo ako imaju najmanje 10% loSiju

ocjenu od drugih poravnanja kojima se raspon preklapa s 50% raspona tog proteina.

-f 100: Format izlazne datoteke bio je DIAMOND alignment archive (.daa).

2.6. Taksonomska klasifikacija

Izlaznu datoteku programa DIAMOND koja sadrzi informacije o poravnanju prekinutih sljedova s
proteinskom bazom podataka NCBI-nr unijela sam u program Megan (Huson i sur. 2007) koji
svakom od poravnanja pridruzuje taksonomsku klasifikaciju organizma u kojemu je protein iz
baze podataka identificiran. Za taksonomsku klasifikaciju Citavih prekinutih sljedova odabrala
sam Megan algoritam posljednjeg zajednickog pretka prilagoden za duge sljedove (eng. Interval-
Union Last Common Ancestor, IU-LCA). Algoritam IU-LCA definira znacajno poravnanje kao
ono kojemu je bitscore do 10% losiji od najbolje ocijenjenog poravnanja koji pokriva dio
njegovoga intervala ili ¢itav njegov interval, uz uvjete da je bitscore 50 ili vise 1 evalue 0,01 ili
manje. Zatim svakoj taksonomskoj skupini identificiranoj medu znaajnim poravnanjima
pridruzuje uniju intervala odgovaraju¢ih poravnanja, a skupinama viSih taksonomskih razina
pridruzuje uniju intervala njihovih potomaka. Prekinuti slijed je zatim anotiran kao taksonomska
skupina najnize razine ¢ija je unija intervala duljine barem 80% ukupne duljine poravnatih

dijelova prekinutih sljedova.

Tako dobivene informacije o taksonomskoj klasifikaciji vizualizirala sam na lokalnom racunalu u
programu Megan. Kako bi kvantifikacija taksonomske klasifikacije bila neovisna o varijaciji u
duljinama skela, Megan kvantificira klasifikaciju prema broju poravnatih baza, a ne prema broju
prekinutih sljedova poravnatih na svaku taksonomsku kategoriju. U suprotnome bi taksonomija
duljih prekinutih sljedova, sastavljenih od mnoStva ocitanih sljedova, bila podzastupljena.

Informacije o taksonomskoj klasifikaciji transformirala sam u tablicni format pomocu
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DIAMOND modula -view radi unosa u programski paket R (verzija 3.5.2) gdje sam klasifikaciju

vizualizirala.

2.7.Predvidanje gena koji kodiraju proteine

Program Metagenemark (Zhu, Lomsadze, i Borodovsky 2010) koristila sam za predvidanje ORF-
ova koji kodiraju proteine. Koristila sam parametre MetaGeneMark vi, a zadani format rezultata
predvidanja bio je generalni format za znacajke (eng. General feature format, GFF). Tako sam
dobila koordinate predvidenih gena. U programskom paketu R pomocu paketa biostrings (Pagés i
sur. 2020) 1 GenomicRanges (Lawrence i1 sur. 2013) iz originalne datoteke s prekinutim

sljedovima pomoc¢u dobivenih koordinata gena izvukla sam sljedove predvidenih gena.

2.8. Funkcionalna anotacija predvidenih gena koji kodiraju proteine

Predvidene gene koji kodiraju proteine mapirala sam na bazu ortolognih skupina proteina KEGG
pomocu programa DIAMOND i njegovog modula blastx. S obzirom da su u bazi nedostajala dva

enzima vezana uz anammox reakcije, hidrazin sintaza i hidrazin dehidrogenaza, sljedove tih

proteina dohvatila sam s mrezne stranice Protein data bank (https://www.rcsb.org/) s pristupnim
kodovima 5C2V i 6HIF. Sljedovima proteina u fasta formatu ru¢no sam pridodala njihove KEGG
kodove: K20932 za podjedinicu a hidrazin sintaze; K20933 za podjedinicu B hidrazin sintaze;
K20934 za podjedinicu y hidrazin sintaze; K20935 za hidrazin dehidrogenazu. Od sljedova
proteina napravila sam referentnu baza podataka pomoé¢u DIAMOND modula makedb, a zatim
sam na tu bazu ponovno poravnala predvidene gene metagenoma pomocu DIAMOND modula
blastx 1 rezultate sam spojila s prvim poravnanjem na KEGG pomocu programskog jezika R
jednostavnim spajanjem tablica koje sadrze rezultate ta dva mapiranja. Daljnje korake radila sam

u programskom jeziku R.

Najbolje poravnanje za svaki predvideni gen odredila sam dvama parametrima: iskljucila sam sva
poravnanja s E vrijednosti veéom od 10, a zatim sam svakom predvidenom genu pridruzila
poravnanje s najvecom vrijednosti bitscore. 1z daljnje analize izbacila sam poravnanja bez KEGG

identifikacijskog broja.
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2.9. Analiza nejednake uporabe kodona

Pomocu paketa Biostrings programskog jezika R izracunala sam udio GC baza u predvidenim
genima. Uporabu kodona prvo sam kvantificirala pomocu programskog jezika R racunanjem
relativne uporabe sinonimnih kodona (eng. Relative Synonymous Codon Usage, RSCU) za svaki

kodon, §to je mjera definirana kao omjer opservirane i o¢ekivane ucestalosti uporabe kodona.

RSCU sam prvo izracunala za cijeli skup predvidenih gena definiraju¢i oc¢ekivanu ucestalost
uporabe kodona kao jednaku uporabu sinonimnih kodona za svaku aminokiselinu. Zatim sam
izracunala RSCU za ribosomske gene koje sam izdvojila iz skupa predvidenih gena pomocu
njihovih KEGG identifikacijskih brojeva. Popis KEGG identifikacijskih brojeva ribosomskih

proteina nalazi se u Prilogu 1 i preuzela sam ga iz KEGG baze kdodova ribosomskih proteina

(https://www.genome.jp/kegg/annotation/br01610.html). Ocekivanu ucestalost uporabe kodona
za ribosomske gene definirala sam kao prosjeCnu uporabu sinonimnih kodona za svaku
aminokiselinu cijeloga skupa predvidenih gena. Dobivene vrijednosti unijela sam u softver za
proraunske tablice Excel (Microsoft Corporation bez dat.), gdje sam napravila tablicu
povezanosti kodona i aminokiselina koje kodiraju, s kodonima grupiranim po prvoj i drugoj
nukleotidnoj bazi. Svakom kodonu pridruzila sam izracunatu ucestalost uporabe i RSCU

vrijednost.

Za analizu nejednake uporabe kodona koristila sam paket coRdon programskog jezika R (Elek,
Kuzman, i Vlahovi¢ek 2019). Pomocu tog paketa prvo sam izracunala frekvencije uporabe
kodona za svaki anotirani gen, a zatim i mjeru udaljenosti uporabe kodona neovisnu o duljini
gena (eng. Measure Independent of Length and Composition, MILC, Supek 1 Vlahovic¢ek 2005) 1
mjeru razine ekspresivnosti osnovanu na MILC vrijednosti (eng. MILC-based Expression Level
Predictor, MELP) s genima koji su anotirani kao ribosomske podjedinice koriStenim kao
referentnim genima visoke optimizacije uporabe kodona. Grafove procijenjene relativne
ekspresivnosti gena u odnosu na ribosomske gene napravila sam u programskom jeziku R. Gene,
tj. njihove KEGG brojeve, takoder sam povezala i s pripadaju¢im brojevima KEGG modula
(Kanehisa 2018) i izracunala sam ekspresivnost i relativhu ekspresivnost KEGG modula.

Relativnu ekspresivnost za svaki gen x izracunala sam kao Ex prema formuli (5) gdje je Gx broj

19



predvidenih gena x s MELP vrijednosti ve¢om od 1, 4, ukupni broj previdenih gena x, G; ukupni

broj predvidenih gena s MELP vrijednosti ve¢om od 1, a 4, ukupni broj predvidenih gena.

(Gt 1)~ (Ay» bt 1)
E, = - £ * 100 (5)
(Aexz-+ 1)
t

Za racunanje relativne ekspresivnosti KEGG modula G; i Ay definirani su kao zbrojevi vrijednosti
G: 1 A, pripadaju¢ih gena. S obzirom da se anammox metabolicki put ne nalazi u listi KEGG
modula, ru¢no sam ga pridodala skupu podataka zbrajanjem vrijednosti G« i A za gene anotirane

KEGG brojevima K20932, K20933, K20934 1 K20935.

Graf procijenjene relativne ekspresivnosti gena uklju¢enih u metabolizam duSika napravila sam
izdvajanjem tih gena pomocu njihovih KEGG brojeva iz tablice koja sadrzava procijenjenu
ekspresivnost (MELP) svih predvidenih gena. KEGG brojeve gena vezanih uz metabolizam
duSika  pronaSla sam u KEGG  opisu  metabolickog  puta  MAP00910
(https://www.genome.jp/kegg-bin/show pathway?map00910).

Rezultate sam zatim prilagodila za unos u mreznu aplikaciju IPATH3 (Darzi i sur. 2018) radi
vizualizacije predvidene relativne ekspresivnosti na shematskim prikazima metaboli¢kih puteva
(eng. Metabolic pathways) 1 mikrobnog metabolizma u raznolikim okoliSima (eng. Microbial
metabolism in diverse environments). Kreirala sam tekstualnu datoteku takvu da je svakom broju
KEGG proteina ili modula pridruzena boja (crvena za predvidenu negativnu relativnu
ekspresivnost, plava za predvidenu pozitivhu relativahu ekspresivnost) i Sirina linije ili tocke
kojom ¢e protein ili modul biti nacrtan. Sirine odgovaraju apsolutnoj vrijednosti relativne
ekspresivnosti, a normalizirala sam ih na maksimalnu dopustenu Sirinu u aplikaciji IPATH3 (30

piksela). Uzete su samo vrijednosti s p < 0,05.

20



3. REZULTATI

3.1. Kontrola kvalitete i filtriranje kontaminacije

Sirovi podaci sastojali su se od dvije datoteke formata fastq ukupne veli¢ine 18706243 KB u
kojima je sadrzano ukupno 49999055 ocitanih uparenih sljedova (eng. Paired-end reads) duljine
150 baza. Provjera kvalitete oCitanih sljedova vizualizacijom pomocu programa FastQC pokazala
je da niti jedan nije oznacen kao slijed loSe kvalitete, ali da su sljedovi fragmenata sekvencirani s
prvog kraja fragmenta (P1) bolje kvalitete u odnosu na sljedove drugog kraja fragmenta (P2), a
posebno prema kraju ocitanih sljedova (Slika 4). Sljedovi //lumina TruSeq adaptera, koriStenog
kod sekvenciranja ovoga metagenoma, identificirani su u 3,86% sljedova P1 i 3,7% sljedova P2.

Nakon izrezivanja i filtriranja pomocu programa Trimmomatic preostalo je 37273626 ili 74,55%
uparenih sljedova. Slika 5 prikazuje grafove prosjecne kvalitete ocitane baze po poziciji u slijedu.
Nakon izrezivanja i filtriranja sljedovi ll/lumina TruSeq adaptera vise se ne pojavljuju u skupu

podataka.

