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1. UVOD



1.1 TAKSONOMIJA BAKTERIJA

Na temelju filogenetske srodnosti zvi svijet podijelien je u 3 domene: Bacteria, Archea i
Eucarya (Willey i sur. 2013) (Slika 1). S izuzetkom virusa i subvirusnih patogena koji nisu
svrstani u opisane domene, mikroorganizmi su S$iroka skupina organizama te pripadaju
domenama Bacteria i Archea. Tipicna veli¢ina bakterijskih stanica krece se izmedu 1i 10 pum
te su vidljive svjetlosnim mikroskopom. Veli¢ina bakterijskih stanica varira od veli¢ine
mikoplazmi (0,3 do 0,8 um) do veli¢ine cijanobakterija (promjer 10 um) (Wiley i sur. 2013).
Bakterije imaju vaznu ulogu u svim ekosustavima, procesu bioremedijacije te ciklusima
kruzenja tvari u prirodi. U domenu Bacteria pripadaju jednostanicni organizmi koje uglavnom
karakterizira stani¢na stjenka gradena od peptidoglikana. Organizmi koji pripadaju navedenoj
domeni naseljavaju gotovo sva staniSta poput tla, vode, zraka, ukljuujuéi ekstremna staniSta

visokih temperatura, razli¢itih pH-vrijednosti ili saliniteta (Willey i sur. 2013).
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Slika 1. Domene zivog svijeta prema Carlu Woeseu dobivene usporedbom rRNA sekvenca
Preuzeto izz Willey isur. 2013



S obzirom na na¢in prehrane, bakterije dijelimo na autotrofhe i heterotrofthe (Gerard i sur. 2014,
Wiley isur. 2011). Autotrofne su one koje same stvaraju organske spojeve iz anorganskih te ih
mozemo podijeliti na fotoautotrofne i kemoautotrofne. Fotoautotofne bakterije energiju za
stvaranje organskih spojeva dobivaju iz sunCeve svjetlosti dok kemoautotrofne energiju
dobivaju oksidacijom anorganskih spojeva. Heterotrofne bakterije ne mogu samostalno
proizvesti vlastite organske spojeve te se koriste gotovim organskim spojevima Kkoje primaju iz
okolisa. Mozemo ih podijeliti na saprofite, parazite i bakterije koje zive u simbiozi. Saprofiti
razgraduju spojeve uginulih zivotinjskih ili biljnih vrsta te ih koriste za sintezu vlastitih spojeva,
paraziti organske spojeve dobivaju iz stanica domaéina na kojem parazitiraju, a mutualizam

kao oblik simbioze predstavlja suzivot dvaju ili viSe organizama od kojih oba imaju korist
(Gerard isur. 2014).

1.2 GRADA BAKTERIJISKE STANICE.

Prokariotske stanice nemaju jezgrinu ovojnicu niti organele iako postoje izuzetci, (npr. neke
vrste bakterija koljena Planctomycetes koje nalazimo u moru i thu imaju geneticki materijal
smjeSten unutar memebrane) (Wiley 1 sur. 2011). Strukture (Slika 2) koje pronalazimo u
bakterijskim stanicama su citoplazma u kojoj se nalazi genetski materijal bakterija koji
nazivamo nukleoid te ribosomi. Uz nukleoid, bakterijske stanice mogu sadrzavati i dodatne
kruzne molekule DNA nazvane plazmidima koje bakterijama omogucuju otpornost na
antibiotike i druge prilagodbe na ekstreme Zivotne uvjete. Sve bakterije posjeduju
citoplazmatsku membranu dok se stanitna stjenka koja obavija citoplazmatsku membranu
nalazi kod gotovo svih bakterija. Specificne strukture koje nalazimo s vanjske strane
bakterijskih stanica su bicevi te pili koji sluze za pokretanje bakterija ili prihvac¢anje za podlogu.
Spolni pili omoguéuju rekombinaciju genetskog materijala bakterija (Gerard i sur. 2014, Wiley
i sur. 2011).

S obzirom na bojanje po Gramu bakterije dijelimo u gram-pozitivne i gram-negativne. Ovakva
podjela zasniva se na razlkama u gradi stanicne stijenke. Gram-pozitivne bakterije imaju deblji
sloj peptidoglikana i boje se u ljubicasto, dok gram-negativne bakterije imaju tanji sloj
peptidoglikana i vanjsku membranu te se boje u crveno (Gerard i sur. 2014).

Bakterijske stanice mogu biti razlicite veliCine ili oblika, a neki od naj¢esc¢ih oblika su: koki
(okruglaste stanice), bacili (izduzene stanice), spirili (zavijene stanice), vibriji (Stanice poput
zareza), koko-bacili (izduzeni okruglasti oblik) te spirohete (specificne spiralne strukture).
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Ostale skupine bakterija mogu biti pleomorfne, a te bakterije karakterizira varijacija u obliku
Sto zna¢i da nemaju jedan stalan prepoznatljiiv oblik (Willey i sur. 2013).

stanicna stijenka
stanicha membrana

/_& Sy TS nasljedna tvar (DNA)

citoplazma

FibOS

Slika 2. Grada bakterijske stanice.

Preuzeto sa: www.edutorij.e-skola.hr

1.3 EKOLOSKA ULOGA BAKTERIJA

Mikroorganizmi imaju tri glavne uloge u transformaciji elemenata:
a) Mineralizacija — konverzija organske forme elemenata u anorgansku formu
b) Konverzija netopivih anorganskih formi elemenata u vodi topive forme

c) Imobilizacija — konverzija anorganske forme elemenata u organsku formu

Biogeni elementi (ugljik, dusik, sumpor, fosfor idr.) ugradeni su u slozene organske molekule
utkivima biljaka i zivotinja (Gerard i sur. 2014, Wiley i sur. 2011). Mikroorganizmi razgraduju
mrtve organizme 1 organski otpad do jednostavnih anorganskih spojeva koji su ponovo
uporabljivi za fotosintetske organizme te time sudjeluju u kruzenjima tvari i elemenata u prirodi

poput dusika, sumpora, ugljika te fosfora (Gerard isur. 2014, Wiley i sur. 2011).



Kruzenje tvari u prirodi uvjetovano je biogeokemijskim ciklusima koji su rezultat bioloskih i
kemijskih procesa (Stevenson 1986). Ako je okoli§ bogat komponentama visokog redoks-
potencijala tada je skloniji redukciji za razliku od okoliSa bogatog komponentama niskog
redoks-potencijala koji je skloniji oksidaciji (Katavic 2003).

