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1. UVOD



1.1 Bakterije i Zivi svijet

Kada je rije¢ 0 zivom svijetu tla, treba istaknuti da je to jo$ uvijek nedovoljno
istraZzeno podrudje i samim time ostavlja puno prostora za otkrivanje nekih novih saznanja o
organizmima ¢ije je ono stani$te, kao i 0 njihovoj vaznosti u odrzavanju ekosustava. Jedna od
najvaznijih sastavnica tla, uz fizikalne i kemijske, jest bioloska raznolikost definirana
organizmima koji nastanjuju tlo, a predstavljaju glavne ¢imbenike koji uvjetuju vitalno

funkcioniranje tla kao ekosustava (Fierer 2017).

Ekosustav predstavlja zajednicu organizama koji su u interakciji s okolinom u kojoj
zive, a odlikuje ga sloZena organizacija na kojoj se temelji ravnoteza medusobnih odnosa
(Swannack i Grant 2008). Svi organizmi kojima tlo predstavlja staniSte, medusobno su
povezani kompleksnim hranidbenim lancem ¢iju osnovu ¢ine mikroorganizmi. Mikrobiom tla,
kojeg ¢ine bakterije, virusi, arheje, protisti, gljive te eukariotski organizmi mikroskopske
veli¢ine (Fierer 2017), u uskoj su medusobnoj interakciji, ali i u interakciji s biljkama i
zivotinjama tla. Biljke, mahovine i alge kao autotrofni organizmi igraju najvazniju ulogu u
primarnoj produkciji stvaraju¢i organsku tvar pomocu iskoriStavanja anorganske, 0dnosno
vode, ugljikova dioksida i sunceve energije, dok ¢e heterotrofi prisutni u tlu, fauna tla, veéina
gljiva i bakterije, koje su predmet ovog istrazivanja, kao sekundarni i tercijarni konzumenti,

koristiti tu organsku tvar kao izvor energije.

1.2 Filogenetska pripadnost bakterija

Istrazivanje filogenetske raznolikosti, temeljeno na analizi gena za ribosomsku RNA
(rRNA), kao rezultat daje podjelu zivog svijeta na tri domene: Bacteria, Archea i Eucarya
(Woese 1990) (Slika 1). Pod pojmom mikroorganizmi obuhvaceni su predstavnici u sve tri
spomenute domene, izuzevsi viruse i subvirusne patogene Koji nisu svrstani u opisane domene
zivog svijeta. Mikroorganizmi predstavljaju mnogobrojnu, vrlo rasirenu skupinu organizama
koju karakterizira njihova mikroskopska veli¢ina. Rije¢ je o organizmima koji imaju iznimno
vaznu ulogu u svim ekosustavima, procesu bioremedijacije te Ciklusima kruZenja tvari u
prirodi (Fierer 2017). Bakterije ¢ine jednu (Bacteria) od tri domene na koje je podijeljen zivi
svijet, dok druge dvije ¢ine arheje (Archaea) i eukarioti (Eukarya). Arheje ¢ine drugu domenu

zivota, a radi se o skupini prokariotskih organizama s nekim eukariotskim znacajkama



(Woese 1993). Tre¢a domena Zivota, eukarioti, sadrzi sve eukariotske organizme: zivotinje,
biljke i jednostani¢ne organizme koji sadrze pravu jezgru, kao Sto su alge, kvasci i druge

gljive (Rosenberg 2017).

Bacterna Archaea Eukarya
~~~~~ Funy
Gram- Plants
Protecbactena
Chiorogiast
Cyancdectera
Thermode sutodactencm Mcrcaporide
| |l —J

Eukarya
Prokaryote

Slika 1. Domene zivog svijeta prema Carlu Woeseu dobivene usporedbom rRNA sekvenca
Preuzeto iz : Madigan MT i Martinko JM (2005): Brock microbiology organisms

Na temelju sekvenciranja gena ribosomske RNA, domena arheja razlikuje se od
domene bakterija i svrstava u zasebnu skupinu (Woese 1993). Osim filogenetske, temeljna
razlika tih dviju prokariotskih domena je u gradi stani¢ne membrane (kod arheja gradene od
lipida nacinjenih od izoprenskih lanaca esterski vezanih s jedinicama glicerola, dok su lipidi u
membranama bakterija i eukariota gradeni kao esteri glicerola s ravnim lancima masnih

kiselina) te stani¢ne stijenke (Eme i Doolittle 2015).

Bakterije predstavljaju brojnu skupinu organizama s vrlo vaznom ulogom u biolo§koj
evoluciji. Zemljina atmosfera bogata kisikom, kakva je danas, bila je jedan od preduvijeta za
nastanak kompleksnije eukariotske stanice. Upravo su bakterije bile te koje su omogudile
razvoj stanice u tom smjeru. Naime, bakterije su gotovo dvije milijarde godina bile
dominantan oblik zivota na Zemlji, a to je za posljedicu imalo nakupljanje sve vecih koli¢ina
kisika kojeg su one proizvodile. Do tada na njega neprilagodeni organizmi poceli su ugibati, a

istovremeno zapoceo je razvoj aerobnih organizama. Kao posljedica toga, anaerobni



organizmi koji se nisu prilagodili Zivotu u uvjetima velikih koli¢ina kisika, povukli su se na

ona staniSta gdje je kisik jo$ uvijek prisutan u manjim koli¢inama.

Osim §to su vazni evolucijski ¢imbenici, njihova vaznost istiCe se u tome Sto Cine
osnovu svakog hranidbenog lanca u prirodi, a veéina njih neophodna su za zivot drugih zivih
organizama, kao §to je ve¢ spomenuto ranije u tekstu. Sveprisutnost bakterija odnosno
njihovo obitavanje u svim biotopima ¢ini ih najrasprostranjenijim organizmima na Zemlji
gdje poticu i/ili sudjeluyju u vaznim bioloSkim te kemijskim procesima Sto ih cCini

neizostavnim dijelom Zivog svijeta.

1.3 Grada bakterijske stanice

S obzirom da se bakterije prema sistematici Zzivog svijeta svrstavaju u prokariote,
glavna strukturna razlika izmedu njih i eukariota jest grada njihove stanice. Naime,
bakterijsku stanicu karakterizira nedostatak jezgrine ovojnice kao i organela, iako postoje
iznimke. Naime, neke vrste bakterija koljena Planctomycetes koje se nalaze u tlu i moru imaju
membrane unutar kojih je smjesSten njihov geneticki materijal (Wiley i sur. 2011). Bakterijska
stanica sadrzi citoplazmu unutar koje se nalazi bakterijski genetski materijal koji se naziva
nukleoid. Osim njega, pojedine bakterijske stanice mogu sadrzavati 1 dodatne kruzne
molekule DNA koji se nazivaju plazmidi, a njihov doprinos bakterijskoj stanici jesu dodatna
svojstva kao $to su otpornost na antibiotike, prilagodbe na ekstremne uvjete Zivota i dr. Kao
tipicni stani¢ni dijelovi, prisutni su i ribosomi, citoplazmatska membrana, kao i stani¢na
stijenka koja obavija citoplazmatsku membranu kod gotovo svih bakterija. Strukture
specificne za bakterijske stanice nalaze se s njene vanjske strane, a to su biCevi 1 pili kao
strukture koje bakterijama omogucavaju ili dodatno pomazu za pokretanje i/ili prihvacanje za
odredenu podlogu. Spolni pili omogucuju rekombinaciju genetskog materijala bakterija (Slika
2), (Gerard i sur. 2014, Wiley i sur. 2011).

10



nasljedna tvar (DNA)

pili

ribosom

\ \ »
H\kapsula

: stani¢na stijenka
citoplazma

stanicna membrana

Figure 4-3 Microbiology. 6/e
© 2005 John Wiley & Sons

Slika 2. Grada bakterijske stanice
Slika je preuzeta iz Wiley i Sons (2005.): Essential microbiology

Osim nedostatka spomenutih organela, bakterijske stanice karakteriziraju i njihovi
razli¢iti oblici stanica. Tako prema morfologiji bakterijskih stanica razlikujemo slijedece
tipove: koki (okruglaste stanice), bacili (izduzene stanice), spirili (zavijene stanice), vibriji
(stanice poput zareza), koko-bacili (izduzeni koko oblik) te spirohete (specifiéne zavijene
stanice). Velicina prosje¢nih bakterijskih stanica varira od veli¢ine mikoplazmi (0,3 do 0,8
um) do veli¢ine cijanobakterija (promjer 10 um) (Wiley i sur. 2013). Grada stani¢ne stijenke
odnosno peptdioglikan kao njezin sastavni dio, temelj je jos jedne u nizu podjela bakterija. S
obzirom na koli¢inu peptidoglikana (mureina) u stani¢noj stijenci bakterija, dijele se prema
Gramu na gram-pozitivne i gram-negativne.