Program bowtie2 uspjeSno je poravnao 204817 ili 0,55% sljedova filtriranoga metagenoma s
ljudskim genomom verzije GRCh38 te ih uklonio iz izlaznih datoteka. Nakon uklanjanja
humanih sljedova iz metagenoma preostalo je 37068809 ili 99,45% sljedova filtriranoga

metagenoma.
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Quality scores across all bases (Sanger / Illumina 1.9 amodhg)

5 5 B N R BB B8BREEY S

[
-~

DN#OB&ER;

123456 789 15192529 3539 4549 55-59 65-69 75-79 85-89 95-99
Position in read (bp)

110-114 125-129 140-144 150

Quality scares across all bases (Sanger / Illumina 1.9 encoding)

5 h 5 8RR BBRRREB S

QN-&U\UJBE

123456 7 8 9 1519 2529 35-39 4549 55-59 65-69 75-79 85-89 95-99

Position in read (bp)

110-114 125-129 140-144 150

Slika 4 Grafovi prosjecne kvalitete ocitane baze po poziciji u skupu sljedova sekvenciranih s prve (gore) i
druge (dolje) strane izrazene u phred vrijednosti Q prije filtriranja i izrezivanja. Crne linije oznacavaju
raspon izmedu 10. i 90. percentila, zuti pravokutnici raspon izmedu 1. i 3. kvartila, crvene linije
oznacavaju medijan, a modra linija prosjek kvaliteta.
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Quality scores across all bases (Sanger / Illumina 1.9 encoding)

emMsee 5 B5EE B ERREEEBYLERB S

123 456 78 9 1519 2529 35-39 45-49 55-59 65-69 75-79 85-89 95-99 110-114 125-129 140-144 150
Position in read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger / Illumina 1.9 encoding)

enmsoe® s BEE B8 RRREBHEERE S

123456 7 6 9 1519 2529 3539 4549 5559 65-69 75-79 8589 95-99
Position in read (bp)

110-114 125-120 140-144 150

Slika 5 Grafovi prosjecne kvalitete ocitane baze po poziciji u skupu sljedova sekvenciranih s prve (gore) i
druge (dolje) strane izrazene u phred vrijednosti Q nakon filtriranja i izrezivanja prema kvaliteti. Crne
linije oznacavaju raspon izmedu 10. i 90. percentila, zZuti pravokutnici raspon izmedu 1. i 3. kvartila,
crvene linije oznacavaju medijan, a modra linija prosjek kvaliteta.

23



3.2. Sastavljanje metagenoma

Ocitani sljedovi metagenoma sastavljeni su u 253808 metagenomskih prekinutih sljedova ukupne
duljine od 150548980 nukleotida. Prosjecna duljina prekinutog slijeda bila je 593,16 nukleotida, a
medijan duljine 283 nukleotida. Vrijednost N50 bila je 912 nukleotida. Na Slici 6 prikazan je
histogram duljina sastavljenih prekinutih sljedova. Prikazane su duljine do 99. percentila, do
duljine od 5633,93 nukleotida. Duljih od toga bilo je 2539 prekinutih sljedova koji nisu prikazani
na grafu. Najdulji sastavljeni prekinuti slijed bilo je duljine 181189 nukleotida.

Ukupno 88,33% ocitanih sljedova uspjeSno je poravnato sa sastavljenim prekinutim sljedovima.
Parova sljedova iz kojih su oba slijeda poravnata u tocnoj orijentaciji i udaljenosti bilo je 67,83%.
Ostatak poravnanja Cine ocitani sljedovi koji su uspje$no poravnati s prekinutim sljedovima, ali

¢iji parovi nisu.

60000 -

40000 -

Broj prekinutih slijedova

20000~

*Nije prikazano 2539
prekinutih  slijedova
-

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500
Duljina prekinutog slijeda

Slika 6 Histogram duljina sastavljenih metagenomskih prekinutih sljedova. Prikazan je 99. percentil
duljina. Narancastom iscrtkanom linijom oznacena je prosjecna duljina prekinutoga slijeda.
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3.3. Taksonomski sastav bioreaktora

Program Megan uspjesno je klasificirao 95594816 od 113890864 nukleotidne baze odnosno njih
83,94%. Od toga 98,51% Kklasificirano je u domenu Bacteria, 0,51% u Archaea, a 0,99% u
Eukaryota. Na razini koljena klasificirane su 75788402 nukleotidne baze. Medu njima
dominiraju Proteobacteria s 49,47% nukleotidnih baza, a slijede Chloroflexi, Planctomycetes 1
Bacteroidetes s redom 14,28%, 9,11% 1 7,3% baza klasificiranih kao ta koljena (Slika 7A).
Nukleotida klasificiranih u neki razred je 53691382. Od toga najvise nukleotidnih baza anotirano
je kao razredi Betaproteobacteria i Deltaproteobacteria koljena Proteobacteria, Ca. Brocadiae
koljena Planctomycetes 1 Anaerolinae koljena Chloroflexi s redom 37,89%, 15,04%, 10,62% 1
7,2% anotiranih baza (Slika 7B). Kao red anotirano je ukupno 41737098 baza, od toga najvise
kao Rhodocyclales (razred Betaproteobacteria), Myxococcales (razred Deltaproteobacteria),
Burkholderiales (razred Betaproteobacteria), Candidatus Brocadiales (razred Ca. Brocadiae),
Nitrosomonadales (razred Betaproteobacteria) 1 Ignavibacteriales (koljeno Ignavibacteriae,
razred Ignavibacteria) s redom 20,54%, 16,39%, 14,19%, 13,67%, 7,65% 1 5,33% anotiranih
baza (Slika 7C). Kao porodica anotirano je 30564426 baza, od toga najvise kao Zoogloeaceae
(Rhodocyclales), Ca. Brocadiaceae (Ca. Brocadiae), Polyangiaceae (Myxococcales),
Nitrosomonadaceae (Nitrosomonadales) 1 Burkholderiaceae (Burkholderiales) s redom 24,9%,
18,66%, 14,51%, 10,1% 1 5% anotiranith baza (Slika 7D). Od 24047692 baza uspjesno
klasificiranih u rod, prevladavaju Thauera (Zoogloeaceae), Ca. Brocadia (Ca. Brocadiaceae),
Nitrosomonas (Nitrosomonadaceae), Rubrivivax (Burkholderiales genera incertae sedis) 1
Lautropia (Burkholderiaceae) s redom 30,79%, 23,4%, 12,59%, 5,84% 1 5,61% anotiranih baza
(Slika 7E).

Identificirane su cetiri vrste ili soja roda Thauera: T. phenylacetatica, Thauera sp. SWB20, T.
aminoaromatica, 1 Thauera sp. MZ1T s redom 70,15%, 14,05%, 9,50%, 1 4,31% baza
klasificiranih do razine vrste unutar roda Thauera; Cetiri vrste ili soja roda Ca. Brocadia: Ca. B.
sapporoensis, Ca. B. fulgida, Ca. Brocadia sp. UTAMX2 i1 Ca. Brocadia sp. UTAMXI s redom
47,53%, 19,99%, 17,80% 1 14,68% baza klasificiranih do razine vrste unutar roda Ca. Brocadia;
dvije vrste roda Ntrosomonas: N. europaea i N. eutropha (87,86% 1 12,14% roda Nitrosomonas);
tri vrste roda Nitrospira: Nitrospira sp. OLB3, N. moscoviensis, N. japonica (41,52%, 35,42%,

23,06%). Kod ostalih Sest od deset najzastupljenijih rodova identificirana je samo po jedna vrsta:

25



Lautropia sp. SCN 69-89, Rubrivivax sp. SCN 71-131, Sorangium cellulosum, Minicystis rosea,

Ca. Promineofilum breve, 1 Hyphomicrobium sp.
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Slika 7 Taksonomski sastav bioreaktora na razini (4) koljena, (B) razreda, (C) reda, (D) porodice i (E)
roda prema algoritmu UI-LCA programa Megan. Broj na x osi odgovara ukupnom broju baza prekinutih

sljedova klasificiranih u pojedinu taksonomsku skupinu.
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3.4.Predvidanje gena koji kodiraju proteine i funkcionalna anotacija pomocu

mapiranja na bazu ortologije KEGG

Program MetaGeneMark predvidio je 310487 gena koji kodiraju proteine. Prosje¢na duljina
predvidenog gena je 413,58, a medijan 276 kodona. Na Slici 9 prikazan je histogram duljina
predvidenih gena u kodonima. Prikazane su duljine do 99. percentila tj. do 678 kodona; 3100
gena je dulje i nije prikazano na grafu.
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Broj gena

10000~

0 200 400 600
Duljina gena u kodonima

Slika 8 Histogram duljina gena (u kodonima) koji su predvideni iz skela metagenoma pomocu programa
MetaGeneMark; prikazan je 99. percentil duljina. Veli¢ina koraka histograma je 6. Narancastom
iscrtkanom linijom oznacena je prosjecna duljina predvidenih gena.

Na KEGG bazu poravnato je 203291 gena tj. 65,48% predvidenih, a iskljucujuc¢i poravnanja bez
KEGG identifikacijskog broja poravnato je 118640 gena, tj. 38,21% predvidenih. Prosjec¢na
duljina poravnatih gena s KEGG brojem je 159,66, a medijan 105 kodona. Slika 10 prikazuje
histogram duljina gena ¢iji rezultati poravnanja na KEGG bazu sadrze KEGG identifikacijski
broj. Prikazane su duljine do 99. percentila tj. do 731 kodona; 1181 gena je dulje i nije prikazano

na grafu.
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Slika 8 Histogram duljina (u kodonima) predvidenih gena koji su uspjesno poravnati na KEGG bazu i Ciji
rezultati poravnanja sadrze KEGG identifikacijski broj proteina; prikazan je 99. percentil dulijna.
Velicina koraka histograma je 6. Narancastom iscrtkanom linijjom oznacena je prosjecna duljina
poravnatih gena.

Slika 10 prikazuje udio uporabe pojedinih kodona skupa predvidenih gena s pridodanim KEGG
identifikacijskim brojem i RSCU vrijednosti za svaki kodon s jednolikom uporabom uzetom kao
oc¢ekivanom. Kodon CGC pokazuje najveci pozitivni odmak od ocekivane uporabe s 45,31%
arginina kodiranih tim kodonom naspram ocekivanih 16,67% 1 RSCU vrijednosti 2,72; slijede
kodoni CTG s RSCU vrijednosti 2,18, GGC s RSCU vrijednosti 2,08 i CTC s RSCU vrijednosti
1,91. Najveci negativni odmak od ocekivane uporabe pokazuje kodon CTA koji kodira samo
1,36% leucina s RSCU vrijednosti 0,08, a slijede kodoni TTA s RSCU vrijednosti 0,17, AGA s
RSCU vrijednosti 0,25, te AGG s RSCU vrijednosti 0,29. Izraunat je udio GC baza od 60,35%

medu predvidenim genima s pridodanim KEGG identifikacijskim brojem.

Medu predvidenim genima s pridruzenim KEGG brojevima pronadeno je 2150 ribosomskih
gena. Slika 11 prikazuje uporabu kodona ribosomskih gena s RSCU vrijednostima izra¢unatim s
prosje¢nom uporabom kodona skupa gena (Slika 10) kao oc¢ekivanom. Najveci pozitivni odmak
od ocekivane uporabe pokazuju kodoni CTT s RSCU vrijednosti 2,02, AGA s RSCU vrijednosti
1,98, TCT s RSCU vrijednosti 1,75, t¢ TTA s RSCU vrijednosti 1,59. Slika 12 prikazuje

prosjec¢ni udio pojedine baze prema poziciji u kodonu kod svih predvidenih i ribosomskih gena.
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Prikazana je takoder i oc¢ekivana raspodjela prema udjelu pojedine baze u predvidenim genima

(A: 19,73%; C: 30,13%; T: 19,93%; G: 30,22%).
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Prva Druga baza Treca
baza T Cc A G baza
TTT 0352 07164 | TCT [0.0867 0.5201 TAT 04042 08084 _ | TGT 02928 05857 . | T
1 |TTC_ 06418 12836 | TCC 0.2424 1.4546 ser | TAC (05958 1.1916 "' | 16c 07072 14143 Y c
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Slika 10 Prikaz uporabe kodona kod skupa predvidenih gena s pridodanim KEGG identifikacijskim
brojem. Brojevi neposredno desno uz svaki kodon oznacavaju udio uporabe tog kodona i RSCU (izracunat
s jednolikom uporabom kodona kao ocekivanom) redom. Neposredno desno uz brojeve zapisana je i
aminokiselina koju kodon kodira standardnim troslovnim simbolom.