Kod kruzenja ugljika u prirodi (Slika 3) vazno je napomenuti da se uglik moze nalazti u
oksidiranoj formi (CO i CO32) i reduciranoj formi (CHs4 i organske tvari). U morskim
sedimentima najceSée se dogada anaerobna oksidacija metana do uglikova (IV) oksida

(Katavic 2003).

SAGORJEVANJE d i!
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Slika 3. Kruzenje ugljiika u prirodi.
Preuzeto izz www.vuka.hr

Kruzenje dusika u prirodi (Slika 4) moze se provoditi u acrobnim ili anaerobnim uvjetima. U
pocetku ciklusa dolazi do fiksacije dusika uamonijak koji se ugraduje u organsku tvar. Za ovaj
dio ciklusa odgovorne su bakterije i arheje. U aerobnim uvjetima ovaj dio ciklusa mogu
provoditi bakterije roda Azobacter dok u anaerobnim uvjetima bakterije roda Clostridium.
Sliede¢i korak u ciklusu kruzenja dusika u prirodi je mineralizacija organske tvari i oslobadanje
amonijevih iona. Nakon toga slijedi nitrifikacija u kojoj se amonijev ion pod utjecajem bakterija
roda Nitrosomonas pretvara u nitritni ion, dok ¢e bakterije roda Nitrobacter, u sliede¢em
koraku, pretvoriti nitrite u nitrate. Suprotan proces je denitrifikacija u kojem se reduciraju
nitratni ioni u plinoviti dusik koji se otpusta u atmosferu (Gerard i sur. 2014, Wiley i sur. 2011).
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Slika 4. Kruzenje dusika u prirodi.

Preuzeto izz www.vuka.hr

Kruzenje sumpora (Slika 5) takoder je bitno u ekoloskim sustavima morskih sedimenata koji
se takoder moze provoditi u aerobnim ili anaerobnim uvjetima. Redukcija sulfatnih iona
posredovana je biljkama i mikrobima koji procesom mineralizacije sulfatni ion pretvaraju u
sumporovodik. Takoder, ovaj proces mogu provoditi bakterije roda Desulfovibrio koji je
aerotolerantan. Nastali sumporovodik moze uéi u oksidacijski ciklus procesom anoksigene
fotosinteze pri kojem se sumporovodik oksidira u elementarni sumpor djelovanjem bakterija
roda Thiobacillus ili Beggiatoa (Gerard i sur. 2014, Wiley i sur. 2011).

Slika 5. KruZzenje sumpora u prirodi.

Preuzeto izz www.slideserve.com



1.4 BAKTERIJE U MORSKIM EKOSUSTAVIMA

More predstavlja vrlo slozen ekosustav u kojem mikroorganizmi igraju vaznu ulogu u
biogeokemijskim procesima i1 u kruzenju tvari. U morskom ekosustavu zive predstavnici svih
skupina mikroorganizama, uklju¢ujuci viruse, autotrofhe i heterotrofhe prokariote (bakterije i
arheje), te autotrofne i heterotrofne eukariotske organizme. Bakterije uz viruse predstavljaju
najbrojnijju 1 najznacajniji mikrobnu grupu. Radi utvrdivanja uloge bakterija u morskoj
biogeokemiji numo je poznavanje njihove taksonomije te njihove vremenske i prostorne
rasprostranjenosti. Metodama klasiéne mikrobiologije (uzgoj na hranjivim podlogama) dobiva
se uglavnom djelomi¢ni uvid u realnu slku u tom slozenom sustavu. Najrasprostranjenije
koljeno koje pripada domeni Bacteria jest koljeno Proteobacteria. Ovome koljenu bakterija
pripada najve¢i broj gram —negativnih bakterjja. Bakterije ovog koljena prema na¢inu prehrane

pripadaju kemoheterotrofima $to zna¢i da uzimaju gotovu organsku hranu iz okolisa (Gerard i
sur. 2014, Wiley i sur. 2011).

Koljenu Proteobacteria pripadaju razredi Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria i Epsilonproteobacteria. Razred
Alphaproteobacteria najveci je u koljenu Proteobacteria, a taj razred karakterizira mogu¢nost
prezivljavanja pri vrlo niskim koncentracjama nutrijenata. U koljeno Betaproteobacteria
pripadaju anaerobne bakterije koje razgraduju organske tvari te kao produkt nastaje vodik,
amonijak 1 metan. U Kkoljenu Gammaproteobacteria nalazimo bakterijske razrede koji
naseljavaju morske sedimente izmedu aerobnih i anaerobnih slojeva poput razreda Beggiatoa.
U vodenim ekosustavima Cesto se moze pronaci razred Vibrionales. Ovaj razred pripada gram-

negativnim bakterijama te su ove bakterije fakultativno anaerobne (Gerard i sur. 2014).

Razred Desulfovibrionales unutar koljena Deltaproteobacteria poznate su kao bakterije koje
reduciraju sumpor. To su obvezatni anaerobi koji redukcijom sumpora ili sulfata iz podloge
stvaraju sumporovodik. Zbog toga ova skupina bakterija ima vaznu ulogu u kruzenju sumpora
u prirodi. Nastali sumporovodik Kkoriste bakterije roda Beggioata kao izvor energije. Najbolje
proucavani red ovog koljena je Desulfovibrio kojem pripadaju sumpor-reducirajuce bakterije,
a nalazimo 1h u anaerobnim staniStima morskih sedimenata te probavnom traktu Zivotinja 1
ljudi. Crna boja sedimenta posliedica je reakcije sumporovodika, koji nastaje kao produkt
redukcije ovih bakterija, sa Zellezom pri Cemu nastaje Zeliezov (II) sulfid. Koljenu

Actinobacteria pripadaju gram-pozitivnim bakterijjama koje imaju mogucnost apsorpcije



nutrijenata u kompetitivnom okoliSu. Ova skupina bakterija takoder naseljava razli¢ita staniSta,

amozemo ih pronac¢i u morskom sedimentu (Gerard isur. 2014).