Ribosomi su gradeni od ribosomskih ribonukleinskih kiselina (rRNA) i specifi¢nih
ribosomskih proteina ¢ija je uloga sinteza proteina. Svaki ribosom sastavljen je od manje i
vece podjedinice koje se kod bakterija oznac¢avaju kao 30S podjedinica te 50S podjedinica.
Manja podjedinica, 30S, veze mRNA i sluzi za Citanje genskog koda zapisanog u molekuli

11



glasnicke RNA (mRNA), dok peptidna veza izmedu aminokiselina nastaje u aktivnom mjestu
veée podjedinice, 50S (Ramakrishnan 2002). Gen za 16S rRNA, Kkoji kodira RNA
komponentu 30S podjedinice bakterijskog kromosoma prisutan je u svim bakterijama u
jednoj ili viSe kopija tog gena. Taj gen je karakteristi¢an za svaku bakterijsku vrstu §to ga ¢ini

temeljem za usporedbu, klasifikaciju te identifikaciju bakterija (Wang i sur. 2015).

1.4 Ekoloska uloga bakterija u tlu

Kako bismo razumjeli nacin funkcioniranja i ekolosku ulogu bakterijskih zajednica
unutar nekog sustava, vazno je determinirati vrste i skupine bakterija te odrediti njihovu
zastupljenost u populaciji. Bakterije imaju vaznu ulogu u odrzavanju fizikalnih, kemijskih te
bioloskih karakteristika tala, sudjeluju u biogeokemijskih ciklusima te ostalim procesima
vaznim za odrZivost ekosustava tla. Razumijevanje bakterijske ekologije (nafina formiranja
zajednica, odgovor na promjene u okoliSu, fizikalno-kemijske i bioloske interakcije i sl.)
Cesto je lizazovno zbog izrazito visokog stupnja bioloske raznolikosti te prostorne
heterogenosti tala. Upravo se bakterije smatraju kljuénim oruZjem u borbi sa zagadenjem
okolisa te se predlazu strategije bioremedijacije temeljene na sposobnosti pojedinih
mikroorganizama da razgraduju, za okoli§ opasne, policiklicke aromatske ugljikovodike

(Doyle i sur. 2008).

Tlo je nositelj brojnih funkcija neophodnih za opstanak zivog svijeta na Zemlji:
osigurava hranu, biomasu i sirovine, stani§te brojnim organizmima te rezerve gena, skladisti,
filtrira 1 izmjenjuje hranjive tvari, vodu 1 ugljik. Kljuéni je ¢imbenik u odrZzavanju bioloske
raznolikosti i ekosustava opcenito. Vaznu ulogu ima i u ublazavanju sve izraZenijih
klimatskih promjena, jer uz oceane i karbonatne stijene, upravo tlo sadrzi najveée globalne
zalihe ugljika (dvostruko vise nego Zemljina atmosfera i trostruko vise nego ukupna

vegetacija na Zemlji) (Janson i Hofmockel 2018).

S obzirom na slozenost tla kao medija, vrlo je podlozan procesima degradacije i
procesima koju u kratkom razdoblju mogu narusiti i ugroziti te onesposobiti njegove funkcije.
Posljedice toga ocituju se kroz dezertifikaciju, smanjenje plodnosti tla, bioraznolikosti,

kakvoce zraka te klimatske promjene, a zbog izrazito sporog procesa nastajanja, ugrozavanje

12



tla kao staniSta brojnih organizama moZe nanijeti teSko popravljivu Stetu (Stefanis i sur.

2012).

Najznacajnija skupina mikroorganizama su svakako bakterije Cije vrste u tlu broje i
preko 20 000 predstavnika, dok brojnost tih jedinki, ¢ija veli¢ina se kre¢e od 0,2 do 2 um,

moze sezati od nekoliko desetaka milijuna do ¢ak milijarde u jednom gramu tla.

Iako su podjele bakterija brojne, vazno je istakuti onu prema nacinu ishrane. Na taj
nacin se bakterije dijele na autotrofne i heterotrofne. Bakterije pristune u tlu dijele se na

sljedece skupine:
1. Heterotrofne bakterije koje koriste dusik vezan u organskoj tvari
2. Heterotrofne bakterije koje koriste atmosferski dusik

3. Autotrofne bakterije

Heterotrofne bakterije ne mogu samostalno proizvesti spojeve te se koriste gotovim
organskim spojevima koje primaju iz okoliSa. Koriste¢i duSik vezan u organskoj tvari te
njenom razgradnjom obogacuju tlo dusikom i na taj na¢in omogucavaju iskoritavanje nuzno
potrebnog duSika od strane biljaka. Ova skupina se dijeli na one bakterije koje razgraduju
bjelancevine te se nazivaju amonifikatori, a prema potrebi za kisikom mogu biti i1 aerobni i
anaerobni organizmi; denitrifikatori koji obavljaju proces prijelaza nitratnog i nitritnog dusika
u slobodni ili vezani u dusikove okside; razgradiva¢i masti koji se jo§ nazivaju lipolitic¢ki
mikrobi; razgradivaci ugljikohidrata koji takoder mogu biti i aerobni, ali i1 anaerobni

organizmi cijanobakterije (Gerard i sur. 2014, Wiley i sur. 2011).

Heterotrofne bakterije koje koriste atmosferski dusik su takozvane nitrogene (dusi¢ne)
bakterije ili diazotrofi odnosno nitrofiksatori koje imaju sposobnost vezivanja slobodnog
atmosferskog dusika. Zive slobodno u tlu ili u simbiozi s vidim biljkama i na taj nacin
opskrbljuju ih potrebnim dusikom sudjelujuci u dusSikovom ciklusu. Primjer tih simbiotskih

bakterija su one iz rodova Azotobacter i Clostridium (Fenchel i sur. 2012).
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Autrotrofne bakterije u tlu dijele se na kemoautrotrofne, koje koriste energiju iz
oksidacije anorganskih spojeva u tlu kao $to su nitrifikacijske bakterije (Nitrosomonas i
Nitrobacter), sumporne bakterije te zeljezove, manganove i druge. Osim kemoautotrofnih, u

tlu su prisutne i fotoautotrofne bakterije ¢iji su glavni predstavnici cijanobakterije (Gerard i

sur. 2014, Wiley i sur. 2011).

Uloge bakterijskih zajednica u tlu su brojne; od nakupljanja, a potom i razgradnje
organske i anorganske tvari u tlu do neosinteze odnosno stvaranja humusa. Klju¢nu ulogu
imaju u bioloskom kruzenju tvari u ekosustavima $to predstavlja usku povezanost sa ostatkom
zivog svijeta. BioloSke cikluse kruZenja tvari kontroliraju nizom redoks procesa u kojima
izravno sudjeluju i na taj na¢in odrzavaju dinamiku tla. Na kraju, reguliraju ekoloske odnose
sudjeluju¢i u razli¢itim oblicima suzivota s drugim organizmima (anabioza, komensalizam,

mutualizam i dr.) (Fenchel i sur. 2012).

1.5 Metode za proucavanje bakterija u okoliSu

Opis zajednica organizama predstavlja sredi$nji predmet istrazivanja u ekologiji 1 kao
takav ima velik doprinos u detaljnijem uvidu u funkcionalnost odredene zajednice. Pojam
istrazivanja strukture zajednice organizama obuhvaca opis vrste ili skupine organizama
prisutnih na odredenom staniStu te odredivanje udjela koji ta skupina ili vrsta zauzima u

zajednici.

Opisivanje raznolikosti bakterija u ekosustavima pojednostavljuje se dijelec¢i th u
razlic¢ite funkcionalne skupine kao S§to su primarni prozvodaci, fotoheterotrofi, heterotrofi,
fiksatori duSika, nitrifikatori te denitrifikatori. Taj velik broj funkcionalnih skupina odrazava
funkcionalnu 1 geneticku raznolikost ovih jednostani¢nih organizama §to otezava istraZivanje
funkcionalnih karakteristika pojedinih skupina. Kako bi se odredila ciljana svojstva pojedine
funkcionalne skupine, vrste je potrebno uzgojiti u ¢istoj kulturi §to Cesto nije jednostavno
(Pham i Kim 2012).