Analiza MELP vrijednosti, tj. procjena relativne ekspresivnosti za predvidene gene grupirane u
kategorije KEGG modula prikazana je na Slici 13. Od modula vezanih uz metabolizam dusika
visoka relativna ekspresivnost predvidena je za gene povezane s nitritacijom, za anammox gene,
gene vezane uz asimilaciju nitrata i gene vezane uz denitrifikaciju. Medu modulima s
predvidenom malom relativnom ekspresivnosti nalazi se i asimilatorna redukcija nitrata u
amonijak, tj. proces konverzije nitrata u biomasu putem amonijaka i sinteze biomolekula s amino
skupinama. U Prilogu 2 se nalazi i graf procijenjene relativne ekspresivnosti za pojedine gene.
Slika 13 prikazuje procjenu relativne ekspresivnosti za gene uklju¢ene u metabolizam dusika.
Interaktivnom prikazu procijenjenih ekspresivnosti za sve analizirane module i gene moguce je

pristupiti pomoc¢u datoteke koja se nalazi u Prilogu 3.
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Prva Druga baza Treca
baza T C A G baza
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Slika 11 Prikaz uporabe kodona ribosomskih proteina s RSCU izracunatim uzimajuci prosjecnu uporabu
kodona skupa predvidenih gena kao ocekivanu. Brojevi neposredno desno uz svaki kodon oznacavaju udio
uporabe tog kodona i RSCU redom. Neposredno desno uz brojeve zapisana je i aminokiselina koju kodon
kodira standardnim troslovnim simbolom.
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Slika 92 Prikaz raspodjele pojedinih baza prema poziciji u kodonu kod ribosomskih gena (prazni crveni
trokuti) i svih predvidenih gena (puni crveni trokuti). Plavi trokuti oznacavaju udio pojedine baze medu
predvidenim genima bez obzira na poziciju u kodonima.
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Ime KEGG modula

N-glycosylation by oligosaccharyltransferase
NADH:ubiquinone oxidoreductase, mitochondria
F-type ATPase, eukaryotes
Sphingosine biosynthesis
Coenzyme M biosynthesis
Methane oxidation, methanotroph, methane => formaldehyde
V-type ATPase, eukaryotes
Ceramide biosynthesis
Cationic antimicrobial peptide (CAMP) resistance, protease PgtE
Cationic antimicrobial peptide (CAMP) resistance, ditABCD operon
Nitrification, ammonia => nitrite
Anammox
D-galactonate degradation, De Ley-Doudoroff pathway, D-galactonate => glycerate-3P
Methionine degradation
Nitrate assimilation
Reductive pentose phosphate cycle, ribulose-5P => glyceraldehyde-3P
Semi-phosphorylative Entner-Doudoroff pathway, gluconate => glycerate-3P
Methylaspartate cycle
Citrate cycle, first carbon oxidation, oxaloacetate => 2-oxoglutarate
F-type ATPase, prokaryotes and chloroplasts
C5 isoprenoid biosynthesis, non-mevalonate pathway
Incomplete reductive citrate cycle, acetyl-CoA => oxoglutarate
Reductive pentose phosphate cycle (Calvin cycle)
Gluconeogenesis, oxaloacetate => fructose-6P
Denitrification, nitrate => nitrogen
Citrate cycle (TCA cycle, Krebs cycle)
Inosine monophosphate biosynthesis, PRPP + glutamine => IMP
Methionine biosynthesis, aspartate => homoserine => methionine
Dicarboxylate-hydroxybutyrate cycle
Pyruvate oxidation, pyruvate => acetyl-CoA
Isoleucine biosynthesis, threonine => 2-oxobutanoate => isoleucine
Shikimate pathway, phosphoenolpyruvate + erythrose-4P => chorismate
Ubiquinone biosynthesis, prokaryotes, chorismate (+ polyprenyl-PP) => ubiquinol
GABA biosynthesis, eukaryotes, putrescine => GABA
C5 isoprenoid biosynthesis, mevalonate pathway
Heme biosynthesis, plants and bacteria, glutamate => heme
Leucine degradation, leucine => acetoacetate + acetyl-CoA
Propanoyl-CoA metabolism, propanoyl-CoA => succinyl-CoA
Pentose phosphate pathway, oxidative phase, glucose 6P => ribulose 5P
Tryptophan biosynthesis, chorismate => tryptophan
beta-Oxidation, acyl-CoA synthesis
Assimilatory sulfate reduction, sulfate => H2S
Tyrosine biosynthesis, chorismate => HPP => tyrosine
Ethylmalonyl pathway
Hydroxypropionate-hydroxybutylate cycle
Polyamine biosynthesis, arginine => agmatine => putrescine => spermidine
Cytochrome c oxidase, cbb3-type
Entner-Doudoroff pathway, glucose-6P => glyceraldehyde-3P + pyruvate
Jasmonic acid biosynthesis
Lysine degradation, lysine => saccharopine => acetoacetyl-CoA
Fatty acid elongation in mitochondria
Proline biosynthesis, glutamate => proline
D-Galacturonate degradation (bacteria), D-galacturonate => pyruvate + D-glyceraldehyde 3P
Ketone body biosynthesis, acetyl-CoA => acetoacetate/3-hydroxybutyrate/acetone
Purine degradation, xanthine => urea
D-Glucuronate degradation, D-glucuronate => pyruvate + D-glyceraldehyde 3P
beta-Oxidation
Malonate semialdehyde pathway, propanoyl-CoA => acetyl-CoA
Glutathione biosynthesis, glutamate => glutathione
Homoprotocatechuate degradation, homoprotocatechuate => 2-oxohept-3-enedioate
Assimilatory nitrate reduction, nitrate => ammonia
Trans-cinnamate degradation, trans-cinnamate => acetyl-CoA
Fumarate reductase, prokaryotes
Erythromycin biosynthesis, propanoyl-CoA + methylmalonyl-CoA => deoxyerythronolide B => erythromycin A/B

-50 50 100 150
Procijenjena relativha ekspresivnost

o

p-vrijednost

0.04
0.03
0.02
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Slika 13 Graf relativne ekspresivnosti kategorija KEGG modula gena grupiranih po kategoriji. Relativna

ekspresivnost za svaki modul x definirana je kao Ex u jednadzbi (5). Prikazani su samo rezultati s p < 0,05.

33



hdh
pmoC/amoC
nosZ
pmoB/amoB
hzsC

hzsB

napC
pmoA/amoA
hao

napA

norC

narG

nrfC

narl

nirk

hzsA

napB

nasB

nirA

narH

norB

nifH

nirB

nrfD

nirD

nasA

Broj gena
160

120
80
40

Gen

o

100
Procijenjena relativna ekspresivnost

Slika 104 Graf relativne ekspresivnosti svih gena ukljucenih u metabolizam duSika pronadenih medu
predvidenim genima: hidrazin dehidrogenaza (hdh);, podjedinice A, B i C metan/amonijak
monooksigenaze (pmo/amoABC); dusikov (I) oksid reduktaza (nosZ); podjedinice A, B i C hidrazin
sintaze (hzsABC), podjedinice A, B i C periplazmatske nitrit reduktaze (napABC); hidroksilamin
dehidrogenaza (hao), podjedinice A, B i C dusikov (Il) oksid reduktaze (norABC), podjedinice a, f i y
respiratorne nitrat reduktaze / nitrit oksidoreduktaze (narGHI), podjedinice C i D citokrom c-552 nitrit
reduktaze (nrfCD), nitrit reduktaza koja proizvodi dusikov (II) oksid (nirK), podjedinice A i B
asimilatorne nitrat reduktaze (nasAB); feredoksin-nitrat reduktaza (nird); podjedinica H nitrogenaze
(nifH); podjedinice B i D NADH-nitrit reduktaze (nirBD). Relativna ekspresivnost za svaki gen x
definirana je kao E, u jednadzbi (5). Boje na grafu odgovaraju broju pojedinog gena pronadenom medu
predvidenim genima. Zbog relativno malog broja pronadenih pojedinih gena medu predvidenim genima,
za mnoge vrijednosti relativne ekspresivnosti p vrijednost je visoka. Narancastom zvjezdicom oznaceni su
rezultati s p < 0,05.
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4. RASPRAVA

4.1. Kvaliteta ocitanih sljedova i sastavljenoga metagenoma

Pad kvalitete ocitanih sljedova prema kraju fragmenata i loSija kvaliteta P2 ocitanih sljedova
Ceste su i ocekivane pojave kod I/lumina tehnologije sekvenciranja, iako je razlika u kvaliteti
sljedova P1 1 P2 slabo opisana u literaturi (Tan 1 sur. 2019). Kvaliteta pada prema kraju najcesce
zbog kumulativne asinkronizacije sinteze molekula DNA s povecanjem broja ciklusa
sekvenciranja, uglavnom zbog neuspjeSnog otcjepljivanja terminacijskih dijelova obiljezenih
nukleotida (Dohm i sur. 2008). Ocitani sljedovi P2 vjerojatno su ukupno losije kvalitete zato $to
se oni sintetiziraju 1 oCitavaju tek nakon svih 150 ciklusa sekvenciranja sljedova P1, tijekom
kojih je moguca degradacija dijela molekula DNA kalupa. Prosjec¢na kvaliteta nefiltriranih
sljedova P2 ni do 150. nukleotida ipak nije pala ispod phred vrijednosti 25, §to odgovara preko

99,99% sigurnosti u ocitane baze.

Moguce je da su humani sljedovi pronadeni u metagenomu potekli od kontaminacije genetskim
materijalom samih istrazivaca koji su pripremali metagenomsku biblioteku, no moguce je i da je
izvor sinteticka voda koja je unoSena u bioreaktor. Oko 10% volumena te sinteticke otpadne vode
¢ini prava komunalna otpadna voda (Boeije i sur. 1999) u kojoj izvor humanih sljedova mogu biti

urin, fekalije, koZne stanice i ostalo.

Prosjecna duljina prekinutog slijeda od 593,16 nukleotida i medijan od 283 nukleotida opisuju
vrlo fragmentiran metagenom; kod analize metagenoma cesto se u obzir uzimaju samo prekinuti
sljedovi dulji od 500 nukleotida. Vrijednost N50 od 912 nukleotida nesto je prihvatljivija;
vrijednosti iznad 1000 nukleotida povezuju se s vrlo visokom kvalitetom slozenih metagenoma
(van der Walt i sur. 2017). Postotak ocitanih sljedova od kojih su slozeni prekinuti sljedovi od
88,33% vrlo je visok. Izbor da se iz analize ne iskljuce prekinuti sljedovi kra¢i od 500 nukleotida
bio je potaknut teznjom da u taksonomskom sastavu budu predstavljene i skupine manje brojnosti
za koje su kratki prekinuti sljedovi i mala pokrivenost ocekivani. Kratki prekinuti sljedovi mogu
kod poravnanja na baze podataka dovesti do pogresne klasifikacije zbog viSestrukih poravnanja

visoke kvalitete, no zbog UI-LCA algoritma programa Megan takva viSestruka poravnanja na
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proteine razliCitih taksonomskih skupina dovode do vjerojatnije toc¢ne klasifikacije u

taksonomsku skupinu vise razine koja je zajednicka viSestrukim poravnanjima.