Morsko podru¢je moze se podijeliti na: pelagicko podrucje i bentosko podrucje. Pelagi¢ko
podrucje obuhvaca slobodnu vodu (vodeni stupac) ili puCinu te sve organizme koji Zive uovom
podrucju nazivamo pelagial ili pelagos. Morsko dno naziva se bentosko podrucje te bentalom
ili bentosom obuhva¢amo sve organizme koji tamo zve ili su ovisni o njemu (Petricioli 2007).
Morski sediment ¢ini materijal od kojeg je izgradeno morsko dno, a sastoji se od anorganskih 1
organskih tvari te porne vode (voda koja ispunjava prostore izmedu Cestica sedimenta).
Sediment moZe nastati troSenjem i erozijom stijena, aktivnostima organizama, wulkanskih

erupcija te kemiskim procesima u morskoj vodi Podjelu sedimenta wvrSimo prema teksturi,

odnosno veli¢ini Cestica ( Tablica 1) (Pikelj i Jurac¢i¢ 2015).

Tablica 1. Wentworthova skala podjele morskog sedimenta (reuzeto sa: www.jadran.izor.hr)

Materijal Velicina ¢estica

STIJENA >2 mm

PIJESAK 62 um — 1 mm
MULJ 4 —31 um
GLINA <1,5 um

U moru moze nastati nekoliko tipova sedimenata, a najznacajniji su:

a) Litogeni — previadavaju uz rubove oceana
b) Hidrogeni — kemogeni koji nastaju direkto iz otopine

c) Biogeni — previadavaju u otvorenim morima, a nastaju djelovanjem organizama

Za prouCavanje strukture 1 uloge organizama u stvaranju sedimenta, najznacajniju ulogu u
biologiji imaju sedimenti biogenog djelovanja, koji su nastali od ostataka uginulih biljnih ili
zivotinjskih skupina. U biogenom sedimentu nalazimo i bakterije koje doprinose stvaranju
odredenog tipa biogenog sedimenta koji moze biti graden od vapnenca, fosfata i ugljena.
Bakterije u takvom sedimentu imaju klju¢nu ulogu u razgradnji organskih tvari dospjelih do
morskog dna kao i u procesu kruzenja odredenih elemenata u morskih ekosustavima (Pikelj i
Juracic 2015).



1.5 RAZNOLIKOST BAKTERIJA U SEDIMENTU JADRANSKOG MORA

Morski sediment Jadrana do sada je dosta istrazen te pokazuje veliku raznolikost bakterijskih
populacija. Prema dosadasnjim istrazivanjima (Gacesa i sur. 2018, Katavic 2003) pokazano je
da se u najve¢em udjelu u morskom sedimentu pojavljuyje koljeno bakterija Proteobacteria.
Ovom koljenu bakterija pripadaju bakterije koje se jo§ nazivaju i ,purpurne bakterije® te
pripada gram-negativnim bakterijama. Sliede¢e koljeno bakterija koje je karakterizirano u
morskom sedimentu je koljeno Bacteroidetes. Ovo koljeno bakterija Siroko je rasprostranjeno
te nastanjuje staniSta poput tla, sedimenta, morske vode kao i probavnog trakta i koze Zivotinja.
Bakterijsko koljeno Bacteroidetes pripada skupini gram-negativnih aerobnih ili anaerobnih
StapiCastih bakterija. Sljedece koljeno koje nalazimo u morskom sedimentu je koljeno
Firmicutes. Takoder gram-negativne bakterije koje nastanjuju ekstremna staniSta. Koljeno
Actinobaceria pripada gram-pozitivnim bakterijjama koje nastanjuju gotovo sva staniSta. Ovaj
red vazan je u procesu razgradnje organske tvari uginulih organizama. Metagenomskom
analizom uzoraka identificirane su i neke vrste bakterija prisutne u morskom sedimentu:

Woeseia oceani, Halioglobus pacificus, Halioglobus japonicus, Maribacter sp.,
Immundisolibacter cernigliae (Gacesa i sur. 2018).

Takoder, dosadaSnja istrazivanja (Katavic 2003) pokazala su da pretjeranim gomilanjem
organskog optereCenja u morskom sedimentu dolazi do stvaranja anaerobnih uvjeta koji
pospjeSuju  stvaranje bakterijskih populacija koje nastanjuju takva podrucja. Na takvim
podru¢jima pokazano je da se u anaerobnim uvjetima pojavijuju heterotrofne bakterije iz roda

Beggioata kao i sumporne bakterije.

1.6 RIBOGOJILISTA TE NJIHOV UTJECAJ NA EKOLOSKO STANJE

Intenzivni uzgoj Zzivotinja predstavlja proces kontroliranog drzanja organizama radi postizanja
rasta biomase ili povecanja broja jedinki uzgajane populacije. Akvakultura je uzgoj akvati¢kih
organizama (ukljucujuéi ribe, mekusce, vodeno bilje, gmazove vodenih staniSta i vodozemce)
gdje se poboljsanja u proizvodnji temelje na intervencijama u uzgojnom procesu (Slika 6).
Uzgoj u smislu Zakona o morskom ribarstvu gospodarska je djelatnost kontrolirane
reprodukcije irasta riba i drugih morskih organizama.



Marikultura obuhvacéa uzgoj akvatickih organizama u vodenom okoliSu, gdje slanost prelazi 20
%0. Kavezi za uzgoj organizama obuhvacaju potopliene, plutajue ili poloZene strukture od
mreze (razli¢itih materijala) koje uzgajane organizme odjeljuyju od okolisa i koje s okoliSem

slobodno izmjenjuju vodu (more) (Bavéevic 2014).

Kavezni uzgoj riba treba obavljati u podrucjima koja su pogodna za provodenje tehnologije
uzgoja, sukladno ekonomskoj odrzivosti i kapacitetu okolisa. Marikultura zahtjeva mirne i Ciste
lokacije udaljene od turistiCkih i lu¢kih srediSta i time je direktna kompeticija turizmu, no na
naSoj razvedenoj obali postoji velik broj uvala u kojoj je uzgoj ribe mogu¢ (http//www.ss-
veterinarska- zg.skole.hr/). Lokacija za uzgoj odreduje se prostornim planovima na temelju
kriterija. To su biofizicke karakteristike i potrebna infrastruktura. Biofizikalne karakteristike su
izlozenost lokacije otvorenom moru, dubina, vjetar: brzina morskih struja, valovi pridnena
topografija: nagib, podmorske barijere-pragovi; struktura i sastav sedimenta, suspendirane
tvari, kakvoca mora, koli¢ma mora u odnosu na uzgojenu biomasu, troficki status, struktura i
sastav bentoskin zajednica, okolna autohtona ihtiofauna i predatori (httpZ//narodne-

novine.nn.hr/clanci/ ).

Slika 6. Kavezni uzgoj riba.