Osnovna metoda u proucavanju bakterijskih stanica je mikroskopija koja se koristi za
proucavanje mikrobnog fenotipa. Glavni nedostatak ove Cesto koristene metode jest njezina

nepouzdanost. Mikroskopskim promatranjem bakterija nemoguce je odrediti sve bakterijske
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vrste prisutne u uzorku Sto zbog Cega se u istrazivanjima poseze za pouzdanijim i efikasnijim

metodama (Pham i Kim 2012).

Jedna od najéesce koristenih metoda za proucavanje bakterije je uzgoj na tekucim ili
¢vrstim hranidbenim podlogama pri ¢emu se bakterije mogu selektirati s obzirom na uporabu
specifi¢nih hranjivih podloga. Tekuce hranjive podloge pripremaju se otapanjem organskih
tvari u destiliranoj vodi, dok se krute hranjive podloge dobiju na nacin da se u teku¢u hranjivu
podlogu doda agar. Ono $to predstavlja nedostatak ove metode jest to Sto unato¢ obilju
bakterijskih vrsta u tlu vise od 99% tih vrsta se ne moze uzgajati na hranjivim podlogama, a
istrazivanja provedena na manje od 1% uzgojivih vrsta nisu reprezentativan uzorak

filogenetske raznolikosti (Pham i Kim 2012).

Problem identifikacije prokariota uzgojem u kulturi prestaje biti otezavajuc¢a okolnost
otkri¢em moguc¢nosti klasifikacije mikroorganizama na temelju evolucijskih odnosa koji svoju
osnovu imaju u sli¢nosti molekula kao §to je ribosomalna RNA. Nakon §to je otkriveno da je
moguce izolirati DNA izravno iz uzoraka prikupljenih u prirodi, klonirati Zeljeni gen i
sekvencirati isti, zapocinje identifikacija mnogih, do tada, nepoznatih organizama §to je bio
velik korak u napretku istraZivanja mikroorganizama. Ono $§to omogucuje ovakav pristup je
gen za 16S rRNA koji zbog toga Sto je prisutan u svim organizmima, postao kljucan i
najprimjenjeniji marker u identifikaciji 1 usporedbi organizama. Daljnjim napretkom
tehnologije i razvoj metoda fluorescencijske in situ mikroskopije, molekula 16S rRNA
odabrana je kao ciljna molekula sondi obiljeZenih fluorescentnim bojama, iz ve¢ prethodno
navedenih razloga (Korlevi¢ 2015). Sekvenciranje rRNA je omogudilo istrazivanje i
identifikaciju bakterijske taksonomije i filogenije, a istrazivanja su pokazala kako 16S rRNA
osigurava identifikaciju bakterija do razine rodova u ¢ak 91% slucajeva, a do razine do vrste u

65% do 90% (Akram i sur. 2017).

Odredivanje strukture zajednice moze se provesti posrednim metodama poput
denaturiraju¢e gradijentne elektroforeze (engl. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ili
polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata (engl. Restriction Fragment Length
Polymorphism), sekvenciranjem ciljnog gena ili fluorescencijskom in situ hibridizacijom
(FISH, engl. Fluorescence In Situ Hybridization). Posredne metode temelje se na
amplifikaciji ciljnog gena te detekciji produkata denaturacije ili restrikcije ciljnog gena.
Ovakve metode omogucuju posrednu usporedbu sastava zajednica, medutim ne dozvoljavaju

identifikaciju pojedinih predstavnika zajednice. Sve metode zahtijevaju primarni korak
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izolacije DNA iz okolisa ili fiksiranja i filtracije mikrobnih stanica na filtere zeljene veli¢ine
u slucaju FISH-a (Korlevi¢ 2015).

Metodi sekvenciranja prethodi umnazanje Zeljenih sljedova nukleotida. Taj korak u
istrazivanjima odvija se metodom lancane reakcije polimerazom (PCR). Metoda omogucuje
umnazanje ciljnog dijela DNA u velikom broju identi¢nih kopija. U prvom koraku se DNA
denaturira s ciljem odvajanja lanaca, a zatim se na ciljna mjesta molekule DNA vezu
komplementarne oligonukleotidne sekvence koje se nazivaju pocetnice. Enzim DNA -
polimeraza na temelju lanca koji predstavlja kalup, sintetizira novi lanac na principu
komplementarnosti baza unutar regije oznacene pocetnicama. Na taj nacin nastaju milijuni

kopija ciljnih DNA fragmenata (predlozaka) (Cooper 2010.).
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Slika 3. Lancana reakcija polimerazom.

Preuzeto sa: www.slideshare.net

U novije doba, tijekom projekta sekvenciranja ljudskog genoma, zapocinje razvoj
tehnologije sekvenciranja novih generacija (NGS, od eng. next generation sequencing). Tako
su u posljednjih 15-tak godina razvijene metode koje omogucéavaju veéi broj ocitanja
paralelno sekvenciranih uzoraka u kra¢em vremenu uz drasticno manji troSak. Brzi razvoj i
relativno niska cijena, omoguc¢ili su upotrebu NGS-a u temeljnim znanstvenim podrucjima, te

istrazivanjima u klinickoj dijagnostici, agrogenetici i forenzici (Metzker 2010.)
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1.5.1. Metode sekvenciranja sljedece generacije

Metode sekvenciranje sljedece generacije obuhvacaju nekoliko razli¢itih metoda koje
omogucuju istodobno sekvenciranje predlozaka u jednoj reakciji. (Kulski 2015).
»Sekvenciranje sintezom* (od eng. sequencing by synthesis) temelj je veéine metoda
sekvenciranja sljedece generacije, utemeljene od strane Shankara Balasubramaianija i Davida
Klenermana sa sveuciliSta Cambridge. Takvo je sekvenciranje sli¢cno Sangerovoj metodi, no
koriste se modificirani dNTP-ovi sa terminatorima c¢ija je funkcija blokiranje daljnje
polimerizacije. To omogucava da DNA polimeraza dodaje samo jednu bazu na rastu¢i DNA
lanac. Terminator sadrzi fluorescentne markere koje je moguce detektirati kamerom (Ju i sur.
2008).

Prije primjene metoda sekvenciranja sljede¢e generacije, najvec¢u primjenu imala je
ve¢ spomenuta Sangerova metoda koju se jo§ naziva 1 ,metodom sekvenciranja prve
generacije”. Radi se 0 metodi koja se temelji na terminaciji sinteze lanca, a zahtijeva
razdvajanje jednolan¢anih molekula DNA koje se razlikuju u jednom nukleotidu, pomocu gel
elektroforeze. Sanger i sur. (1977) razvili su ovu metodu koristeé¢i 2,3-dideoksinukleotid
trifosfate (ddNTP) i DNA polimerazu. Specifi¢nost ddNTP-a je odsustvo hidroksilne skupine
na 3’kraju, Sto onemoguéuje stvaranje fosfodiesterske veze. Enim DNA polimeraza ne
prepozanje razliku dNTP i ddNTP te se ddNTP moze ugraditi u rastuci lanac DNA vezanjem
5' fosfatne skupine i 3' hidroksilne skupine posljednjeg nukleotida u lancu. Njegovom
ugradnjom, zbog nedostatka 3' hidroksilne skupine, prestaje sinteza lanca. Zbog velikog broja
molekula DNA, odsje¢ak novonastalog lanca moZe biti zaustavljen na bilo koje mjestu Sto bi

za posljedicu ima velik broj molekula DNA razli¢ite duljine (Sanger i sur. 1977).

Metode sekvenciranja sljede¢e generacije svoju Siroku primjenu temelje na tri glavne
prednosti nad Sangerovom metodom. Pripremanje uzorka ¢ini prvu prednost; umjesto
kloniranja fragmenata DNA, knjiznice (od eng. library) se pripremaju u stanicnom sustavu
(Metzker 2010) Druga prednost je da se viSe milijuna reakcija sekvenciranja odvija
istovremeno, a tre¢u prednost predstavlja eliminacija elektroforeze u svrhu odvajanja
fragmenata DNA. Osim navedenog, financijski trosak je znatno manji §to metodu cini
dostupnijom i primjenjivom u razli¢itim istrazivanjima (Metzker 2010; van Dijk 2014) U
ovom istrazivanju metoda sekvenciranja sljedece generacije koristila se za odredivanje RNA
sekvenci regije gena za 16S rRNA (regije V3 — V4) pomocu kojih se mogu odrediti
bakterijski taksoni prisutne u uzorku (Cooper 2010).