4.2. Taksonomski sastav bioreaktora

Do sada analizirani taksonomski sastavi bioreaktora koji koriste reakciju anammox identificirali
su, uz anammox bakterije (razreda Ca. Brocadiae), 1 raznolike druge skupine bakterija. Kao 1
ovdje, anammox bakterije ¢esto su jedini ili dominantni predstavnici koljena Planctomycetes, uz
njih se uvijek javljaju 1 Proteobacteria i Chloroflexi, a gotovo uvijek Bacteroidetes,
Acidobacteria 1 Chlorobi (Pereira i sur. 2017). Rod Ca. Brocadia jedini je identificirani rod
anammox bakterija u analiziranom metagenomu, §to je bilo 1 ocekivano s obzirom da je to
takoder bio jedini rod anammox bakterija identificiran u inokulumu analiziranoga bioreaktora

(Mardanov i sur. 2016).

Koljeno Proteobacteria koje prevladava u ovome bioreaktoru ¢ini jednu od najvecih skupina
bakterija i dijeli se na preko 200 rodova heterogene morfologije i metabolizma (Gupta 2000).
Medu njima su i svi u uvodu spomenuti rodovi AOB, od kojih se medu deset najzastupljenijih
rodova ovdje nalazi samo Nitrosomonas razreda Betaproteobacteria. Bakterije roda
Nitrosomonas stoga vjerojatno obavljaju vecinu parcijalne nitritacije u ovome bioreaktoru, Sto je
konzistentno s nekim do sada analiziranim bioreaktorima koji koriste anammox reakciju (Guo 1

sur. 2016; Jia i sur. 2021; Wang i sur. 2016, 2019).

Medutim, najbrojniji rod Proteobacteria ovdje je Thauera, za Cije je predstavnike poznato da
mogu obavljati heterotrofnu denitrifikaciju. I rodovi Proteobacteria Rubrivivax i Lautropia, u

ovom bioreaktoru medu najzastupljenijima, obavljaju denitrifikaciju (Persson i sur. 2017).

lako denitrifikacijske bakterije mogu kompetirati s anammox bakterijama za nitrit, za neke vrste
roda Thauera (npr. ovdje najbrojniju 7. phenylacetatica) poznato je da u prisustvu nitrata ne
koriste nitrit kao krajnji akceptor elektrona u procesu stani¢nog disanja (Liu i sur. 2013). S
obzirom da u bioreaktorima tipa PNA metabolizam AOB, anammox i1 drugih bakterija ipak
proizvodi manje koli¢ine nitrata (Shourjeh i sur. 2021) kojega bakterije roda Thaurea reduciraju

u nitrit pri stanicnom disanju, moguce je da te bakterije dijelom pridonose uklanjanju nitrata i
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akumulaciji nitrita potrebnog za anammox reakcije. U odsustvu nitrata, te bakterije ipak koriste
nitrit kao krajnji akceptor elektrona i mogu kompetirati s anammox bakterijama za nitrit te svojim
brzim rastom potencijalno ugroziti efikasnost bioreaktora i povecati produkciju sekundarnog
mulja. Medutim, denitrificiraju¢e bakterije redovito se pronalaze u sastavu bioreaktora tipa PNA
koji efikasno djeluju u razliCitim uvjetima, Sto bi moglo znaciti da obavljaju vazne uloge u

ekologiji zajednice mikroorganizama bioreaktora PNA (Persson i sur. 2017).

Chloroflexi se uvijek pronalaze u znaCajnom broju u bioreaktorima koji koriste anammox
reakciju. Njihova to¢na uloga u bioreaktorima nije posve razjaSnjena. Smatra se da zajedno s
drugim heterotrofima sudjeluju u degradaciji biomase rastu¢eg aktivnog mulja i da su dijelom
odgovorni za nakupljanje mulja u granule ili flokule (Gonzalez-Martinez, Francisco Osorio, 1 sur.
2015). Takoder je poznato da mnoge skupine mogu obavljati disimilatornu redukciju nitrita u
amonijak, ometajuci uklanjanje amonijaka iz otpadne vode (Guo i sur. 2016). Unato¢ tome $to se
smatra da su Chloroflexi jedna od skupina koje Cine jezgru zajednice mikroorganizama u
bioreaktorima koji koriste anammox reakciju, zajedno s drugim hetetotrofima vjerojatno takoder
predstavljaju rizik za stabilnu funkcionalnost bioreaktora industrijske veli¢ine gdje je unoSena
otpadna voda varijabilnija po sastavu, posebno po koli¢ini organskog ugljika koji potice rast
heterotrofa (Keren i sur. 2020). Stoga je kod takvih bioreaktora preporucljivo redovito praéenje i

stroza kontrola udjela Chloroflexi i drugih heterotrofnih bakterija.

Rod NOB Nitrospira takoder je znacajno zastupljen u ovome bioreaktoru. Odrzavanje koliine
NOB u bioreaktorima tipa PNA relativnho niskom u odnosu na AOB i1 anammox bakterije je
vazno za djelovanje takvih bioreaktora radi sprjeCavanja akumulacije nitrata; NOB su u direktnoj
kompeticiji s AOB za kisik 1 s anammox bakterijama za nitrit koji anammox bakterijama sluzi
kao akceptor, a NOB kao donor elektrona (Shourjeh i sur. 2021). Medutim, s obzirom na
prisustvo denitrificiraju¢ih bakterija u ovom bioreaktoru koje preferencijalno koriste nitrat kao
akceptor elektrona, moguce je da te skupine zajedno ne pridonose manjku nitrita koji je potreban

anammox bakterijama za uklanjanje amonijaka iz otpadne vode.
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4.3. Nejednaka uporaba kodona i funkcionalna analiza metagenoma

Struktura prosjecne uporabe kodona ¢itavog metagenoma pokazuje da su za svaku aminokiselinu
gotovo svi kodoni kojima je tre¢a baza G ili C ¢esce koristeni od svih kojima je tre¢a baza A ili T
(uz samo tri slabije koristene iznimke: TTG, AGG 1 GGQG). Taj efekt se vjerojatno moze dijelom
objasniti visokim udjelom GC baza od 60,35% u predvidenim genima. Visok udio GC baza kod
bakterija povezan je s viSom optimalnom temperaturom rasta (Musto i1 sur. 2006), ali i
preferencijalnim supstitucijama u G ili C pri rekombinaciji koje ne donose nuzno povisenje
fitnesa bakterije (Lassalle i sur. 2015). S druge strane, kodoni obogaceni kod ribosoma, za koje
se pretpostavlja da su na neki nacin optimizirani za transkripciju ili translaciju, slabije prate to
pravilo u odnosu na prosjek ostalih predvidenih gena i ¢eS¢e imaju na svakoj poziciji baze A ili
T, a pogotovo na trecoj poziciji. Preferencija za A ili T na tre¢oj poziciji kodona, posebno kod
aminokiselina kodiranih s viSe od dva kodona, prethodno je povezana s veCom efikasnosti
translacije 1 brzinom produkcije proteina (Ran i1 Higgs 2010) potvrdujuci valjanost analize

nejednake uporabe kodona kao metode procjene ekspresije gena.

Neobi¢no visoka relativna ekspresivnost predvidena je za gene svrstane u module biosinteza
sfingozina 1 biosinteza ceramida s obzirom da je prisustvo sfingolipida dokazano u malom broju
skupina bakterija (Harrison, Dunn, i Campopiano 2018). Medu tim skupinama nalaze se i neke
Bacteroidetes €iji su srodnici identificirani u ovome bioreaktoru, iako su njihovi sfingolipidi
istrazivani samo u kontekstu crijevne mikrobiote gdje se pretpostavlja da igraju ulogu u
interakciji bakterije s imunoloskim sustavom domacina i u stani¢noj adheziji (An i sur. 2014).
Uloga sfingolipida kod zajednica bakterija bioreaktora za obradu otpadnih voda neistrazena je i
potencijalno vazna za medustani¢nu komunikaciju bakterija ili prijanjanje za stani¢ne agregate

(granule, flokule ili biofilm).

Visoka je relativna ekspresivnost predvidena i za module vezane uz nitritaciju, anammox i
asimilaciju dusika (modul koji ukljucuje uglavnom transportne proteine za nitrat i nitrit,
https://www.genome.jp/module/vgo M00615). Geni vezani uz denitrifikaciju takoder su
iznadprosjecne procijenjene relativne ekspresivnosti, ali u manjoj mjeri nego oni vezani uz
nitritaciju, anammox 1 asimilaciju dusika. S obzirom na visok broj klasificiranih denitrificirajucih

bakterija, moze se ocekivati da je razina denitrifikacije u bioreaktoru visoka. Predlozene

38



strategije ispiranja heterotrofnih bakterija, uklju¢ujuéi i denitrificiraju¢e bakterije i NOB, vezane
su uz imobilizaciju Zeljenih AOB i anammox bakterija u obliku granula ili biofilma (Liu i sur.
2017; Park 1 sur. 2015), ali 1 uz sastav otpadnih voda za kojega je pozeljno da ima manji udio

organskog ugljika koji omogucuje rast heterotrofa (Zhang i sur. 2019).

Geni vezani uz asimilatornu redukciju nitrata, tj. prevodenje nitrata u amonijak koji se ugraduje u
biomolekule, slabe su procijenjene relativne ekspresivnosti. Enzimi ovog modula pronadeni su
kod heterotrofnih bakterija ukljucujuci denitrificiraju¢e (Luque-Almagro i sur. 2011), dakle u
ovom bioreaktoru vjerojatno je donekle uspjesno suprimirano prevodenje amonijaka u biomasu
aktivnog mulja umjesto u molekularni dusik, $to je jedan od ciljeva bioreaktora PNA radi
efikasnijeg prevodenja organskog ugljika prisutnog u otpadnoj vodi u bioplin (metan) (Siegrist 1

sur. 2008).

Znacajno je manja od prosjeka relativna ekspresivnost mnogih modula vezanih uz biosintezu 1
degradaciju masnih kiselina. Uzrok tome je nepoznat, no moguce je da je smanjena ekspresivnost
modula vezanih uz degradaciju masnih kiselina povezana s ¢injenicom da se masti Cesto

uklanjaju iz otpadnih voda prije ulaza u bioreaktor, tijekom primarne obrade otpadne vode.