Preuzeto sa: www.makarska-post.com

Sudbinu organskog otpada te produkata metabolizma riba kaveznog uzgoja uvelke odreduju
abiotski 1 biotski ¢imbenici Jadranskog mora. Temperatura Jadranskog mora kre¢e se zmedu

10 i 25 °C s$to je razlog brzog metabolizma koji utjeCe na proizvodnju riba kao i na
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mikrobiolosku aktivnost. Mala masa fitoplanktona uvjetuyje prozinost vode Sto omogucuju
fotosintetske procese u dubljim slojevima c¢ime je omoguéena razmjerno velka bioloSka
raznolikost. Organske tvari dospjele u morski okoli§ podlozne su razgradnji, resuspenziji te
mikrobioloskoj aktivnosti (Katavic 2003) (Slika 7). Riblji kavezi proizvode veliku koli¢inu
organske tvari ponajvise u obliku zaostalih paleta kojima se ribe hrane i izmetu samih riba
(Diaz-Almela i sur. 2008). Sirok spektar promjena je zabilieZen u blizini ribljih kaveza kao §to
su: povecan broj i aktivnost bakterija, promjene u strukturi bentiCkih zajednica, povlacenje i
uginué¢e bentiCkih algi, akumulacija dusika i fosfora u sedimentu kao i mnogi drugi. Vazno je
napomenuti da je utjecaj ribliih kaveza puno izraZeniji na bentos nego na plankton zbog

akumulacije tvari u sedimentu (Apostolaki isur. 2007).

| HRANA
. .
VODENI STUPAC (‘f:‘t“
' TOPLJIVE
| NEPOJEDENA IZLUCINE
| FEIASA FECES
TOPLJIVA FRAKCIJA TOPLJIVA FRAKCIJA
SIVLE RIBE PREMINERALIZACIJA
RESUSPENZIJA/ |
SEDIMENTACIJA |
r
SEDIMENT I
e : . e——

Slika 7. Sudbina nepojedene hrane pri intenzivnom kaveznom uzgoju ribe.

Preuzeto iz:.Katavi¢2003.

U organska opterecenja unutar ribogojilista ubrajaju se nepojedeni ostaci hrane kojom se hrani
odredena populacija riba u samom ribogojilistu te metabolicki produkti tih riba. Ukoliko dode
do neravnoteze unosa organskog optereCenja u ekosustav, moze doc¢i do taloZzenja organskih
tvari $to Ce reaultirati razvojem heterotrofhih bakterija (osobito roda Beggiatoa). Ukoliko dode
do pretjeranog nakupljanja nepreradene organske tvari na povrSini sedimenta doci ¢e do

stvaranja sloja bakterija koji ¢e sprijeCiti ulazak morske vode u sediment. To moze rezultirati
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smanjenjem aktivnosti meiofaune Sto ¢e dovesti do daljnjeg nakupljanja organske tvari i
poremecaja u ekosustavu. Nagomilana organska tvar iuginuli organizmi podlozni su procesima
razgradnje koji troSe dodatne koli¢ine kisika Sto ¢e rezultirati anaerobnih uvjeta Sto u konacnici

moze dovesti do produkcija sumporovodika i metana (Katavic 2003).

Dosadasnja istrazivanja utjecaja ribogojiliSta na okoli§ pokazala su potencijalno negativni
utjecaj na strukturu i sastav bentoskih zajednica. Nekoliko istrazivanja zabiljezilo je pojavu
crnog sedimenta poznatog pod nazivom ,sediment ribogojilista“. U takvom sedimentu najvise
se nalazilo organskih tvari te feopigmenata dok je taj sediment karakterizirao niski redoks-
potencijal (Matijevi¢ i sur. 2010). Uz to povecana je koncentracija ukupnog dusika i fosfora.
Ovim istrazivanjima debljina 1 kemijski sastav su varirali s obzirom na udaljenost od samog
rbogojiliSta. Debljina sedimenta primjetno se smanjivala s udaljeno$¢u od ribogojiliSta.
Ukoliko akumulacija organske tvari u sedimentu bude toliko visoka da se njena oksidacija ne
moZe izvrSiti aerobnim ili subaerobnim putem, tada redoks-potencijal sedimenta postaje
negativan §to moZe stvoriti anaerobne uvjete. U takvim anaerobnim uvjetima dolazi do

povecanja populacije npr. sumpornih bakterija. (Katavic 2003, Kruzi¢ i sur. 2014).

1.7 METODE ZA PROUCAVANIJE BAKTERIJA U OKOLISU

Osnovna metoda u proucavanju bakterijskih stanica je mikroskopija koja se koristi za
proucavanje mikrobnog fenotipa. Kao glavni nedostatak ove metode istice se njezina

nepouzdanost jer je samim promatranjem bakterja pod mikroskopom tesko odrediti koje su

bakterijske vrste prisutne u uzorku.

Jedna od najceS¢e koriStenih metoda za proucavanje bakterije je uzgoj na hranidbenim
podlogama pri ¢emu se bakterije mogu selektirati s obzirom na uporabu specifiénih hranjivih
podloga. Pri selekciji, mogu se koristiti krute i tekuce hranjive podloge. Tekuée hranjive
podloge dobiju se otapanjem organskih tvari koje se koriste za rast i razvoj bakterija u

destiliranoj vodi, dok se krute hranjive podloge dobiju na nacin da se u tekucu hranjivu podlogu
doda agar (produkt crvene morske alge).

Nesto slozenije 1 specificnije su molekularne metode u odredivanju bakterijskih zajednica.
Takva identifikacija mikrobnih zajednica vezana je uz identifikaciju gena za 16S rRNA
molekule. Odredivanje strukture zajednice moZe se provesti posrednim metodama poput

denaturirajue gradijentne elektroforeze (engl. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ili
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polimorfizma  duljine  restrikcijskih  fragmenta (engl.  Restriction Fragment Length
Polymorphism), sekvenciranjem ciljnog gena ili fluorescencijskom in situ hibridizacijom
(FISH, engl. FEluorescence In Situ Hybridization). Posredne metode baziraju se na amplifikaciji
cilinog gena te detekciji produkata denaturacije (DGGE) ili restrikcije ciljinog gena (RFLP).
Ovakve metode omoguéuju posrednu usporedbu sastava zajednica, medutim ne dozvoljavaju
identifikaciju pojedinih skupina zajednice. Sve metode zahtijevaju primarni korak izolacija
okolisne DNA ili fiksiranja i filtracije mikrobnih stanica na filtre Zeljene veli¢ine u sluaju
FISH-a (Korlevic 2015).