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Uredaj za sekvenciranje nove generacije koji trenutno dominira trzistem jest Illumina,
vrlo vjerojatno i zbog Cinjenice da je cijena sekvenciranja ovom metodom najniza. Ova se
platforma takoder temelji na sekveniranju pomocu sinteze, gdje se zbirke sekvenci s
adaptorskim dijelovima denaturiraju u jednolancane DNA molekule koje se potom, vezane na
podlogu, umnoZze pomocu premosSc¢avaju¢eg PCR-a Koriste¢i se Bst polimerazom i

formamidom kao denaturiraju¢im sredstvom (Kulski 2016).

1.6. Skradinski buk kao lokalitet istraZivanja

Nacionalni park Krka jedan je od osam nacionalnih parkova u Republici Hrvatskoj
koji se prostire na pretezito neizmijenjenom podrucju iznimne prirodne vrijednosti sa
znanstvenom, kulturnom, odgojno-obrazovnom i rekreativnom svrhom. SmjeSten je u
sredi$njoj Dalmaciji na samo par kilometara udaljenosti od grada Sibenika. Gotovo &etvrtinu
povrsine parka zauzima vodena povrsina rijeke Krke koja izvire u podnozju Dinare (Slika 4).
Rijeka Krka tede kroz Dalmaciju, na podrudju Sibensko-kninske Zupanije, izmedu
ravnokotarskog prostora, zaravni rijeke Cikole i Dalmatinske zagore, a sa zapada, sjevera i

sjeveroistoka nadvisuju je planinski masivi Velebita, Dinare, Svilaje i Mosora (Brali¢ 2005).
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Specificnost tog krajolika moze se zahvaliti nesprestanom procesu osedravanja $to Cini
rijeku Krku i njen okoli§ pravim krskim fenomenom. Glavnu prirodnu znamenitost
nacionalnog parka ¢ini sedam vecih sedrenih slapova (BiluSic¢a buk, slap Brljan, Manojlovacki
slapovi, Rosnjak, slap Miljacka, Roski slap i Skradinski buk) nastalih pod utjecajem vrsta koje
imaju sposobnost talozenja kristali¢a kalcita. Na taj na¢in grade i1 oblikuju vapnenacke naslage
koje nadalje tvore razli¢ite oblike sedre koje imena dobivaju prema sedrotvornim mahovinama
koji su uz alge kljucni sedrotvorni organizmi. Vec¢ sredinom 20. stoljeca prepoznata je potreba
da se takvo specificno podrucje pravno zastiti u svrhu ocuvanja iznimnih prirodnih vrijednosti
te je Hrvatski Sabor 24. sijecnja 1985. godine donio odluku o proglasenju Nacionalnog parka
Krka (Brali¢ 2005).

Sedra je nerijetka pojava u povrSinskim tokovima dinarskog krSa, ali rijetka je pojava
znatnih naslaga vapnenca kakvi grade slapove na rijeci Krki. Radi se o slapovima vrlo njezne
grade koji su vrlo osjetljivi, kako na utjecaj prirode, tako i na ljudske djelatnosti. Ono §to

omogucuje ocuvanje opstojnosti slapova jest stalni rast fitogene sedre. Nastanak i neprestani
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rast slapova rezultat je kompleksnih fizikalnokemijskih i bioloskih procesa Sto zahtijeva

ocuvanje prirodne ravnoteze ekosustava rijeke Krke (Bonacci i sur. 2017).

Zahvaljujuci biogeografskom smjestaju i velikom broju raznolikih stanista, Nacionalni
park Krka odlikuje vrlo bogat i raznolik biljni i Zivotinjski svijet s brojnim endemicnim
rijetkim 1 ugroZenim svojtama $to podrucje oko rijeke Krke svrstava medu najvrijednije

prirodne cjeline, ne samo u Hrvatskoj nego i u Europi.

Skradinski buk posljednja je i najduza od sedam sedrenih barijera na rijeci Krki. Glasi
13 kilometara nizvodno od Roskog slapa. Rast sedrene barijere Skradinskog buka uvjetovao
je ujezerenje vode rijeke do Roskog slapa i dio donjeg toka rijeke Cikole. Sedreni oblici koji
se ondje mogu pronaci su pragovi, sedreni otoCici, zastori 1 barijerice, kao 1 poluspilje, $pilje i
brade. Krajolik krasi bujno mediteransko i submediteransko raslinje velikog broja biljnih
vrsta. Zahvaljujuéi neprestanom procesu nastajanja sedre, rijeka Krka predstavlja krski
fenomen, ¢iji kanjon danasnji izgled moze zahvaliti tektonskim pokretima i povrSinskim

procesima okr$avanja u karbonatnim naslagama (Bonacci i sur. 2017; Brali¢ 2005) .

Tlo Nacionalnog parka Krka jedno je od manje istrazenih podru¢ja Sto ga Cini
privlaénim za istrazivanja bioloske raznolikosti mikroorganizama. To je podruc¢je bogato
razli¢itim vrstama 1 oblicima tala iz Cega proizlazi pretpostavka o velikoj bioloskoj
raznolikosti prisutnih mikroorganizama. Istrazivanje provedeno na podru¢ju Nacionalnog
parka Krka izazovno je zbog visokog stupnja zastite prirode i samim time ljudske djelatnosti
na tom podrucju su ogranicene. Razlog tome je da su sedreni slapovi rijeke Krke vrlo
osjetljivi na promjene u okoliSu, a koje mogu biti posljedica 1 ljudske djelatnosti. Samo
stalnim rastom fitogene sedre moguce je osigurati i oCuvati opstojnost slapova. Nastajanje 1
rast sedrenih slapova te vegetacije rezultat su sloZenih fizikalno-kemijskih i bioloskih procesa
u kojima sudjeluju i bakterijske zajednice (Bonacci i sur. 2017). Stoga ¢e se istrazivanje
temeljiti na karakterizaciji 1 usporedbi bakterijskih zajednica uzetih na vise razlicitih testnih
ploha s obzirom na prisutnost vegetacije. Na taj nacin bit ¢e ispitana medusobna povezanost i

utjecaj vegetacije i bakterijskih zajednica tla.

Istrazivanja bioloske raznolikosti odnosno strukture zivotnih zajednica bitna su kao
srediS$nji predmet istrazivanja u ekologiji, a glavni razlog tome je to Sto doprinose detaljnijem

uvidu u funkcionalnost zajednica organizama. Vec¢inom se provode u svrhu informiranja o
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prisutnosti i brojnosti pojedinih vrsta unutar neke zajednice kako bi se eventualna ugrozenost
pojedine svojte nastojala sprijeciti. Istrazivanja bioraznolikosti mikroorganizama nisu toliko
zastupljena zbog cega postoji zacudujuée mali broj informacija o raznolikosti njihovih
zajednica. Razlog tomu vrlo vjerojatno je i nedovoljna svijest o vaznosti pojedinih

mikroorganizama za o¢uvanje ravnoteze ekosustava. (Fierer 2017; Korlevi¢ 2015).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog rada bila je molekularna karakterizacija zajednica u odabranim uzorcima tla
Skradinskog buka pomoc¢u metoda sekvenciranja sljedee generacije. Karakterizacija
podrazumijeva analizu nukleotidnih sljedova gena za 16S rRNA, identifikaciju bakterija do

razine razreda i porodice te utvrdivanje njihove populacijske strukture.
Specificni ciljevi istrazivanja:

1. Analizom dobivenih slijedova nukleotida odrediti taksonomsku strukturu i
populacijsku raznolikost bakterijskih zajednica tala u ispitivanim uzorcima

2. Utvrditi eventualnu povezanost bakterijskih zajednica u analiziranim uzorcima tala i
prisutne vegetacije .
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Uzorkovanje

U istrazivanju je koristeno 10 uzoraka povrsinskog dijela tla dobivenih u prikupljanju
provedenome 27. rujna 2017. godine na deset razlicitih tocaka testne plohe na podrucju
Skradinskog buka unutar Nacionalnog parka Krka. Uzorkovanje je obavljeno od strane
djelatnika Instituta Ruder BoSkovié, a uzorci su pohranjeni u zamrzivacu pri -80°C. Uzorci su
oznaceni Kraticama brojevima od SB1 do SB10, a geografski polozaj i vrsta uzorka prikazani

su u Tablici 1.

Tablica 1. Uzorci tla prikupljeni na podru¢ju Skradniskog buka.