Medu izdvojenim pojedinim genima vezanim uz metabolizam dusSika, daleko najbrojniji
pronaden je gen za podjedinicu o respiratorne nitrat reduktaze (narG), enzima denitrifikacije, sa
160 predvidenih gena klasificiranih u tu ortolognu skupinu (idu¢a po brojnosti je ortologna
skupina podjedinice B respiratorne nitrat reduktaze, narH, s 62 predvidena gena). Medutim, jedini
geni Cija je vrijednost relativne ekspresivnosti statistiCki znacajna (p < 0,05) su hidrazin
dehidrogenaza (hdh, 41 medu predvidenim genima) s procijenjenom vrlo visokom relativnom
ekspresivnosti, te podjedinica D citokrom c-552 nitrit reduktaze (nrfD, 7 pronadenih),
podjedinica D NADH-nitrit reduktaze (nirD, 7 pronadenih), i podjedinica A asimilatorne nitrat
reduktaze (nasA, 15 pronadenih) s procijenjenom niskom relativnom ekspresivnosti. Produkt
gena hdh oksidira hidrazin (N2Hs) s molekularnim dusikom kao produktom i krajnji je enzim
anammox puta. Njegova visoka relativna ekspresivonst zajedno s visokom brojnoscu tih gena u
bioreaktoru govori da je anammox put vrlo aktivan i da se vjerojatno, unato¢ prisustvu mnogih
denitrificiraju¢ih bakterija i NOB, znacajan dio amonijaka otpadne vode prevodi u molekularni
dusik autotrofnim putem. Dvije skupine nitrit reduktaza nirD 1 nasA vezane su uz asimilatornu

redukciju nitrata (https://www.genome.jp/module/M00531+K00372) i, kao i pripadaju¢i modul,
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niske su relativne ekspresivnosti, ponovno potvrdujuéi efikasnost autotrofnog uklanjanja dusika

iz otpadne vode u ovome bioreaktoru.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu analiziran je taksonomski sastav 1 funkcionalni potencijal zajednice
mikroorganizama u bioreaktoru sekvencijalno serijalnog tipa laboratorijske veli¢ine s
djelomi¢nom reakcijom nitritacije i anaerobne oksidacije amonijaka (PNA) u kojemu se
uklanjanje duSika iz sinteticke otpadne vode izvrSava istovremenim djelovanjem AOB i
anammox bakterija. Pokazano je da su u bioreaktoru prisutne mnoge skupine heterotrofnih
bakterija za koje se inaCe smatra da mogu omesti ravnotezu procesa PNA, no da su enzimi
metabolickih puteva nitritacije 1 anammox reakcija vjerojatno visoke ekspresivnosti unatoc
njihovom prisustvu. Buduca istrazivanja trebala bi analizirati bioreaktore ovog tipa industrijske
veli¢ine koji djeluju pod razli¢itim i varijabilnim uvjetima kakvi su moguci kod obrade stvarnih

otpadnih voda.
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7. PRILOZI

PRILOG 1: Tablica KEGG identifikacijskih brojeva ribosomskih proteina

Tablica 1. KEGG identifikacijski brojevi ribosomskih proteina

Tablica 1.a KEGG identifikacijski brojevi proteina male Tablica 1.b KEGG identifikacijski brojevi proteina velike
podjedinice ribosoma podjedinice ribosoma
Kloroplast Kloroplast
Protein Bakterije Arheje Eukarioti Protein Bakterije Arheje Eukarioti
Mitohondrij Mitohondrij
S1 K02945 L1 L10Ae K02863 K02865
S2 SAe K02967 K02998 L2 L8e K02886 K02938
S3 S3e K02982 K02985 L3 L3e K02906 K02925
S4 S9%e K02986 K02997 L4 Lde K02926 K02930
S5 S2e K02988 K02981 L5 L1le K02931 K02868
S6 K02990 L6 L9 K02933 K02940
S7 S5e K02992 K02989 L7/L12 K02935
S8 ZISA K02994 K02957 L9 K02939
S9 Sl6e K02996 K02960 L10 PO K02864 K02941
S10 S20e K02946 K02969 L11 L12e K02867 K02870
s11 Slde K02948 K02955 P1 K02942
L12 K02869
S12 S23e K02950 K02973 P2 K02943
S13 S18e K02952 K02964 L13 L13Ae K02871 K02872
S14 S29%e K02954 K02980 L14 L23e K02874 K02894
S15 S13e K02956 K02953 L15 L27Ae K02876 K02900
S16 K02959 | L16 L10e K02878 K02866
S17 Slle K02961 K02949 L17 K02879
S18 K02963 | L18 L5e K02881 K02932
S19 S15e K02965 K02958 L19 K02884
S20 K02968 L20 K02887
s21 K02970 L21 K02888
S3Ae K02984 L22 L17e K02890 K02880
Sde K02987 L23 L23Ae K02892 K02893
Sée K02991 L24 L26e K02895 K02898
S7e K02993 L25
S8e K02995 L27 K02899
S10e K02947 L28 K02902
S12e K02951 L29 L35e K02904 K02918
S17e K02962 L30 L7e K02907 K02937
S19e K02966 31 K02909
S21le K02971 L32 K02911




il

S24e K02974 133 K02913
$25e K02975 134 K02914
S26e K02976 135 K02916
s27e K02978 136 K02919
227A K02977 L6e K02934
s28e K02979 L7A L7Ae K07590 | k02936
$30e K02983 L13e K02873
2"RP52 K17415 L1de K02875
;"RPSZ K17401 L15e K02877
QARPSZ K17402 L18e K02883
ZARPSZ K17403 X
K02944 | K02882
QARPSZ K17404 L18Ae
EARPSZ K17405 L19e K02885
;"RPSZ K17406 L21e K02889
QARPSZ K17407 L22e K02891
g"RPSZ K17408 L24e K02896
g/'Rpsa K17409 L27e K02901
QARPSS’ K17410 L28e K02903
g"Rpsa K17411 129 K02905
2"RPS3 K17412 L30e K02908
?Rpsa K17413 131le K02910
EARPSS’ K17414 132e K02912
YMR31 K17417 L34e K02915
PSRP3 K19032 L35Ae K02917
PSRP4 k19033 L36e | K02920
L37e K02922
L37Ae K02921
L38e | K02923
139 K02924
L40e K02927
Lale K02928
Lade
(36Ae K02929
)
;"RPB K17418
QARPL?’ k17419




il

MRPL3

9 K17420
MRPL4 K17421
0

2ARPL4 K17422
2ARPL4 K17423
g/IRPIA K17424
MRPL4 K17425
4

2ARPL4 K17426
2/IRPL4 K17427
;/IRPIA K17428
MRPL4 K17429
8

MRPL4 K17430
9

MRPLS K17431
0

1MRPL5 K17432
;/IRPLS K17433
g/IRPLS K17434
MRPLS K17435
4

QARPLS K17436
2ARPL1 K17437
QARPLZ K17438
MRPL3 K17439
5

MRP49 K17440
PSRP5 K19034
PSRP6 K19035




PRILOG 2: Relativna ekspresija gena

cytochrome ¢ oxidase subunit 1
type |l restriction enzyme
hydrazine dehydrogenase

DNA mismatch endonuclease, patch repair protein
site-specific DNA-methyltransferase (cytosine-N4-specific)
telomerase reverse transcriptase
site-specific DNA-methyltransferase (adenine-specific)
restriction system protein
CRISPR-associated endonuclease Csn1
type IV pilus assembly protein PilA
SUN family beta-glucosidase
DNA-binding protein HU-beta
DNA adenine methylase
Na+:H+ antiporter, NhaC family
nitrous-oxide reductase
RNA-directed DNA polymerase
chaperonin GroES
glycyl-tRNA synthetase
type | restriction enzyme, S subunit
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (phosphorylating)
cold shock protein
adenine-specific DNA-methyltransferase
toxin HigB-1
preprotein translocase subunit SecG
serine-type D-Ala-D-Ala carboxypeptidase/endopeptidase (penicilin-binding protein 4)
major outer membrane protein
flagellar hook protein FIQE
phosphoserine phosphatase RsbU/P
type IV pilus assembly protein PilY1
flagellar hook-associated protein 2
DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1
flagellin
bifunctional oligoribonucliease and PAP phosphatase NrnA
molecular chaperone Dnak
preprotein translocase subunit SecY
thioredoxin 1
long-chain fatty acid transport protein
type 11l restriction enzyme
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase SurA
F-type H+-transporting ATPase subunit gamma
molecular chaperone HipG
translation initiation factor [F-2
adenosylhomocysteinase
DNA topoisomerase |
outer membrane protein insertion porin family
RNA polymerase primary sigma factor

lipopalysaccharide biosynthesis protein WzzE pva[s
chaperonin GroEL
iron complex outermembrane recepter protein 0.004
5 type | restriction enzyme M protein 0.003
(4] glycosyl transferase, family 25 0.002
acetyl-CoA C-acetyliransferase :
0.001

shart-chain dehydrogenase/reductase 3
diguanylate cyclase
ATP-dependent helicase Lhr and Lhr-like helicase
FHA domain-containing protein
ATP-dependent helicase HrpA
poly[(R)-3-hydroxyalkanoate] polymerase subunit PhaC
pyruvate, water dikinase
N-methylhydantoinase A
kinase
serine/threonine protein kinase, bacterial
glutathione S-transferase
acyl-CoA dehydrogenase
3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase
fatty-acyl-CoA synthase
[protein-P1I] uridylyliransferase
putative serine/threonine protein kinase
enoyl-CoA hydratase
iron(lll) transport system permease protein
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase / enoyl-CoA hydratase / 3-hydroxybutyryl-CoA epimerase
xanthine dehydrogenase accessory factor
twa-component system, OmpR family, respanse regulator
electron-transferring-flavoprotein dehydrogenase
beta-ureidopropionase / N-carbamoyl-L-aminc-acid hydrolase
tRNA nucleotidyltransferase (CCA-adding enzyme)
two-campaonent system, NirC family, nitrogen regulation response regulator GInG
acetyltransferase
MFS transparter, DHA1 family, multidrug resistance protein
exodeoxyribonuclease V gamma subunit
glutathione S-transferase kappa 1
indolepyruvate ferredoxin oxidoreductase
two-component system, NirC family, nitrogen regulation sensor histidine kinase GinlL
ATP-dependent DNA helicase Rep
uroporphyrin-Ill C-methyltransferase / precarrin-2 dehydrogenase / sirohydrochiorin ferrochelatase
isocitrate dehydrogenase kinase/phosphatase
feruloyl-CoA synthase
molecular chaperone Hsp33
amidase
GntR family transcriptional regulator / MocR family aminotransferase
exodeoxyribonuclease V beta subunit
glyine—-[glycyl-carrier protein] ligase
D-amino-acid dehydrogenase
acetyl-CoAlpropionyl-CoA carboxylase, biotin carboxylase, biotin carboxyl carrier protein
p-hydroxybenzoate 3-monooxygenase
vitamin B12/bleomycin/antimicrobial peptide transport system ATP-binding/permease protein
glutamyl-Q tRNA(Asp) synthetase
cobaltochelatase CabT
two-component system, Narl family, nitrate/nitrite sensor histidine kinase NarX
bifunctional enzyme CysN/CysC

=}

-100 100
Procijenjena relativna ekspresija

Slika 15 Graf relativne ekspresije predvidenih gena. Relativna ekspresija za svaki modul definirana je kao
E. u jednadzbi (5). Prikazano je 100 rezultata s najmanjom vrijednosti p radi preglednosti.



PRILOG 3: Datoteka za unos u mreznu aplikaciju IPATH3

category colour width

MO00003 #002CE1 W2.92862474515965
MO00006 #FF1660 W5.17097204788547
MO00008 #FF1660 W6.42243507354912
MO00009 #002CE1 W1.78797226957096
MO00010 #002CE1 W4.48685790836585
MO00013 #FF1660 W9.37030802337125
MO00015 #FF1660 W6.62841535776186
MO00017 #FF1660 W2.52196730702218
MO00022 #FF1660 W3.08669897962935
MO00023 #FF1660 W4.83903582889359
MO00025 #FF1660 W4.88946944455488
MO00032 #FF1660 W5.9033805756472
MO00035 #002CE1 W8.0515746109441
MO00036 #FF1660 W3.74119846505836
MO00048 #FF1660 W2.19008891616348
MO00061 #FF1660 W8.1973998209108
MO00072 #002CE1 W25.9331045368147
MO00085 #FF1660 W6.76968964515542
MO00086 #FF1660 W5.1707850011151
MO00087 #FF1660 W8.58569772861057
MO00088 #FF1660 W7.53419074336897
MO00094 #002CE1 W19.5841189215082
MO00095 #FF1660 W4.31286419457458

M00096 #002CE1 W3.34021617696438



M00099 #002CE1 W22.9562279805705
MO00113 #FF1660 W7.01346940474962
MO00118 #FF1660 W9.80062413502995
MO00121 #FF1660 W3.95945238986369
MO00122 #FF1660 W4.99496242481326
MO00133 #FF1660 W5.54159841298769
MO00135 #FF1660 W3.62476323134507
MO00150 #FF1660 W10.1002382742109
MO00156 #FF1660 W6.15686279694813
MO00157 #002CE1 W3.80746209976552
MO00158 #002CE1 W23.5922850404223
M00160 #002CE1 W19.5841189215082
MO00165 #002CE1 W3.06611564883083
M00166 #002CE1 W7.43591547963339
MO00174 #002CE1 W21.831180225134
MO00176 #FF1660 W4.96679435346316
MO00177 #002CE1 W30