Lan¢anom reakcijom polimerazom umnozavaju se Zeljeni sljedovi nukleotida (slika 8). Ovom
metodom se kratki dio DNA umnozava u veliki broj identicnih kopija. Ciljni dio DNA koji se
zeli umnoziti omeduje se kratkim oligonukleotidnim sekvencama koje zovemo pocetnice, a
koje su komplementarne krajevima ulomka DNA od interesa. Enzim DNA — polimeraza na
temelju lanca kalupa sintetizira novi lanac na temelju komplementarnosti baza. VeliCina
sintetiziranog lanca odgovara duzini koju omeduju izabrane pocetnice. U prvom koraku
dvostruki lanac DNA razdvoji se zagrijavanjem na temperaturi od 94 °C kroz 3 minute.
Hladenjem na temperaturu izmedu 50 1 60 °C dolazi do komplementarnog vezanja pocetnica
Sto omogucuje vezanje Taq polimeraze koja zapoCinje sintezu novog lanca dodavanjem
komplementarnih baza. Prosjecno se PCR reakcija odvija u 30 do 35 ciklusa (Cooper 2010).
Nakon ovog procesa dobiveni sljedovi nukleotida mogu se determinirati metodom

sekvenciranja sljede¢e generacije.
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O — e
t_  —
> B c— >
Pocetnica A ..—:
Pocetnica B
DNA kalup < —  —
 — -
Denaturacija Sljepljivanje Elongacija _:
N O —
~ | —
Prvi ciklus —
| —
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—

]
0
0
E
=
7]

Slika 8. Lancana reakcija polimerazom.

Preuzeto sa: www.slideshare. net

U danasnje vrijeme Cesto se Koristi metoda sekvenciranja sljedece generacije koja omogucéuje
dobivanje nekoliko tisu¢a do nekoliko stotina tisuca sljedova nukleotida u kratkom vremenu.
Ova metoda koristi se za identifikaciju bakterija ~ umnazanjem sljedova nukleotida

karakteristicnih za bakterije (regija gena za 16s rRNA) (Goodwin i sur. 2016). Ova metoda
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koristi nekoliko razli¢itih pristupa kojima se sljedovi nukleotida utvrduju puno brze i jeftinije
nego klasicnim metodama. OtkriCe ove metode imalo je vaznu primjenu u sekvenciranju
ljudskog genoma, kao i u otkrivanju brojnih genetskih bolesti (Shendure 1 sur. 2017).
Metodama sekvenciranja, pogotovo sekvenciranja nove generacije, moguce je dobiti detaljan
uvid u raznolikost zajednica bakterija i arheja. Metoda sekvenciranja sljedeCe generacije
ukljuCyje nekoliko razlicitih metoda u kojima se predlosci sekvenciraju istodobno u jednoj
reakciji. U prvom koraku dolazi do fragmentiranja DNA na Cije se fragmente dodaju aditivne
sekvence (oligonukleotidi koji sluze kao pocetnice za umnazanje i sekvenciranje). PredloSci se
zatim sekvenciraju pomocu lasera koji prate ugradivanje fluorescentnih nukleotida.

Najpoznatija metoda sekvenciranja je Sangerova metoda koju je Ovaj znanstvenik zapoceo
1975. godine., atemelji se na razdvajanju DNA molekule koja se razlikuje ujednom nukleotidu
pomocu gel elektroforeze. Sangerova metoda sekvenciranja dugotrajniji je 1 skuplji proces

(Gvozdanovi¢ 1isur. 2015).

Za razliku od Sangerove metode sekvenciranja, ova metoda omogucuje citanje puno odsjecaka
DNA odjednom te se time ubrzava sam proces sekvenciranja. Razlikujemo nekoliko tehnika

sekvenciranja metodom sljedece generacije:

a) Pirosekvenciranje
b) Sekvenciranje sintezom

C) Sekvenciranje vezivanjem

Prednosti metode sekvenciranja sljedee generacije su manji broj pogreSaka tijekom obrade
uzoraka te veci broj podataka dobiven u kratkom vremenskom periodu zbog ¢ega je ovo jeftinija
metoda od Sangerova koja zahtijeva dulje vrijeme za obradu uzoraka te veéi ljudski faktor
(Gvozdanovi¢ i sur. 2015). U ovom istrazivanju metoda sekvenciranja sljedeée generacije
koristila se za odredivanje RNA sekvenci regije gena za 16S rRNA (regije V3 — V4) pomocu
kojih se mogu odrediti bakterijske skupine prisutne u uzorku (Cooper 2010).
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1.8 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog diplomskog bio je identificirati i karakterizirati bakterijske populacije u morskom
sedimentu uzorkovanom unutar ribogojiliSta, kao ina lokalitetima izvan ribogojiliSta. Iz ranijih
istrazivanja je poznato da intenzivni uzgoj ribe dovodi do obogacivanja mora nutrijentima
(Kruzi¢ i sur. 2014), te je pretpostavka ovog istrazivanja bila da ¢e se struktura bakterijskih
populacija u morskom sedimentu ispod samog ribogojilista razlikovati od one na lokalitetima

izvan ribogojiliSta.

Specificni ciljevi:

- pomocu analize nukleotidnih sliedova gena za 16S rRNA identificirati i

kvantificirati bakterije prisutne u razli¢itim uzorcima morskog sedimenta

- usporediti sastav bakterija prisutnih u morskom sedimentu na lokalitetima ispod

samih ribogojiliSta ionima udaljenim 501 100 m od ribogojilista

- procijeniti utjecaj organskog opterecenja na mjestu uzorkovanja na strukturu

bakterijskih populacija
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2. MATERIJALI | METODE
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2.1 UZORKOVANJE

U istrazivanju je koriSteno 6 uzoraka povrSinskog sedimenta morskog dna uzetih u svibnju
2018. standardnim postupkom uzimanja uzoraka pomocu grabila (KC DENMARK A/C).
Uzorkovanje je obavljeno od strane djelatnika Zavoda za javno zdravstvo Zadarske zupanije te
djelatnika Instituta Ruder Boskovi¢, auzorci supohranjeni u zamrzivac¢u pri -80°C. Uzorkovani
sediment podrijetlom je iz dva ribogojiliSta brancina u zadarskom arhipelagu (Slika 9). Po
jedan uzorak uzet je unutar svakog ribogojiliSta, apo dva uzorka uzeta suu tockama udaljenima

50 metara 1 100 metara od samih ribogojilista.