Oznaka uzorka Geografski polozaj Vrsta uzorka

SB1 (43°48'20.82"S, 15°57'58.52"T) | uzorak prikupljen na samom ulazu na
testu plohu

SB2 (43°48'21.05"S, 15°57'57.46"T) | uzorak sedre prikupljen iznad jezerca
koje tijekom ljeta presusuje

SB3 (43°48'21.48"S, 15°57'55.86"1) | uzorak je prikupljen iznad jezera na
mjestu gdje su sedra i tlo izmijeSani

SB4 (43°48'22.41"S, 15°57'56.19"T) | uzorak sedre sa podrucja uz novonastali
potok

SB5 (43°48123.17"S, 15°57'56.65"T) | uzorak sedre pomijesan sa tlom

prikupljen na podrucju koje se koristi u

svrhu poljoprivrede

SB6 (43°48124.04"S, 15°57'55.21"T) | uzorak sedimenta iz jezera

SB7 (43°48'23.02"S, 15°57'54.21"1) | uzorak stare sedre

SB8 (43°48'22.77"S, 15°57'54.09"T) | uzorak novonastale sedre sa starog slapa
SB9 (43°48120.47"S, 15°57'55.78"T) | uzorak erodirane sedre

SB10 (43°48124.25"S, 15°57'52.45"T) | uzorak sedre iz vode kod velikog slapa

nizvodno od testne plohe
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3.2. I1zolacija DNA

Uzorci su dopremljeni na Institut Ruder Boskovi¢ u Zagrebu gdje je provedena
ekstrakcija ukupne DNA. S ciljem istrazivanja bakterijskih populacija, izolacija ukupne DNA
iz svakog uzorka provedena je koriste¢i komercijalni komplet reagensa ,,DNeasy PowerSoil

kit (Qiagen) prema uputama proizvodaca.

Od svakog uzorka sedimenta odvagala sam 250 mg i stavila u ,,Powerbead* epruvetu
te lagano mijeSala na vrtloznoj mijesalici 1 minutu. Potom sam svakom uzorku sedimenta
dodala po 60 pl pufera te je sadrzaj promijeSala na vrtloznoj mijeSalici 10 minuta u
horizontalnom polozaju. Zatim sam uzorci centrifugirala na 10, 000 x g 30 sekundi. Dobiveni
supernatant izdvojila sam u Ciste epruvete od 2 ml, a potom dodala po 250 ul pufera i
mijesala na vrtloznoj mijesalici 5 sekundi. Nakon toga, uzorke sam inkubirala 5 minuta na
4°C. Nakon inkubacije, centrifugirala sam ih 1 minutu na 10, 000 x g. Zatim sam izdvojila
600 pul supernatanta u ¢iste epruvete od 2 ml, dodala 200 ml pufera te promijesala na vrtloznoj
mijesalici 5 sekundi. Uzorke sam nakon toga ponovno inkubirala 5 minuta na 4°C i
centrifugirala 1 minutu na 10, 000 x g. Izdvojila sam 750 ul supernatanta u ¢iste epruvete od 2
ml i dodala 1200 pl pufera. Sadrzaj sam mijesala na vrtloznoj mijesalici 5 sekundi, a potom
izdvojila 650 ul uzorka u MB Spin Column te centrifugirala 1 minutu na 10, 000 x g . Taj
korak sam ponovila tri puta kako bi sav volumen uzorka bio obraden. Zatim sam dodala 500
ul pufera, sadrzaj centrifugirala na 10, 000 x g 30 sekundi. Dobiveni sadrzaj prebacila sam u
¢iste epruvete od 2 ml i dodala 100 pl pufera u srediSte bijele filter membrane u epruveti.
Uzorke sam ponovno centrifugirala na sobnoj temperaturi 30 sekundi na 10, 000 x g te ih

izdvojila u MB spin column.

Izoliranu DNA isprala sam etanolom te centrifugirana na 10, 000 x g 30 sekundi.
Etanol je uklonjen isparavanjem, a izolirana DNA pohranjena je na temperaturi od -20°C.

Koncentracija izolirane DNA odredena je na Nanodropu (Thermoscientific, SAD).

3.3. PCR (lan¢ana reakcija polimerazom)

Nakon Sto je izolirana ukupna DNA iz svakog uzoraka, dobiveni produkti podvrgnuti

su lancanoj reakciji polimerazom ¢iji je postupak opisan u daljnjem tekstu. S ciljem
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umnazanja fragmenta gena za 16S rRNA (regija V3-V4, oko 250 pb) koristila sam specifi¢ne
pocetnice (V3Bac_IlI_PE_Adaptor_341FW: 5'-tcg tcg gca gcg tca gat gtg tat aag aga cag cct
acg ggn ggc age ag-3'; V4Bac_Il_PE_Adaptor_805RV: 5'-gtc tcg tgg gct cgg aga tgt gta taa
gag aca gga cta chv ggg tat cta atc c-3’) odabrane prema komplementarnosti ciljanim regijama

bakterijskih gena.

Lancanu reakciju polimerazom provela sam prema sljede¢im koracima ¢iji su

temperaturni uvjeti, trajanje i broj ciklusa navedeni u Tablici 2.

=

Inicijalno denaturiranje u kojem dolazi do razdvajanja lanaca DNA koji ¢e sluziti kao
kalup u sintezi novih lanaca.

2. Hibridizacija pocetnica s komplementarnim dijelovima DNA molekule.

3. Sinteza komplementarnog lanca.

4. Finalna ekstenzija.

Tablica 2. Uvjeti provodenja PCR reakcije za umnozavanje V3 i V4 regije u izolatu
genomske DNA.

Temperatura (°C) Vrijeme Broj ponavljanja
98 30s 1
62 30s 29
72 30s 1
72 5 min 1

3.4. Elektroforeza umnoZenih fragmenata u gelu agaroze

Kontrola produkata provedena je u 1% - thom gelu agaroze. Gel je pripremljen na
naén da je 1 g agaroze otopljen u 100 mL TAEXxI puferu. Za bojanje gela koristen je SYBR
Safe koji se dodaje u gel u teku¢em stanju (10 ul na 100 mL gela). SYBR Safe veze se za
fragmente dobivene lananom reakcijom polimeraze te stoga omogucuje vizualizaciju

dobivenih produkata tijekom slikanja gela. Elektroforeza je provedena u trajanju 1h.
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Tablica 3. Protokol za pripremu 50 x TAE pufera za elektroforezu.

50 x TAE elektroforetski pufer
Tris free base 242 g
Disodium EDTA 18,61 ¢
Glacial acetic acid 57,1 mL
DDI H,0 Do 1 litre

Ovako pripremljen pufer razrjeduje se na 1 x TAE.

Umnozeni produkti dobiveni metodom lancane reakcije polimerazom poslani su na
analizu u komercijalni servis (Eurofins, Njemacka), gdje je slijed nukleotida utvrden
metodom sekvenciranja sljedece generacije (Next generation sequencing, NGS) Kkoristeci

platformu Illumina. Analiza se temelji na principu sekvenciranja sintezom.

3.5. Obrada podataka

Obrada podataka dobivenih  sekvenciranjem provedena je na Institutu Ruder
Boskovi¢ u Zagrebu koristenjem viSe racunalnih programa. Sravnjivanje sekvenci napravljeno
je koristenjem programa QIIME (Caporaso i sur 2010.), a klaster analiza koriStenjem
raunalnog programa SWARM (Mahe i sur. 2015.). Identifikacija sekvenci napravljena je
prema referentnoj bazi NCBI (National Center for Biotehnology Information). Dobivene
tablice sekvenci i taksonomskih kategorija statisticki su obradene. Na kraju je provedena i

MDS (eng. Multidimesional Scaling) analiza u programu Excel koriste¢i XLSTAT software.
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4. REZULTATI
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4.1. 1zolacija genomske DNA

Elektroforetska analiza produkata PCR-reakcije potvrdila je prisutnost fragmenata
odgovarajuce veli¢ine (250 bp) kod svih analiziranih uzoraka. Gel nakon provedene
elektroforeze izolata genomske DNA je prikazan na Slici 5.

B SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 SBS8 : B SB9 SB10

g < b =
- A P

—
-
-
C—
p—
—
==
| S—
i
| —

2 ’
el g ¢ 0o
— — s D GED G = ——

250 bp

Slika 5. Rezultati elektroforeze na 1% - tnom agaroznom gelu. U liniji oznacenoj s B nalazi

se DNA marker, a u linijjama ozna¢enim SB1 — SB10 su PCR-produkti.