MO00178 #002CE1 W15.4124760827142
M00179 #002CE1 W17.0573696676169
MO00183 #002CE1 W3.63659853305273
MO00188 #FF1660 W5.3596753524972
MO00190 #FF1660 W8.14718890123711
M00212 #FF1660 W7.26378430630245
M00237 #FF1660 W7.49208602306596
M00239 #FF1660 W4.381515486117

M00240 #FF1660 W7.4485282017761

Vi



MO00258 #FF1660 W3.7529647595445

M00261 #002CE1 W19.5841189215082
M00262 #002CE1 W13.8252640049399
M00264 #002CE1 W19.0917569635953
M00285 #002CE1 W22.5997947801876
MO00300 #FF1660 W10.6071780664397
MO00307 #FF1660 W2.99103864410594
MO00308 #002CE1 W6.64097020599506
MO00331 #FF1660 W3.32943882930563
MO00332 #FF1660 W9.18913815247773
MO00334 #FF1660 W5.15480716652801
MO00335 #002CE1 W6.12518935297592
M00337 #002CE1 W19.9680720096473
M00340 #002CE1 W20.9611086357926
M00341 #002CE1 W16.3438589788724
M00352 #002CE1 W21.712388253323

M00354 #002CE1 W20.9611086357926
MO00355 #002CE1 W18.4559289746386
M00358 #002CE1 W13.1438130500062
M00359 #002CE1 W1.49089345994474
M00360 #002CE1 W1.34891035570972
MO00373 #FF1660 W5.27121853827419
MO00374 #FF1660 W2.73265423587521
MO00375 #FF1660 W5.7941265446118

M00400 #002CE1 W15.9203696151781

M00403 #002CE1 W15.9203696151781

vii



M00427 #002CE1 W22.9562279805705
M00444 #002CE1 W19.0917569635953
M00445 #FF1660 W13.5854030754698
M00455 #FF1660 W13.0986217544993
MO00471 #FF1660 W13.2060668772044
M00493 #FF1660 W13.2704941540843
MO00497 #FF1660 W12.9927307339579
MO00501 #FF1660 W10.5849531047225
MO00507 #FF1660 W6.84996134230319
MO00516 #FF1660 W3.96987346560551
MO00528 #002CE1 W16.3526051198015
M00529 #002CE1 W3.72226124221876
M00530 #002CE1 W3.02754098553858
MO00531 #FF1660 W9.89325394330502
MO00545 #FF1660 W11.7870258107737
MO00546 #FF1660 W7.67536794085583
MO00552 #002CE1 W7.8254958841447

MO00570 #FF1660 W3.18714510697972
MO00615 #002CE1 W7.44978283385815
M00620 #002CE1 W3.16733178480932
MO00631 #FF1660 W7.7475662406433

M00647 #FF1660 W6.03276296400832
MO00722 #FF1660 W11.6433933284035
M00723 #002CE1 W19.0917569635953
M00724 #002CE1 W19.0917569635953

M00740 #002CE1 W5.89121587346713

viii



MO00741 #FF1660 W4.46766252984494
M00744 #002CE1 W19.0917569635953
MO00760 #FF1660 W13.0986217544993
MO00774 #FF1660 W12.0268609866548
K00003 #FF1660 W6.55342624962495
K00021 #002CE1 W12.8062006329185
K00022 #FF1660 W6.30241832088774
K00031 #002CE1 W7.78095449557239
KO00119 #FF1660 W11.9112747652015
KO00128 #FF1660 W3.69972405871861

K00134 #002CE1 W14.2041068901532
KO00135 #FF1660 W6.10183917294871

K00154 #FF1660 W11.9112747652015
K00161 #FF1660 W5.90419054146868
K00162 #FF1660 W6.33198998396954
K00163 #FF1660 W5.85662468458383
K00175 #002CE1 W6.50466103063759
KO00177 #002CE1 W18.265732425729

K00210 #FF1660 W9.30748980881625
K00241 #002CE1 W7.49847413460866
K00244 #FF1660 W10.9038192296248
K00249 #FF1660 W8.96538285225939
K00257 #FF1660 W6.66285140272822
K00260 #FF1660 W8.52567690926458
K00261 #002CE1 W8.57156119591373

K00265 #FF1660 W4.3520810105317

iX



K00266 #FF1660 W6.75872268900138

K00285 #FF1660 W12.4552557676155

KO00311 #FF1660 W10.5052430337545

KO00318 #002CE1 W14.6350614354452

KO00372 #FF1660 W11.9112747652015

K00375 #FF1660 W8.80548641873465

K00376 #002CE1 W15.9403393397795

K00383 #FF1660 W9.81197534496085

K00401 #002CE1 W17.9852809810808

K00405 #FF1660 W9.82161507372668

K00481 #FF1660 W12.466170763216

K00483 #FF1660 W11.5936991257189

K00528 #FF1660 W8.78390967873752

K00547 #FF1660 W9.92541940921686

K00558 #002CE1 W12.2810720924801

KO00571 #002CE1 W21.4192280370964

K00574 #FF1660 W6.99500081115132

K00590 #002CE1 W24.9725717854687

KO00612 #002CE1 W7.53070246800817

K00626 #FF1660 W5.93951796431429

K00632 #FF1660 W7.36158559114511

K00666 #FF1660 W8.67058162779407

K00696 #002CE1 W16.0535517021911

K00697 #FF1660 W8.1831391120429

K00754 #002CE1 W4.37221913090831

K00782 #FF1660 W9.30748980881625



KO00795 #FF1660 W9.43509668115791
KO00797 #FF1660 W7.78653052477818
KO00799 #FF1660 W9.005608307752
K00806 #FF1660 W7.21620940835768
K00809 #002CE1 W10.4143723750392
KO00812 #002CE1 W6.23286397942073
K00870 #FF1660 W11.6580051003953
K00901 #FF1660 W11.5936991257189
K00906 #FF1660 W11.4778551949388
K00924 #FF1660 W8.56285840294571
KO00955 #FF1660 W13.155644958285
K00974 #FF1660 W9.69275058152771
K00980 #002CE1 W18.9944426954081
K00982 #FF1660 W6.37803066829227
K00986 #002CE1 W15.8467115687235
K00990 #FF1660 W8.69615285767567
KO01007 #FF1660 W7.78472718751962
KO01077 #002CE1 W12.4158349301859
KO01119 #002CE1 W16.2607332080616
KO01130 #FF1660 W7.17459810480368
KO01152 #002CE1 W6.19750096204428
KO01153 #002CE1 W4.06697723500607
KO01154 #002CE1 W14.5890027591039
KO01155 #002CE1 W23.8167873290999
KO01156 #002CE1 W11.444924409878

KO01176 #002CE1 W12.8062006329185

xi



KO01178 #FF1660 W11.5936991257189
KO01238 #002CE1 W19.4347933186225
KO01251 #002CE1 W9.55289147992924
KO01277 #002CE1 W19.0509280259908
K01322 #002CE1 W7.4446489868366

KO01354 #002CE1 W11.4283842804555
KO01362 #002CE1 W4.88135217627749
KO01372 #002CE1 W18.9944426954081
KO01414 #FF1660 W6.99500081115132
KO01417 #002CE1 W10.1293747150354
K01426 #FF1660 W11.8935331509498
KO01451 #FF1660 W8.34131979058808
KO01463 #FF1660 W11.5936991257189
KO01467 #002CE1 W6.51003133088822
K01469 #FF1660 W8.38285064057799
KO01473 #FF1660 W8.08871757216983
K01493 #002CE1 W12.416113121674

KO01507 #002CE1 W5.87033537101437
KO01525 #FF1660 W10.2429637723364
KO01572 #002CE1 W16.3863966894795
KO01599 #FF1660 W7.1385573635077

KO01610 #002CE1 W9.48024600893181
K01623 #002CE1 W7.61515406215282
K01626 #FF1660 W8.53579286913677
KO01628 #FF1660 W10.4408831952978

KO01638 #FF1660 W8.78390967873752

xii



KO01640 #FF1660 W9.04784711882587
K01643 #002CE1 W22.2615977525309
KO01652 #FF1660 W5.14092309943311
KO01657 #FF1660 W5.79850012094641
KO01676 #FF1660 W7.79887018938637
KO01681 #002CE1 W6.0152947305702

K01692 #FF1660 W9.12765406993977
KO01714 #FF1660 W7.00747399826832
KO01719 #002CE1 W11.8372800518024
KO01744 #002CE1 W10.751525466568

KO01754 #FF1660 W6.0369750394665

KO01755 #FF1660 W6.67079493753163
KO01781 #FF1660 W11.5936991257189
KO01782 #FF1660 W9.2836715404061

KO01796 #FF1660 W11.7616924347289
K01802 #002CE1 W8.91285836900587
KO01860 #002CE1 W14.8087050670903
KO01872 #002CE1 W5.87033537101437
KO01880 #002CE1 W14.3007881665047
KO01894 #FF1660 W12.626594322086

KO01897 #FF1660 W4.36958182260095
K01902 #002CE1 W6.51387119091811
KO01912 #FF1660 W5.39623921682428
KO01919 #FF1660 W8.86911519114704
KO01934 #FF1660 W10.1112244583177

KO01971 #FF1660 W6.56745274180436

xiii



K01992 #002CE1 W5.765540000553 14
KO01995 #FF1660 W9.17094044494132
KO01996 #FF1660 W10.0123533035368
KO01997 #FF1660 W9.24341962255369
KO01998 #FF1660 W8.71234730639462
K02004 #FF1660 W2.90566712619344
KO02011 #FF1660 W9.27768273539915
K02013 #FF1660 W7.69190137516365
K02014 #002CE1 W6.73552256640232
K02031 #FF1660 W5.53590251287339
K02032 #FF1660 W6.95756121563812
K02034 #FF1660 W4.55020227194299
K02049 #FF1660 W6.51440803770466
KO02115 #002CE1 W10.9790489779646
K02256 #002CE1 W24.6013601166062
K02302 #FF1660 W11.4778551949388
K02319 #002CE1 W17.3083988403665
K02327 #002CE1 W13.0206338284829
K02336 #002CE1 W18.9944426954081
K02338 #002CE1 W6.21158567796945
K02356 #002CE1 W8.93013061931962
K02379 #FF1660 W7.80451070252274
K02390 #002CE1 W12.8337287777286
K02406 #002CE1 W12.0268137971509
K02407 #002CE1 W12.4154400876276

K02458 #FF1660 W11.5936991257189

X1v



K02461 #FF1660 W10.9038192296248

K02470 #002CE1 W4.8831544963978

K02471 #FF1660 W12.5496903466956

K02483 #FF1660 W9.79952277419493

K02485 #002CE1 W14.2096544809406

K02487 #FF1660 W7.6056574295911

K02495 #FF1660 W4.55835935185554

K02518 #002CE1 W8.37170876056074

K02519 #002CE1 W9.63388278657116

K02520 #002CE1 W10.482968757425

K02529 #FF1660 W6.36137000604422

K02568 #002CE1 W13.4126364167212

K02575 #002CE1 W7.2629534026851

K02626 #002CE1 W13.9396823581315

K02666 #002CE1 W8.57156119591373

K02667 #FF1660 W8.02457039977729

K02668 #FF1660 W10.4840182125867

K02674 #002CE1 W11.9527197114263

K02843 #002CE1 W8.95435464337343

K02863 #002CE1 W14.1183751279016

K02864 #002CE1 W12.9047752003698

K02867 #002CE1 W16.3293043918078

K02871 #002CE1 W13.6047721434949

K02874 #002CE1 W13.0717280990931

K02876 #002CE1 W18.4961976540674

K02878 #002CE1 W17.7671766582548

XV



K02879 #002CE1 W10.6217557394111
K02881 #002CE1 W17.081486700254

K02884 #002CE1 W11.6378754879457
K02886 #002CE1 W13.4959889366216
K02887 #002CE1 W20.6046640651658
K02888 #002CE1 W15.1877946613285
K02890 #002CE1 W15.8467115687235
K02892 #002CE1 W14.379679202338