Ribogojiliste A: uzorak 1 prikupljen je ispod samog ribogojiliSta, uzorak 2 prikupljen 50 metara
od ribogojilista, dok je uzorak 3 prikuplijen 100 metara od ribogojilista.
Ribogojiliste B: uzorak 4 prikupljen je ispod samog ribogojilista, uzorak 5 prikuplien 50 metara
od ribogojilista, dok je uzorak 6 prikuplijen 100 metara od ribogojilista.

Ribogojilista brancina u kojima je provedeno uzorkovanje privatno su vlasnistvo te je izradom

ovog diplomskog rada zajamCena tajnost podataka toc¢ne lokacije samih ribogojiliSta kao i

specificnih pojedinosti oko uzgoja riba i tretiranja ribogojilista.
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2.2 IZOLACIJA DNA

Nakon $to su uzorci dopremljeni na Institut Ruder Boskovi¢ u Zagrebu, provedena je izolacija
ukupne DNA iz svakog pojedinog uzorka metodom izolacije DNA Kkoriste¢i komercijalni

komplet reagensa ,,DNeasy PowerSoil kit* (Qiagen) ¢iji je protokol opisan u daljnjem tekstu.

Protokol DNeasy Powersoli Kit:

Izolacija ukupne DNA provedena je prema navedenom protokolu za svaki uzorak pojedinacno
(uzorci su oznaceni brojevima 1-6).

0,25 g uzorka sedimenta stavio sam u PowerBead tubu te lagano mijesao na vrtloznoj mijesalici.
Dodao sam 60 ul pufera C1 te kratko mijeSa0 na vrtloznoj mijeSalici. Epruvetu s uzorkom
poslozio sam horizontalno u Vortex adapter (13000 — V1 — 24). Uzorak sam zatim ostavio u
vrtloznoj mijeSalici na maksimalnoj brzini 10 minuta. Nakon toga uzorak sam centrifugirao na
10, 000 x g 30 sekundi. Nakon centrifugiranja izdvojio sam dobiveni supernatant u Cistu
epruvetu od 2 ml. Dodao 250 ul pufera C2 i mijeSa0 na vrtloznoj mijeSalici 5 sekundi, nakon
Cega sam uzorke stavio na inkubiranje 5 minuta na 4 °C. Nakon inkubiranja centrifugirao sam
uzorak 1 minutu na 10, 000 x g. lzdvojio 600 ul supernatanta u Ciste epruvete od 2 ml. Tada
sam dodao 200 ml pufera C3 i lagano mijesa0 na vrtloznoj miesalici te inkubirao uzorak 5
minuta na 4 °C. Ponovno slijedi centrifugiranje uzorka 1 minutu na 10, 000 x g. lzdvojio sam
750 W supernatanta u Cistu epruvetu od 2 ml. Nakon toga sam dodao 1200 ul pufera C4 u
izdvojeni supernatant te mijeSa0 na vrtloznoj mijeSalici 5 sekundi. lzdvojio sam 650 ul uzorka
u MB Spin Column i centrifugirao 1 minutu na 10, 000 x g. Korak 14 sam ponavljao dok cijeli
uzorak nije obraden. Tada sam dodao 500 pl pufera C5 i centrifugirao 30 sekundi na 10, 000 x
g. lzdvojio sam tekuci dio te centrifugira0 1 minutu na 10, 000 x g. Dobiveni sadrzaj u MB
Spin Column prebacio sam u ¢istu epruvetu od 2 ml i dodao 100 pl pufera C6 u centar bijele
fitter membrane. Centrifugirao sam dobiveni sadrzaj na sobnoj temperaturi 30 sekundi na 10,
000 x g, te ga izdvojio u MB Spin Column. Postupak sam ponavijao za svaki pojedini uzorak

zasebno.
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2.3 LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM (PCR)

S ciljem umnazanja Zeljenog bakterijskog gena za 16 rRNA ( regija V3 — V4) provedena je
metoda lanCane reakcije polimerazom. Pocetnice odabrane za ovu metodu komplementarne su
upravo ciljanim regijama bakterijskinh gena (V3Bac_Il PE_Adaptor_341FW: 5'-tcgtcg gca gcg
tca gat gtg tat aag aga cag cct acg ggn ggc agc ag-3'i 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’ (BioLabs)). Pocetnice sam
ubacio u izolirane uzorke ukupne DNA te sam proveo lancanu reakciju polimerazom prema
opisanom postupku. Postupak je proveden koriste¢i gotove pocetnice i sastojke potrebne za
provodenje ciklusa prema uputama proizvodaca (BioLabs).

Inicijalno denaturiranje DNA u trajanju 30 sekundi na temperaturi od 98 °C u kojem dolazi do
razdvajanja lanaca DNA koji ¢e sluziti kao kalup u sintezi.

Hibridizacija pocetnica na komplementarne dijelove DNA molekule. U ovom koraku
temperatura se spustila na 62 °C u trajanju od 30 sekundi Sto odgovara vezanju
oligonukleotidnih pocetnica na komplementarne dijelove DNA.

Sinteza komplementarnog lanca na temperaturi od 72 °C u trajanju od 30 sekundi Ova
temperatura optimalna je za djelovanje Taqg polimeraze koja je izrazito termolabilna stoga je
potrebno kontrolirati uvjete temperature. Polimeraza ugraduje nove nukleotide sve dok ne
stigne do druge pocetnice. Finalna ekstenzija provedena je utrajanju od 5 minuta na temperaturi

od 72 °C. Lancana reakcija polimerazom sastojala se od 29 ciklusa.

2.4 ELEKTROFOREZA UMNOZENIH FRAGMENATA U GELU AGAROZE

Kontrola produkata provedena je u 1% - tnom gelu agaroze. Gel je pripremljen na nacin da je
1 g agaroze otoplien u 100 mL TAEx1 puferu (Tablica 2). Za bojanje gela koristen je SYBR
Safe koji se dodaje u gel u teku¢em stanju ( 10 pl na 100 mL gela). Boja se veze za fragmente
dobivene lananom reakcijom polimeraze te stoga omogucuje vizualizaciju dobivenih

produkata tijekom slikanja gela. Elektroforeza je provedena 1 h.
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Tablica 2. Protokol za pripremu 50 x TAE pufera za elektroforezu.
50 x TAE elektroforetski pufer

Tris 242 ¢
EDTA 18,61 g
Octena kiselina 57,1 mL
Redestilirana H,O do 1 litre

Ovako pripremljeni pufer razrjeduje se na 1 x TAE.