4.2. Taksonomija bakterijskih zajednica determiniranih u uzorcima tla

llumina sekvenciranjem 10 uzorka dobiveno je ukupno 1 627 568 sekvenci. Nakon
obrade podataka odredeno je da 544 520 sekvenci pripada domeni bakterija. Za daljnju
obradu izdvojene su sekvence koje su imale = < 97% sli¢nosti sa sekvencom navedenoj u bazi
podataka. Ukupno je utvrdeno 7986 razlicitih bakterijskih svojti s ukupno 285 257 sekvenci,

od kojih je najveéi broj pripadao uzorku SB9 (38 559 sekvenci), a najmanji u uzorku SB2 (19
164 sekvenci).
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Na temelju dobivenih sekvenci za regiju gena 16S rRNA odredena je taksonomska

struktura prisutnih bakterija u pojedinim uzorcima. Uzorci su determinirani na razini koljena,

razreda, red i porodice. U nastavku su prikazani rezultati taksonomske analize pojedinih

skupina bakterija odredenim na temelju sekvenci za 16S rRNA.

Tablica 4. Taksonomija determiniranih bakterija do razine porodice u uzorcima SB1 — SB10.

UZORAK KOLJENO RAZRED RED PORODICA
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Verrucomicrobiaceae
Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae

SB1 Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae
Acidobacteria Solibacteres Solibacterales Bryobacteraceae
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Verrucomicrobiaceae

SB2 Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Azonexaceae
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Verrucomicrobiaceae
Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae

SB3 Acidobacteria Solibacteres Solibacterales Bryobacteraceae
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae
Bacteroidetes Chitinophagia Chitinophagales Chitinophagaceae
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Verrucomicrobiaceae

sga Bacteroidetes Saprospiria Saprospirales Saprospiraceae
Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Verrucomicrobiaceae
Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae
SB5 Acidobacteria Solibacteres Solibacterales

Bryobacteraceae

Bacteroidetes

Chitinophagia

Chitinophagales

Chitinophagaceae
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Proteobacteria

Gammaproteobacteria

Xanthomonadales

Xanthomonadaceae

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Rhizobiales

Xanthobacteraceae

Verrucomicrobia

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobiaceae

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Sphingomonadales

Sphingomonadaceae

<86 Acidobacteria Solibacteres Solibacterales Bryobacteraceae
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae
Actinobacteria Actinobacteria Corynebacteriales | Mycobacteriaceae
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Verrucomicrobiaceae
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae
Acidobacteria Solibacteres Solibacterales Bryobacteraceae
SB7 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae
Cyanobacteria Cyanophyceae Synechococcales Leptolyngbyaceae
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Nevskiales Sinobacteraceae
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Sphingomonadales | Verrucomicrobiaceae
sBa Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae
Proteobacteria Alphaproteobacteria | Rhodobacterales Rhodobacteraceae
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Verrucomicrobiaceae
<89 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae
Verrucomicrobia | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Verrucomicrobiaceae
SB10 Proteobacteria Gammaproteobacteria | Aeromonadales Aeromonadaceae

Firmicutes

Clostridia

Clostridiales

Clostridiaceae

Cyanobacteria

Oscillatoriophycideae

Oscillatoriales

Oscillatoriaceae
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Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhodobacterales Rhodobacteraceae

Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae

4.2. Postotak sekvenci gena za 16S rRNA pojedinih porodica bakterija u uzorcima (SB1
- SB10)

Za svaki pojedini uzorak izracunat je postotak dobivenih sekvenci gena za 16S rRNA
te su rezultati postotka sekvenci za porodice bakterija determiniranih u uzorcima graficki
prikazani (Slike 5 — 14). Ukoliko vrijednost postotka sekvenci za pojedinu porodicu nije
prelazila 3%, rezultat za tu porodicu nije prikazan.

U prvom uzorku (SB1) raspodjela porodica bakterija dobivena je iz postotaka
nukleotidnih sljedova izracunatih na temelju rezultata sekvenciranja. Najzastupljenija
porodica u ovom uzorku tla je Verrucomicrobiaceae ¢iji je udio 13,80%, a u manjem postotku
se jo$ javljaju Sphingomonadaceae (9,47%), Zoogloeaceae (4,37%), Bryobacteraceae

(3,35%) te Flavobacteriaceae (3,26%). Pod ostalo svrstavaju se bakterijske porodice Ciji je
postotak nukleotidnih sljedova manji od 3% (Slika 6)

SB1

B Verrucomicrobiaceae
B Sphingomonadaceae
B Zoogloeaceae

= Bryobacteraceae

B Flavobacteriaceae

M Ostalo

Slika 6. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB1.
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Verrucomicrobiaceae i u drugom uzorku tla (SB2) najzastupljenija je porodica je ¢iji
je udio 25,62%, a u manjem postotku se jos javljaju Azonexaceae (10,49%) te Clostridiaceae

(7,58%). Pod ostalo svrstavaju se bakterijske porodice ¢iji je postotak nukleotidnih sljedova
manji od 3% (Slika 7).

SB2

M Verrucomicrobiaceae
B Azonexaceae
= Clostridiaceae

M Ostalo

Slika 7. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB2.

U tre¢em uzorku (SB3) kao najzastupljenija porodica javlja se Verrucomicrobiaceae
¢iji je udio 12,01%, a u manjem postotku javljaju se jo§ Sphingomonadaceae (8,08%),
Bryobacteraceae (3,47%), Xanthomonadaceae (3,25%) te Chitinophagaceae (3,04%). Pod

ostalo svrstavaju se bakterijske porodice ¢iji je postotak nukleotidnih sljedova manji od 3%
(Slika 8).
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SB3

B Verrucomicrobiaceae
B Sphingomonadaceae
H Bryobacteraceae

M Xanthomonadaceae
B Chitinophagaceae

m Ostalo

Slika 8. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB3.

U cetvrtom uzorku (SB4) se u najve¢em postotku nukleotidnih sljedova pojavljuje
bakterijska porodica Verrucomicrobiaceae (14,74%). Sljedeca prema postotku nukleotidnih
sljedova je porodica Sphingomonadaceae (6,95%), a slijedi ju porodica Saprospiraceae

(4,29%). Pod ostalo se svrstavaju se bakterijske porodice ¢iji je postotak nukleotidnih
sljedova manji od 3% (Slika 9).
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SB4

B Verrucomicrobiaceae
B Saprospiraceae
m Sphingomonadaceae

M Ostalo

Slika 9. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB4.

Porodica Verrucomicrobiaceae i u petom uzorku tla (SB5) ¢ini najzastupljeniju
porodicu bakterija s udjelom sekvenci od 16,99%. Prema postotku nukleotidnih sljedova, iza
nje se nalaze Sphingomonadaceae (10,05%), Bryobacteraceae (4,56%), Chitinophagaceae
(3,89%), Xanthomonadaceae (3,38%) i Xanthobacteraceae (3,04%). Postotak ostalog

obuhvaca sve one bakterijske porodice ¢iji je postotak nukleotidnih sljedova manji od 3%
(Slika 10).
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SB5

B Verrucomicrobiaceae
B Sphingomonadaceae
M Bryobacteraceae

B Chitinophagaceae

m Xanthomonadaceae
m Xanthobacteraceae

 Ostalo

Slika 10. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB5.

U Sestom uzorku tla (SB6), Verrucomicrobiaceae ponovno ¢ine najzastupljeniju
porodicu bakterija s udjelom sekvenci od 15,51%. Prema postotku nukleotidnih sljedova, iza
nje se nalaze Sphingomonadaceae (6,23%), Bryobacteraceae (4,70%), Xanthomonadaceae
(4,19%), Zoogloeaceae (4,04%) te Mycobacteriaceae (3,23%). Postotak ostalog obuhvaca sve

one bakterijske porodice ¢iji je postotak nukleotidnih sljedova manji od 3% (Slika 11).
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SB6

B Verrucomicrobiaceae
B Sphingomonadaceae
M Bryobacteraceae

B Xanthomonadaceae
B Zoogloeaceae

B Mycobacteriaceae

 Ostalo

Slika 11. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB6.

Porodica Verrucomicrobiaceae i u sedmom uzorku (SB7) c¢ini najzastupljeniju
porodicu bakterija s udjelom sekvenci od 15,46%. Prema postotku nukleotidnih sljedova, iza
nje se nalaze Zoogloeaceae (13,94%), Bryobacteraceae (9,49%), Sphingomonadaceae
(12,99%), Leptolyngbyaceae (3,41%) te porodica Sinobacteraceae (3,01%). Postotak ostalog

obuhvaca sve one bakterijske porodice ¢iji je postotak nukleotidnih sljedova manji od 3%
(Slika 12).