K02895 #002CE1 W22.5347090406024
K02899 #002CE1 W21.5755027357934
K02902 #002CE1 W20.9248756766138
K02904 #002CE1 W16.0034740316953
K02906 #002CE1 W17.8942122447294
K02907 #002CE1 W22.8058218498296
K02909 #002CE1 W17.1108019812176
K02914 #002CE1 W12.0994564267635
K02916 #002CE1 W14.6350614354452
K02919 #002CE1 W20.1047571504611
K02926 #002CE1 W9.84063008536078
K02931 #002CE1 W20.1796576987866
K02933 #002CE1 W15.887297948113

K02935 #002CE1 W8.90595659973248
K02945 #002CE1 W5.52806218452948
K02946 #002CE1 W15.0535413242693
K02948 #002CE1 W9.44236762873503

K02950 #002CE1 W15.8467115687235

Xvi



K02952 #002CE1 W16.3679617840544
K02954 #002CE1 W10.5108434882067
K02956 #002CE1 W18.7466662811947
K02959 #002CE1 W9.55318238015085
K02961 #002CE1 W14.7553103324491
K02963 #002CE1 W14.0857186508945
K02965 #002CE1 W14.379679202338
K02967 #002CE1 W9.3604911947171
K02968 #002CE1 W11.2658754926826
K02970 #002CE1 W16.6836438310789
K02982 #002CE1 W8.94358222714219
K02988 #002CE1 W19.7537031439328
K02992 #002CE1 W14.4086025748687
K02994 #002CE1 W14.2397259140414
K02996 #002CE1 W11.0473721090219
K03040 #002CE1 W8.6389573691252
K03046 #002CE1 W4.27693597770158
K03073 #002CE1 W15.7379776457092
KO03075 #002CE1 W13.8318387275177
K03076 #002CE1 W11.0572523204933
K03086 #002CE1 W7.70537653314017
KO03088 #FF1660 W3.0444298899509
KO03111 #002CE1 W8.9657715309219
KO03116 #002CE1 W10.888995753
K03162 #002CE1 W12.7395714428985

K03164 #002CE1 W17.9852809810808

xvii



K03168 #002CE1 W9.40032431940148
K03169 #FF1660 W7.48968182378342
K03182 #FF1660 W5.71912120516866
K03210 #002CE1 W9.65604212869401
K03220 #FF1660 W7.41734236528235
K03231 #002CE1 W21.1443867077454
K03282 #002CE1 W7.90676986757187
K03306 #002CE1 W7.84228715135613
KO03315 #002CE1 W15.1369486099919
K03330 #002CE1 W18.9944426954081
K03335 #FF1660 W12.1661171021462
K03386 #002CE1 W8.37170876056074
K03403 #002CE1 W21.1443867077454
KO03411 #002CE1 W14.486133723019
K03413 #002CE1 W8.93013061931962
K03427 #002CE1 W5.47593431300036
K03455 #FF1660 W5.34436636874257
K03473 #002CE1 W22.2615977525309
KO03519 #FF1660 W7.66016155391849
K03530 #002CE1 W18.1702089427157
K03553 #002CE1 W6.569763066745
K03564 #002CE1 W9.37166735634427
K03578 #FF1660 W6.93597889040263
K03579 #FF1660 W8.10675072109518
K03582 #FF1660 W12.0293750265172

K03583 #FF1660 W10.9818460915042

xviii



KO03587 #002CE1 W7.22149026377938
KO03598 #FF1660 W12.1661171021462
KO03611 #FF1660 W10.6079223622569
K03640 #002CE1 W11.2456980928191
K03656 #FF1660 W11.4778551949388
K03671 #002CE1 W11.6430070051011
KO03672 #FF1660 W11.7616924347289
K03684 #FF1660 W10.1112244583177
K03688 #FF1660 W8.06004816408116
K03704 #002CE1 W13.9905009801007
KO03717 #FF1660 W12.045315471788

K03724 #FF1660 W6.39051609402467
K03726 #002CE1 W19.7563121190063
KO03737 #002CE1 W4.97811520245259
KO03750 #FF1660 W5.00635528519589
KO03768 #002CE1 W8.45455815485834
KO03771 #002CE1 W11.2824334491548
K03821 #FF1660 W8.41573746945841
K03883 #002CE1 W16.0535517021911
KO03918 #002CE1 W18.9944426954081
K03975 #002CE1 W12.0544403312413
K04043 #002CE1 W11.9704644993644
K04044 #FF1660 W10.4408831952978
K04077 #002CE1 W7.22716625139842
K04078 #002CE1 W14.4086025748687

K04079 #002CE1 W10.1521331851246

Xix



K04083 #FF1660 W11.8198315854359

K04090 #FF1660 W11.4289018824497

K04108 #FF1660 W10.1112244583177

K04437 #002CE1 W17.9852809810808

K04477 #FF1660 W9.40095192233736

K04564 #002CE1 W9.35006955139564

K04646 #002CE1 W17.9852809810808

K04656 #FF1660 W6.95753045902222

K04739 #002CE1 W19.7563121190063

K04744 #FF1660 W7.41734236528235

K04749 #002CE1 W11.6430070051011

K04761 #FF1660 W9.29560797076534

K04764 #002CE1 W14.486133723019

K04780 #FF1660 W12.3632224611212

K05083 #002CE1 W16.0535517021911

K05524 #FF1660 W8.3362500695918

K05559 #FF1660 W6.92728339390288

K05790 #002CE1 W6.92936159952724

KO05799 #FF1660 W11.7616924347289

K05802 #FF1660 W11.9112747652015

KO05812 #002CE1 W8.93013061931962

K05896 #FF1660 W6.99500081115132

K05903 #FF1660 W10.9038192296248

K05973 #FF1660 W10.2588287681162

K06016 #FF1660 W10.699187093652

K06076 #002CE1 W11.5474756225062

XX



K06142 #002CE1 W11.1241683265269
K06174 #002CE1 W21.1443867077454
K06193 #002CE1 W14.8087050670903
K06223 #002CE1 W17.665592504131

K06326 #002CE1 W10.1888308806179
K06381 #002CE1 W13.9396823581315
KO06871 #FF1660 W8.1831391120429

K06881 #002CE1 W11.9791749946093
K06895 #FF1660 W9.66195823916855
K06932 #002CE1 W19.7563121190063
K06943 #002CE1 W13.8625676197206
K06958 #FF1660 W8.17100626866384
K06960 #002CE1 W12.416113121674

K06979 #FF1660 W11.5936991257189
KO07011 #002CE1 W13.0206338284829
KO07012 #002CE1 W8.60099863325633
KO07016 #002CE1 W6.86746361372653
KO07027 #002CE1 W2.34119416635942
K07028 #FF1660 W12.9348439119983
KO07091 #FF1660 W10.6079223622569
KO07094 #002CE1 W17.6674657420728
K07102 #FF1660 W8.17100626866384
KO07133 #002CE1 W9.45486874398996
KO07151 #002CE1 W22.2615977525309
KO07160 #FF1660 W12.275548767976

KO07169 #FF1660 W7.13622611782928

xxi



K07171 #002CE1 W11.1418409118764
KO07176 #FF1660 W8.80970294284488
KO07182 #FF1660 W6.27388943468072
K07221 #002CE1 W11.3760933942934
K07234 #FF1660 W11.201534258603

K07245 #002CE1 W21.047467530448

K07259 #002CE1 W13.3576453830038
K07265 #002CE1 W7.4446489868366

K07270 #002CE1 W4.02865375619298
KO07277 #002CE1 W7.69259897851975
KO07315 #002CE1 W12.8337287777286
KO07316 #002CE1 W7.54168282941403
K07334 #002CE1 W14.379679202338

K07339 #002CE1 W22.2615977525309
KO07387 #002CE1 W12.8062006329185
KO07402 #FF1660 W9.72315275462822
K07444 #002CE1 W9.81154669226354
K07445 #002CE1 W8.14264942861496
K07448 #002CE1 W20.5805316013556
KO07453 #002CE1 W12.9047752003698
K07458 #002CE1 W19.5911131332046
K07459 #002CE1 W17.913142755557

KO07461 #002CE1 W16.5312755530798
KO07468 #002CE1 W20.2816521338497
K07494 #002CE1 W17.6674657420728

KO07500 #002CE1 W9.67392229656386

xxii



KO07552 #FF1660 W10.9818460915042
K07566 #FF1660 W5.95791385031745
KO07572 #002CE1 W30

KO07575 #002CE1 W4.73486506979632
KO07637 #002CE1 W17.9852809810808
KO07638 #FF1660 W12.3751435496252
K07647 #FF1660 W11.5936991257189
KO07673 #FF1660 W13.155644958285
KO07708 #FF1660 W11.4778551949388
KO07712 #FF1660 W10.7432295711428
K07726 #002CE1 W14.486133723019
KO07739 #002CE1 W12.0994564267635
KO07814 #FF1660 W8.75495420963605
KO08070 #002CE1 W7.7043857249433
KO08083 #FF1660 W12.045315471788
KO08087 #002CE1 W17.9852809810808
KO08097 #002CE1 W19.7563121190063
KO08100 #002CE1 W17.4935749442898
K08224 #FF1660 W12.9348439119983
K08252 #002CE1 W11.0872951877333
KO08309 #FF1660 W8.03718436259023
KO08311 #FF1660 W11.7616924347289
K08603 #002CE1 W17.9852809810808
KO08651 #002CE1 W17.9852809810808
KO08717 #002CE1 W17.4935749442898

K08884 #FF1660 W8.30202444038322

xxiii



K08974 #002CE1 W16.2607332080616
K08984 #FF1660 W10.2588287681162
K09003 #002CE1 W17.9852809810808
K09006 #002CE1 W17.9852809810808
K09165 #002CE1 W13.9396823581315
KO09181 #FF1660 W10.9709452573829
K09228 #002CE1 W17.9852809810808
K09421 #002CE1 W19.7563121190063
K09456 #FF1660 W11.1578180885554
K09487 #FF1660 W10.4408831952978
K09489 #002CE1 W17.9852809810808
K09497 #002CE1 W17.9852809810808
K09498 #002CE1 W17.9852809810808
K09585 #002CE1 W9.34032851348199
K09597 #FF1660 W6.35684585334472
K09705 #002CE1 W13.2986111874181
K09765 #002CE1 W17.9852809810808
K09767 #002CE1 W12.4158349301859
K09769 #002CE1 W11.0872951877333
K09800 #FF1660 W5.79850012094641
K09803 #002CE1 W12.6832001788037
K09883 #FF1660 W13.0752934782016
K09903 #002CE1 W7.39130044507293
K09919 #FF1660 W11.8198315854359
K09951 #002CE1 W7.7043857249433