2.5 METODA SEKVENCIRANJA SLIEDECE GENERACIJE

UmnoZeni produkti dobiveni metodom lanCane reakcije polimerazom poslani su na analizu u
komercijalni  servis (Eurofins, Njemacka), gdje je sljed nukleotida utvrden metodom
sekvenciranja sljedece generacije (Next generation sequencing, NGS) koriste¢i platformu
llumina. Analiza se temelji na principu sekvenciranja sintezom te obuhva¢a umnazanje,
sekvenciranje ianalizu dobivenih podataka.

Rezultati dobiveni ovom metodom prikazani su brojem sljedova nukleotida bakterijskih

populacija u uzorcima 1-6.

2.6 OBRADA PODATAKA

Obrada sekvenci nakon sekvenciranja provedena je na Institutu Ruder Boskovié u Zagrebu
sravnavanjem dobivenih fragmenata (oko 250 bp) koriStenjem racunalnog programa QIIME
(Caporaso i sur. 2010). Nadalje je provedena klaster analiza koriStenjem racunalnog programa
SWARM (Mahe i sur. 2015) te identifikacija sekvenci prema referentnoj bazi NCBI (National
Center for Biotehnology Information). Dobivene tablice sekvenci i taksonomskih kategorija
statisticki su obradena te Su rezultati prikazani tablicno i graficki. Na temelju dobivenih
nukleotidnih sljedova napravljena je statisticka analiza multidimenzijskog skaliranja (MDS)
koriStenjem racunalnog programa XLSTAT.
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3. REZULTATI
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3.1 REZULTATI ELEKTROFOREZE U GELU AGAROZE

Elektroforetska analiza produkata PCR-reakcije potvrdila je prisutnost fragmenata
odgovarajuce velicine (250 bp) kod svih analiziranih uzoraka (Slika 10).

Prva kolona na dobivenom agaroznom gelu prikazue DNA marker koji shizi kako bi
identificirali veli¢inu dobivenog PCR produkta. Nadalje su prikazani uzorci (1-6) dok je
posliednji stupac negativna kontrola.

M Ul U2 U3 U4 U5 U6 K

250 bp

Slika 10. Rezultati elektroforeze uzoraka 1-6 te negativne kontrole K na 1% - thom
agaroznom gelu. Dobiveni fragmenti imaju veli¢inu 250 bp.
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3.2 OBRADA SEKVENCI DOBIVENIH METODOM SEKVENCIRANJA SLJEDECE
GENERACIJE

llumina sekvenciranjem 6 uzorka dobiveno je ukupno 1, 009 306 sekvenci. Nakon obrade
podataka odredeno je da 298 030 sekvenci pripada domeni bakterija. Za daljnju obradu
izdvojene su sekvence koje su imale jednaku ili ve¢u slicnost od 97% (Mysara i sur. 2017) sa
nekom od sekvenci navedenoj u bazi sekvenci NCBI. Ovim pristupom sekvenciranja kod
analiziranih uzoraka utvrdeno je 1837 razli¢itih bakterijskih taksonomskih kategorija s ukupno
72 096 sekvenci, od kojih je najve¢i broj pripadao uzorku 1 (17 887 sekvenci), a najmanji u
uzorku 6 (6706 sekvenci) (Slika 11).

Broj sekvenci pojedinog uzorka
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18000
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14000

12000
10000
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6000
4000
2000

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5 Uzorak 6

o

Ribogojiliste A 50mod A  100m odA  Ribogojiliste B 50 mod B 100 m od B

Slika 11. Ukupan broj odredenih sekvenci gena za 16S rRNA u pojedinom uzorku morskog
sedimenta.
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3.3 TAKSONOMSKA PRIPADNOST BAKTERIJA DETERMINIRANIH U UZORCIMA
SEDIMENTA

Na temelju dobivenih sekvenci za regiju gena 16S rRNA odredena je taksonomska struktura

prisutnih bakterija u pojedinim uzorcima. Uzorci su determinirani na razini Kkoljena, razreda,

reda, porodice iroda. U nastavku su prikazani rezultati (Tablica 3).

Tablica 3. Taksonomija determiniranih bakterija u uzorcima 1-6 do razine roda.

UZORAK

KOLJENO

RAZRED

RED

PORODICA

ROD

Uzorak 1
Ribogojiliste
A

Uzorak 2
50 m od
ribogojilista A

Uzorak 3
100 m od
ribogojiliSta A

Uzorak 4
Ribogojiliste
B

Verrucomicrobia
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Proteobacteria
Verrucomicrobia
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes
Verrucomicrobia
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes
Nitrospirae
Bacteroidetes
Proteobacteria
Verrucomicrobia
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes

Actinobacteria

Verrucomicrobiae
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Flavobacteriia
Clostridia
Deltaproteobacteria
Verrucomicrobiae
Deltaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Flavobacteriia
Verrucomicrobiae
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Flavobacteriia
Nitrospira
Flavobacteriia
Gammaproteobacteria
Verrucomicrobiae
Zetaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Flavobacteriia

Acidimicrobiia

Verrucomicrobiales
Vibrionales
Vibrionales
Flavobacteriales
Clostridiales
Desulfobacterales
Verrucomicrobiales
Desulfobacterales
Vibrionales
Syntrophobacterales
Flavobacteriales
Verrucomicrobiales
Vibrionales
Desulfobacterales
Syntrophobacterales
Flavobacteriales
Nitrospirales
Flavobacteriales
Vibrionales
Verrucomicrobiales
Mariprofundales
Alteromonadales
Vibrionales
Syntrophobacterales
Flavobacteriales

Acidimicrobiales

Verrucomicrobiaceae
Vibrionaceae
Vibrionaceae
Flavobacteriaceae
Peptostreptococcaceae
Desulfobacteraceae
Verrucomicrobiaceae
Desulfobacteraceae
Vibrionaceae
Syntrophorhabdaceae
Flavobacteriaceae
Verrucomicrobiaceae
Vibrionaceae
Desulfobacteraceae
Syntrophorhabdaceae
Flavobacteriaceae
Nitrospiraceae
Flavobacteriaceae
Vibrionaceae
Verrucomicrobiaceae
Mariprofundaceae
Colwelliaceae
Vibrionaceae
Syntrophorhabdaceae
Flavobacteriaceae

lamiaceae

Verrucomicrobium
Photobacterium
Vibrio

Lutimonas
Tepidibacter
Desulfococcus
Verrucomicrobium
Desulfococcus
Vibrio
Syntrophorhabdus
Lutimonas
Verrucomicrobium
Vibrio
Desulfococcus
Syntrophorhabdus
Lutimonas
Nitrospira
Flavobacterium
Vibrio
Verrucomicrobium
Mariprofundus
Colwellia
Photobacterium
Syntrophorhabdus
Eudoraea

lamia
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Nastavak Tablice 3.