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SB7

B Verrucomicrobiaceae
B Zoogloeaceae

M Bryobacteraceae

B Sphingomonadaceae
B Leptolyngbyaceae

m Sinobacteraceae

 Ostalo

Slika 12. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB7.

U osmom uzorku tla (SB8) njzastupljenija bakterijska porodica je
Verrucomicrobiaceae s udjelom sekvenci od 17,71%. Prema postotku nukleotidnih sljedova,
u manjem udjelu javljaju se Sphingomonadaceae (4,07%), Clostridiaceae (3,42%) te

Rhodobacteraceae (3,40%) . Postotak ostalog obuhvaca sve one bakterijske porodice ¢iji je
postotak nukleotidnih sljedova manji od 3% (Slika 13).
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SB8

B Verrucomicrobiaceae
Sphingomonadaceae

m Clostridiaceae

= Rhodobacteraceae

M Ostalo

Slika 13.. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB8.

Najzastupljeniju porodicu bakteriju u devetom uzorku (SB9) ¢ini ponovno porodica
Verrucomicrobiaceae s udjelom sekvenci od 13,36%. Prema postotku nukleotidnih sljedova,
u manjem udjelu javljaju se jos i Sphingomonadaceae (7,13%) i Comamonadaceae (3,04%).

Postotak ostalog obuhvaca sve one bakterijske porodice ¢iji je postotak nukleotidnih sljedova
manji od 3% (Slika 14).
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SB9

M Verrucomicrobiaceae
B Sphingomonadaceae
= Comamonadaceae

M Ostalo

Slika 14. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku SB9.

U desetom uzorku tla (SB10) najzastupljeniju porodicu bakterija ¢ini porodica
Clostridiaceae s udjelom sekvenci 18,84%. Prema postotku zastupljenosti sekvenci, odmah
iza nje nalazi se porodica Verrucomicrobiaceae (14,36%), a slijede ih Aeromonadaceae
(5,64%), Oscillatoriaceae  (3,89%), Rhodobacteriaceae  (3,55%) te porodica

Sphingomonadaceae (3,42%). Postotak ostalog obuhvaca sve one bakterijske porodice ¢iji je
postotak nukleotidnih sljedova manji od 3% (Slika 15).
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SB10

B Clostridiaceae

B Verrucomicrobiaceae
m Aeromonadaceae

B Oscillatoriaceae

B Rhodobacteraceae

m Sphingomonadaceae

 Ostalo

Slika 15. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih porodica bakterija u uzorku
SB10.

Na Slici 16 nalazi se zbirni graficki prikaz zastupljenosti bakterijskih porodica u
analiziranim uzorcima (SB1 — SB10). Na ovaj nac¢in prikazana su preklapanja bakterijskih

rodova u uzorcima kao i postotak sekvenci pojedinih bakterijskih rodova u pojedinom uzorku.
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0% . T . T T
SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 SB8 SB9 SB10
B Aeromonadaceae B Azonexaceae B Bryobacteraceae B Chitinophagaceae
M Clostridiaceae m Comamonadaceae M Flavobacteriaceae M Leptolyngbyaceae
B Mycobacteriaceae B Rhodobacteraceae Saprospiraceae m Sinobacteraceae
m Sphingomonadaceae ® Oscillatoriaceae Verrucomicrobiaceae ® Xanthobacteraceae
m Xanthomonadaceae " Zoogloeaceae Ostalo

Slika 16. Postotak sekvenci bakterijskih porodica determiniranih u analiziranim uzorcima
(SB1 - SB10).

Za sve analizirane uzorke, izracunati su i postoci nukleotidnih sljedova pojedinih

bakterijskih redova te su rezultati prikazani na Slici 17.
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100%
90%
80%
70%
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50%
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30%
20%
10%

0%

SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 SB8 SB9 SB10

B Aeromonadales M Burkholderiales M Chitinophagales M Clostridiales

Corynebacteriales ™ Flavobacteriales  m Nevskiales M Oscillatoriales
M Rhizobiales B Rhodobacterales  m Rhodocyclales I Saprospirales
m Solibacterales m Sphingomonadales ™ Synechococcales  ® Verrucomicrobiales

= Xanthomonadales = Ostalo

Slika 17. Postotak sekvenci bakterijskih redova determiniranih u analiziranim uzorcima (SB1
—SB10).

Nadalje, za sve su analizirane uzorke izracunati te graficki prikazani postoci

nukleotidnih sljedova pojedinih bakterijskih razreda (Slika 18).
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B Actinobacteria B Alphaproteobacteria M Betaproteobacteria
Chitinophagia M Clostridia B Cyanophyceae

1 Flavobacteriia B Gammaproteobacteria i Oscillatoriophycideae

M Saprospiria m Solibacteres = Verrucomicrobiae

I Ostalo

Slika 18. Postotak sekvenci bakterijskih razreda determiniranih u pojedinom uzorku (SB1 —
SB10).

Izracunati su i graficki prikazani postoci nukleotidnih sljedova pojedinih bakterijskih

koljena zastupljenih u analiziranim uzorcima (Slika 19).
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m Acidobacteria  ® Planctomycetes ® Cyanobacteria Ostalo

Slika 19. Postotak sekvenci bakterijskih koljena determiniranih u analiziranim uzorcima (SB1
— SB10).

4.3. Multidimenzionalno skaliranje - analiza glavnih koordinata (MDS)

Na Slici 20 prikazna je struktura skupa podataka gdje su uzorci SB1 — SB10 oznaceni
plavim tockama ¢ija medusobna udaljenost prikazana u dvije dimenzije predstavlja slicnosti
odnosno razlike dobivenih sekvenci u uzorcima. 1z grafickog prikaza vidljivo je kako su se
uzorci grupirali pa se tako uzorci SB1, SB3, SB5 1 SB6 ¢ine jednu skupinu sli¢nih uzoraka,
dok uzorci SB2, SB4, SB8 1 SB9 ¢ine drugu skupinu sli¢nih uzoraka. Uzorci SB7 1 SB10
medusobno su najudaljeniji, a istovremeno udaljeni su i od ostalih uzoraka sto ukazuje na

najmanju slicnost tih uzoraka s ostalima.
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Slika 20. Multidimenzionalno skaliranje uzoraka SB1 — SB10.
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5. RASPRAVA
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KoriStenjem opisanih materijala i metoda, provedeno je istrazivanje na deset razliitih
uzoraka tla s lokaliteta Skradinski buk te su sekvenciranjem regije gena za 16S rRNA
bakterijskog genoma dobiveni rezultati pomocu  kojih su determinirane bakterijske
populacije u tim uzorcima. Ovaj postupak omogucio je pouzdano odredivanje raznolikosti
bakterijske zajednice do razine porodice. Determinacija bakterija do razine roda u ovom
istrazivanju nije bilo dovoljno pouzdana, iako metode sekvenciranja nove generacije u
pravilu to omogucuju. Manje je bilo pouzdano odredivanje bakterijskih vrsta zbog visoke
homologije gena kod nekih bakterijskih vrsta $to bi rezultiralo moguc¢im ¢e$¢im pogreSkama
u determinaciji. Za daljnje odredivanje prisutnih vrsta u skupljenim uzorcima tla bilo bi
potrebno upotrijebiti dodatne metode poput metode odredivanja gvanin — citozin parova
baza; fluorescentne in situ hibiridizacije i dr. (Stefanis i sur. 2012).

Dobivene sekvence gena za 16S rRNA bile su usporedene s bazom podataka u kojoj
su pohranjene sekvence gena za 16S rRNA te se usporedbom dobivenih sekvenci s onima iz

baze radi taksonomska karakterizacija bakterijskih populacija (Stefanis i sur. 2012)

Nakon determinacije bakterijskih zajednica u istraZzivanim tlima, napravljene su
graficke usporedbe zastupljenosti pojedinih koljena, razreda, redova i porodica u svih deset
ispitanih uzoraka. Slika 18 prikazuje najvise zastupljena koljena bakterija u svakom od deset
uzoraka i ono §to se moze zakljuciti je da je koljeno Proteobacteria najvise zastupljeno u
svim ispitanim uzorcima tla. S obzirom da se radi o koljenu koji obuhvaca velik broj
bakterijskih s razli¢itim bioloskim ulogama prisutnih na gotovo svim stanistima, ovakav
rezultat je ocekivan (Itdvaara i sur. 2016). Osim Proteobacteria, u svim uzorcima podjednako
je prisutno i koljeno bakterija Verrucomicrobia za koje je poznato da ¢ine mali dio ukupne
bakterijske zajednice, no s vrlo vaznom ulogom, a to je da znacajno doprinose razgradnji
organske tvari putem fermentativnih procesa (Cankovié 2018). U svim uzorcima su
detektirane i bakterije iz koljena Bacteroidetes, Firmicutes, Acidobacteria te Planctomycetes.