K09952 #002CE1 W20.1649777351131

XX1v



K09967 #002CE1 W14.8087050670903

K10441 #FF1660 W8.64210459841752

K10563 #FF1660 W6.42987567704161

K10726 #002CE1 W16.0535517021911

K10807 #002CE1 W16.0535517021911

K10817 #FF1660 W10.6079223622569

K10908 #002CE1 W17.9852809810808

K10941 #FF1660 W10.2301858869416

K10946 #002CE1 W17.6674657420728

K11105 #002CE1 W7.49847413460866

K11126 #002CE1 W21.485892954519

K11146 #FF1660 W4.43280517424905

K11263 #FF1660 W12.466170763216

K11609 #FF1660 W8.41573746945841

K11690 #FF1660 W10.2479457835523

K11799 #002CE1 W8.00740374816947

K11931 #FF1660 W11.5936991257189

K12072 #002CE1 W14.8087050670903

K12206 #002CE1 W19.7563121190063

K12508 #FF1660 W11.5713024159232

K12511 #FF1660 W10.2588287681162

K13010 #002CE1 W17.6674657420728

K13019 #002CE1 W15.5359665293238

K13069 #FF1660 W6.98370536233551

K13075 #FF1660 W12.3751435496252

K13282 #002CE1 W14.486133723019

XXV



K13299 #FF1660 W12.2084388701755

K13525 #002CE1 W14.8087050670903

K13581 #002CE1 W16.9988129371509

K13788 #002CE1 W15.2488936458703

K13821 #FF1660 W8.52567690926458

K13841 #002CE1 W21.6885514590869

K13955 #FF1660 W6.92728339390288

K14165 #FF1660 W6.95753045902222

K15977 #FF1660 W5.82658151301256

K16039 #002CE1 W16.2607332080616

K16183 #FF1660 W11.5936991257189

K16557 #002CE1 W19.7563121190063

K17602 #002CE1 W26.4550301149449

K17910 #FF1660 W10.5878601727252

K18166 #FF1660 W3.81595066762207

K18320 #FF1660 W6.46353033986851

K18360 #FF1660 W12.466170763216

K19428 #002CE1 W9.4604310030224

K19691 #FF1660 W3.26386246659254

K20935 #002CE1 W23.8167873290999

K23686 #002CE1 W17.9852809810808

map00020 #002CE1 W1.83451525604621

map00053 #FF1660 W3.58076774857042
map00071 #FF1660 W6.49990342644256
map00072 #FF1660 W6.75144996577613

map00140 #FF1660 W8.88768839260772

XXvi



map00190 #002CE1 W3.03279393472836
map00195 #002CE1 W6.06100918028934
map00240 #002CE1 W2.3718523365142

map00261 #FF1660 W3.24497346656222
map00280 #FF1660 W5.43580336130768
map00281 #FF1660 W11.0932185260655
map00310 #FF1660 W5.67302576583718
map00330 #FF1660 W3.69034634799278
map00332 #FF1660 W6.80172367252893
map00350 #FF1660 W3.29742045420577
map00360 #FF1660 W5.28884795594296
map00362 #FF1660 W7.01380719237742
map00380 #FF1660 W5.28729497656299
map00400 #FF1660 W2.56429620233224
map00405 #FF1660 W6.61838826321013
map00410 #FF1660 W6.78616141551501
map00471 #002CE1 W7.13996101057641
map00480 #FF1660 W2.96192524629877
map00510 #002CE1 W13.8971765361175
map00513 #002CE1 W13.8508244340905
map00520 #002CE1 W1.90831302609792
map00550 #002CE1 W2.38845226149115
map00561 #FF1660 W2.98861441215223
map00600 #FF1660 W7.47214867656069
map00620 #FF1660 W1.60302382767885

map00624 #FF1660 W10.4877870997809

XXvil



map00625 #FF1660 W4.38687875246633
map00626 #FF1660 W4.89108071201999
map00627 #FF1660 W10.9958867136367
map00633 #FF1660 W5.91743218230574
map00640 #FF1660 W3.82697577563508
map00642 #FF1660 W9.52993135806556
map00643 #FF1660 W7.62459472854184
map00650 #FF1660 W4.09049985105904
map00710 #002CE1 W4.01188760231544
map00830 #FF1660 W4.98653131079864
map00860 #FF1660 W2.01211041066854
map00903 #FF1660 W8.94980824962097
map00910 #002CE1 W3.01222875763965
map00930 #FF1660 W10.5779792153561
map00970 #002CE1 W2.92961142396953
map00980 #FF1660 W7.50300180602018
map00982 #FF1660 W6.65426165558956
map01040 #FF1660 W4.19891978820305
map01110 #FF1660 W0.903684079011128
map01120 #FF1660 W1.15407414516491
map01130 #FF1660 W0.861513643830983
map01212 #FF1660 W4.32928164272632
map01220 #FF1660 W5.53055055789114
map01521 #002CE1 W30

map01522 #002CE1 W21.7151224663697

map02010 #FF1660 W3.68375587482675
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map02020 #FF1660 W1.85344941349162
map02024 #FF1660 W3.07026672689565
map02025 #FF1660 W5.01475481343327
map02040 #002CE1 W3.25213722932962
map03010 #002CE1 W21.4076329393886
map03013 #002CE1 W11.1723848166592
map03015 #002CE1 W26.5003930686686
map03018 #002CE1 W4.26781337475239
map03020 #002CE1 W6.55178394529966
map03022 #002CE1 W14.1015191580083
map03030 #002CE1 W2.74907080553868
map03040 #002CE1 W28.6397500875658
map03050 #002CE1 W13.5794105756806
map03060 #002CE1 W8.17179942861607
map03070 #002CE1 W2.70938551758081
map03320 #FF1660 W5.51108706733403
map03430 #002CE1 W1.99818195825446
map03460 #002CE1 W27.3394923297618
map04010 #002CE1 W24.6477490942823
map04011 #002CE1 W15.5824780784793
map04012 #002CE1 W29.1168714672804
map04013 #002CE1 W15.4500852739646
map04014 #002CE1 W15.7248410571332
map04015 #002CE1 W27.779960267893

map04016 #002CE1 W10.2599613610977

map04020 #002CE1 W23.2981292525935
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map04022 #002CE1 W26.9949029914043
map04024 #002CE1 W17.374041405462

map04062 #002CE1 W26.2117769015786
map04066 #002CE1 W4.46348049603708
map04068 #002CE1 W5.72676985869596
map04071 #002CE1 W9.93352709808911
map04110 #002CE1 W13.0291359760731
map04111 #002CE1 W19.847698369458

map04112 #002CE1 W3.61649258282784
map04114 #002CE1 W16.3745716598905
map04120 #002CE1 W23.9840151054323
map04136 #002CE1 W22.5625290457243
map04138 #002CE1 W11.5630374479815
map04140 #002CE1 W21.8083140238977
map04141 #002CE1 W14.3064432780143
map04144 #002CE1 W22.9853544902023
map04145 #002CE1 W20.9020127118822
map04150 #002CE1 W20.5847808973143
map04151 #002CE1 W7.20726196904177
map04210 #002CE1 W14.2525944201286
map04211 #002CE1 W13.0610568365067
map04212 #002CE1 W11.138852737722

map04214 #002CE1 W13.8971765361175
map04217 #002CE1 W5.13415816620001
map04218 #002CE1 W16.7661172266702

map04260 #002CE1 W10.6438474056263
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map04261 #002CE1 W23.0007861373372
map04310 #002CE1 W20.4198887286364
map04360 #002CE1 W22.0374479836373
map04370 #002CE1 W27.7571573062698
map04371 #002CE1 W23.1277053934577
map04390 #002CE1 W16.3745716598905
map04510 #002CE1 W28.4659517601216
map04512 #002CE1 W22.8243787223473
map04514 #002CE1 W22.5625290457243
map04520 #002CE1 W27.779960267893

map04530 #002CE1 W18.7912357939718
map04540 #002CE1 W21.2462279876488
map04550 #002CE1 W29.1168714672804
map04611 #002CE1 W17.9461623682507
map04612 #002CE1 W16.8368280514594
map04614 #002CE1 W9.31165532996119
map04621 #002CE1 W17.2523533509685
map04626 #002CE1 W5.77464371233632
map04640 #002CE1 W24.5569655460851
map04657 #002CE1 W10.9670855529213
map04659 #002CE1 W15.3203843864696
map04660 #002CE1 W20.5609926590514
map04666 #002CE1 W18.8811445203853
map04670 #002CE1 W26.5003930686686
map04713 #002CE1 W24.368859875548

map04720 #002CE1 W28.1259643748157
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map04721 #002CE1 W25.730923093777

map04722 #002CE1 W18.0142479659143
map04723 #002CE1 W12.0571699948517
map04725 #002CE1 W24.2650571688904
map04730 #002CE1 W20.5609926590514
map04750 #002CE1 W26.2117769015786
map04810 #002CE1 W27.9423871530137
map04912 #002CE1 W21.2583810805353
map04913 #002CE1 W26.2117769015786
map04914 #002CE1 W14.6159393234528
map04915 #002CE1 W11.6517380156412
map04916 #002CE1 W26.9949029914043
map04920 #FF1660 W5.53242518293173
map04921 #002CE1 W26.1090989984384
map04922 #FF1660 W3.11766539415337
map04924 #002CE1 W13.8997678545418
map04925 #002CE1 W22.5625290457243
map04926 #002CE1 W22.1333246646388
map04927 #002CE1 W22.1333246646388
map04932 #002CE1 W8.9316844001429

map04933 #002CE1 W22.1333246646388
map04934 #002CE1 W8.75751094228517
map04940 #002CE1 W10.2147060276021
map04960 #002CE1 W22.1333246646388
map04961 #002CE1 W19.4584400347205

map04966 #002CE1 W27.0365959217899
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map04971 #002CE1 W24.2650571688904
map04973 #002CE1 W18.3718904857711
map04974 #002CE1 W12.8994713707725
map04976 #002CE1 W17.2746683502825
map04979 #002CE1 W28.9879616151852
map05010 #002CE1 W15.007209854622

map05012 #002CE1 W12.4617190290492
map05016 #002CE1 W12.1824779724306
map05100 #002CE1 W22.9134352753366
map05110 #002CE1 W24.0951670963861
map05130 #002CE1 W23.3581038656438
map05131 #002CE1 W19.5011792060059
map05132 #002CE1 W11.9453559296238
map05134 #002CE1 W7.51329873390433
map05142 #002CE1 W16.3121374180804
map05144 #002CE1 W29.8916122091265
map05152 #002CE1 W13.4995481560289
map05160 #002CE1 W20.8347223680565
map05165 #002CE1 W7.20726196904177
map05166 #002CE1 W18.2227189612949
map05167 #002CE1 W16.3745716598905
map05169 #002CE1 W12.6181223857907
map05200 #002CE1 W5.76895807214042
map05204 #FF1660 W9.72537122122925
map05205 #002CE1 W11.7159005354931

map05206 #002CE1 W19.2495721103641
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map05212 #002CE1 W18.8811445203853
map05213 #002CE1 W20.0235992715932
map05215 #002CE1 W12.0078961778926
map05216 #002CE1 W17.5156207508318
map05223 #002CE1 W17.5156207508318
map05224 #002CE1 W22.7296267167783
map05226 #002CE1 W27.9119299259814
map05322 #002CE1 W20.1189766483079
map05323 #002CE1 W27.0365959217899

map05412 #002CE1 W24.1992592570278
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 1994. godine u Zagrebu, a 1995. godine preselila sam s obitelji u Split gdje sam
zavrsila osnovnu 1 srednju Skolu. Godine 2014. upisala sam Preddiplomski studij molekularne
biologije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu koji sam 1 zavrsila 2019. godine
sa zavr$nim radom naslova ,,Porijeklo genetickog koda“ pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Damjana
Franjevi¢a. Laboratorijsku stru¢nu praksu odradila sam na Institutu Ruder Boskovi¢ u
Laboratoriju za biofiziku stanice dr. sc. Ive Toli¢. Godine 2019. upisala sam 1 Diplomski studij
molekularne biologije tijekom kojega sam se orijentirala na racunalnu biologiju. Tijekom
studiranja obavljala sam razne studentske poslove, od konobarenja i korisnicke podrSke do

razvijanja genetickih testova u laboratoriju.
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