Prisutnost bakterijskih vrsta koje pripadaju navedenim koljenima u skladu su s ¢injenicom
da imaju vaznu biokemijsku ulogu u razgradnji organskih tvari (Freitas i sur. 2012) te na taj
nacin sudjeluju u procesu kruzenja biogenih elemenata u prirodi. Koljeno Cyanobacteria
javlja se u znatnijem udjelu u uzorcima SB7, SB9 i SB10 koji predstavljaju uzorke
novonastale sedre $to je u skladu s ¢injenicom da su cijanobakterije sudjeluju u procesu

nastajanja sedre i sedrenih barijera (Skinner i Jahren 2007.).
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Analizom determiniranih bakterijskih porodica iz uzoraka tla uo¢ava se da se pojedine
porodice javljaju u svim wuzorcima u podjednakim udjelima. To su porodice
Verrucomicrobiaceae, kao najzastupljenija u svakom uzorku, te Sphingomonadaceae,
Bryobacteraceae i Zoogloeceae u manjem udjelu. Osim njih, u vrlo malom udjelu javljaju se
bakterije iz porodica Aeromonadaceae, Azonexaceae, Chitinophagaceae, Clostridiaceae,
Comamonadaceae, Flavobacteriaceae, Leptolyngbyaceae, Mycobacteriaceae,
Rhodobacteraceae, Saprospiraceae, Sinobacteraceae, Oscillatoriaceae, Xanthobacteraceae

te Xanthomonadaceae.

Usporedba udjela pojedinih determiniranih bakterijskih porodica u deset ispitanih
uzoraka tla, prikazana je na Slici 15. gdje se moze vidjeti kako je najzastupljenija porodica u
svim uzorcima Verrucomicrobiaceae, a radi se o, u tlu, vrlo zastupljenoj porodici bakterija.
Kao $to je ve¢ spomenuto, radi se o skupini bakterija s vaznom ulogom u procesu razgradnje
tvari u tlu S$to objasnjava njihovu prisutnost u svakom od uzoraka tla. Vecu zastupljenost
zabiljezena je u uzorku SB2 koji je uzet u blizini tada presusenog jezera okruzenog
vegetacijom. U skladu s time, veéa zastupljenost ove porodice moze se tumaciti ¢injenicom da
su bakterije ove porodice prisutnije u tlima bogatim vegetacijom, kao §to su travnjaci, zbog
veée medusobne interakcije s eukraiotskim organizmima. IstraZivanje o rasprostranjenosti
bakterija iz reda Verrucomicrobia pokazalo je kako se radi o bakterijama koje su zastupljene
u svim ekoloskim niSama, ali tek nekoliko specifiénih vrsta nastanjuje sediment (Freitas i sur.

2012).

Porodica Sphingomonadaceae takoder je podjednako zastupljena u vecini ispitanih
uzoraka, a manja zastupljenost uocena je u uzorcima SB2, SB8 i SB10. Radi se o skupini
bakterija s razli¢itim metaboli¢kim sposobnostima s naglaskom na  bioremediacijske
sposobnosti te kao takve nastanjuju razne tipove staniSta (Gan i sur. 2014). S obzirom da je
njihova manja zastupljenost uocena u razli¢itim uzorcima tla (SB2 uzorak je sedre prikupljen
iznad presuSenog jezera, SB8 je uzorak novonastale sedre sa staarog spala, a SB10 sedra iz
vode velikog slapa) potrebno je dodatno istraziti zaSto je manja zastupljenost te porodice
upravo u navedenim uzorcima. No, na temelju njihove ¢este pojave na zagadenim podrucjima
i njihovog metabolickog potencijala, bakterije iz porodice Sphingomonadaceae se smatraju
snaznim razlaga¢ima policiklickih aromatskih ugljikovodika u tlu (Leys i sur. 2004 i 2005;
Alonso-Gutierrez et al. 2009) pa se u skladu s tim moze zakljuciti kako se u uzorcima SB2,

SB4 i SB10 vjerojatno radi o tlu odredenog stupnja zagadenosti.
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Iz grafickih prikaza za svaki uzorak pojedina¢no vidljivo je kako postoje porodice koje
se u pojedinom uzorku javljaju u znatnom vecem udjelu nego u ostalim uzorcima. Izmedu
uzoraka SB1, SB3, SB5, SB6, SB8 i SB9 nema prevelikih razlika. U tim uzorcima
najzastupljenije su porodice Verrucomicrobiaceae, Sphingomonadaceae, Bryobacteraceae,
Zoogloeaceae te ostale u manjem udjelu kako je prikazano na slikama 5., 7., 8., 10. i 11. Kako
je rije¢ uzorcima sedre ili sedre pomijeSane s tlom, veéi udio ovih porodica u tlu moze se

povezati s ¢injencom da su karakteristicne za sedru te okoli$ uz vodene povrsine.

U uzorku SB2 vrlo visoku zastupljenost pokazuje porodica Azonexaceae, a radi se o
uzroku tla prikupljenom iznad tad presuSenog jezera. Porodica pripada razredu
Betaproteobacteria ¢iji su predstavnici uglavnom heterotrofne bakterije klju¢ne u procesima
kruZenja biogenih elemenata u prirodi. Rezultati istrazivanja pokazuju da su pojedince
porodice razreda Betaproteobacteria, pa medu njima i Azonexaceace, uklju¢ene u procese
uklanjanja onecis¢enja policiklickim aromatskim ugljikovodicima u tlu (Martin i sur. 2012)

Sto ukazuje na odreden stupanj onecis¢enja tla.

Uzorak SB7 karatkerizira ve¢i udio bakterija iz porodice Zoogloeceae nego sto je to
slu¢aj u drugim uzorcima, a radi se o uzorku stare sedre. No, kako spomenuta porodica nije
prisutna u tom udjelu u ostalim uzorcima stare sedre, ne moze se izravno povezati veci udio

bakterija te porodice s tim tipom tla odnosno sedre.
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6. ZAKLJUCAK
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1. Na temelju dobivenih nukleotidnih sljedova gena za 16S rRNA identificirane su i
determinirane bakterijske populacije do razine porodice u deset uzoraka tla s
lokaliteta Skradinski buk. Sastav bakterijskih populacija dobiven analizom
nukleotidnih sljedova gena za 16S rRNA pokazuje nema velikih odstupanja te da se
pojedine porodice javljaju u svim uzorcima u podjednakim udjelima. To su porodice
Verrucomicrobiaceae, kao najzastupljenija u svakom uzorku, te Sphingomonadaceae,
Bryobacteraceae i Zoogloeceae u manjem udjelu. Najveci postotak od ukupnog broja
sekvenci za svaki pojedini uzorak ¢ine one porodice ¢iji je postotak nukleotidnih
sljedova manji od 3% i samim time nisu uzete u obzir prilikom iskazivanja
raznolikosti porodica. No, upravo taj postotak koji predstavlja velik broj porodica sa
malim brojem predstavnika u populaciji uzorka ukazuje na vrlo visoku raznolikost
bakterijske zajednice u analiziranom tlu u Skradinskom buku. Velika raznolikost
bakterijskih zajednica u ispitanom tlu u skladu je s ¢injenicom da se radi o podrucju
koje je pod visokim stupnjem zastite te su ljudske djelatnosti u njemu ogranicene te
je utjecaj ¢ovjeka minimalan, a visok stupanj raznolikosti bakterijskih zajednica u tlu

ocuvan.

2. Porodica Verrucomicrobiaceae vecu zastupljenost pokazuje u uzorku SB2 koji je
prikupljen u blizini tad presusnog jezera na tlu na kojem je prisutna biljna vegetacija.
U skladu s tom ¢injenicom, veca zastupljenost te porodicu u ovom uzorku moze se
tumaciti kao posljedica medusobne veze bakterijskih vrsta i  biljne vegetacije
odnosno cinjenice da su te bakterije prisutnije u tlima bogatim vegetacijom kao $to su
travnjaci zbog vece medusobne interakcije s eukariotskim organizmima. No, s
obzirom da se takav slucaj pojavio samo u jednom od deset ispitanih uzoraka tla, ne
moze se sa sigurnoS¢u donijeti zakljuak o izravnoj povezanosti veceg udjela

pojedinih porodica u tlu sa prisustvom biljne vegetacije.
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