UZORAK

KOLJENO

RAZRED

RED

PORODICA

ROD

Uzorak 5
50 m od
ribogojiliSta B

Uzorak 6
100 m od

ribogojiliSta B

Verrucomicrobia
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Proteobacteria
Proteobacteria
Nitrospirae
Verrucomicrobia
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes
Proteobacteria

Proteobacteria

Verrucomicrobiae
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Acidimicrobiia
Flavobacteriia
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Nitrospira
Verrucomicrobiae
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Flavobacteriia
Zetaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Verrucomicrobiales
Vibrionales
Desulfobacterales
Acidimicrobiales
Flavobacteriales
Syntrophobacterales
Desulfuromonadales
Nitrospirales
Verrucomicrobiales
Desulfobacterales
Syntrophobacterales
Desulfuromonadales
Flavobacteriales
Mariprofundales

Vibrionales

Verrucomicrobiaceae
Vibrionaceae
Desulfobacteraceae
lamiaceae
Flavobacteriaceae
Syntrophorhabdaceae
Desulfuromonadaceae
Nitrospiraceae
Verrucomicrobiaceae
Desulfobacteraceae
Syntrophorhabdaceae
Desulfuromonadaceae
Flavobacteriaceae
Mariprofundaceae

Vibrionaceae

Verrucomicrobium
Vibrio
Desulfococcus
lamia

Lutimonas
Syntrophorhabdus
Pelobacter
Nitrospira
Verrucomicrobium
Desulfococcus
Syntrophorhabdus
Pelobacter
Lutimonas
Mariprofundus

Vibrio
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34  POSTOTAK SEKVENCI GENA ZA 16S rRNA POJEDINIH RODOVA
BAKTERIJA U UZORCIMA (1-6)

Postoci dobivenih sekvenci gena za 16S rRNA prikazani su za bakterijske rodove determinirane

U uzorcima.

U najve¢cem udjelu u uzorku 1 pojavijuje se rod bakterija Verrucomicrobium ¢iji postotak
nukleotidnih sljedova iznosi 33,53%. Sljedeci je rod Photobacterium ¢iji postotak nukleotidnih
sliedova iznosi 13,33%. U manjem postotku nukleotidnih sljedova pojavijuju se rodovi Vibrio
(4,66% ), Lutimonas ( 3,96% ), Tepidibacter ( 3,76% ) te Desulfococcus (3,40 % ). Pod ostalim
se smatraju bakterijski rodovi Ciji je postotak nukleotidnih sliedova manji od 3% (Slka 12).

Uzorak 1

>

.--/

3,76%  96% 4.66%
= Verrucomicrobium w» Photobacterium Vibrio
Lutimonas u Tepidibacter 8 Desulfococcus

= Ostalo

Slika 12. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih rodova bakterija u uzorku 1-
RibogojiliSte A.

U uzorku 2 rod Verrucomicrobium pojavljuje se s najveéim postotkom nukleotidnih sljedova
(18,06 %) Sliede¢i prema postotku nukleotidnih sljedova je rod Vibrio (12,01 %). U manjem
postotku nukleotidnih sljedova pojavijuju se rodovi Desulfococcus (7,33%), Syntrophorhabdus
(6,28 %), Lutimonas ( 4,58% ), Nitrospira ( 3,65 %) te Flavobacterium (3,00 %). Pod ostalim
se smatraju bakterijski rodovi ¢iji je postotak nukleotidnih sljedova manji od 3 % (Slika 13).
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Uzorak 2

IA-k/m%
6,28%

3,00% 3,65% \_4,58%
= Verrucomicrobium = Vibrio = Desulfococcus
Syntrophorhabdus = Lutimonas = Nitrospira

= Flavobacterium = Ostalo

Slika 13. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih rodova bakterija u uzorku 2 —
RibogojiliSte A.

U wzorku 3 se u najveCem postotku nukleotidnih sljedova pojavijuje bakterijski rod
Verrucomicrobium (16,55 %). Sliede¢i najzastupljeniji bakterijski rod je Desulfococcus (15,00
%), a nakon njega rod Vibrio (10,73% ). U manjem postotku nukleotidnih sljedova pojavljuju

se rodovi Syntrophorhabdus (8,01 %) te Lutimonas (3,85 %). Pod ostalim se smatraju
bakterijski rodovi ¢iji je postotak nukleotidnih sliedova manji od 3 % (Slika 14).

Uzorak 3

-
R,

8,01%

3,85%

u Verrucomicrobium = Desulfococcus = Vibrio

Syntrophorhabdus = Lutimenas = Ostalo

Slika 14. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih rodova bakterija u uzorku 3 —
Ribogojiliste A.

U uzorku 4 se u najveéem postotku nukleotidnih sljedova pojavljuje bakterijski rod Vibrio
(23,46 % ). Sliedeci po postotku nukleotidnih sljedova je rod Verrucomicrobium (13,69% ) a
iza njega je rod Mariprofundus ( 9,18% ). U manjem postotku nukleotidnih sljedova pojavljuju
se rodovi Colwellia (3,84 %), Photobacterium (3,62 %), Syntrophorhabdus (3,55 %), Eudoraea
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(3,21 %) te lamia (3,04 %). Pod ostalim se smatraju bakterijski rodovi ¢iji je postotak
nukleotidnih sljedova manji od 3% (Slika 15).

Uzorak 4

"’_:.,. -
3,04% .-

3,55% 3,62% 3,84%

u Vibrio = Verrucomicrobium = Mariprofundus
Colwellia m Photobacterium  m Syntrophorhabdus
» Fudoraea = [gmia m Ostalo

Slika 15. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih rodova bakterija u uzorku 4 —
Ribogojiliste B.

U uzorku 5 se u najve¢em postotku nukleotidnih sljedova pojavljuje bakterijski rod
Verrucomicrobium ( 14,35% ). Nakon njega prema postotku nukleotidnih sljedova su rodovi
Vibrio ( 13,35% ) te Desulfococcus ( 9,13% ). U manjem postotku nukleotidnih sljedova
pojavijuju se rodovi lamia ( 6,77% ), Lutimonas ( 4,89% ), Syntrophorhabdus ( 4,75% ),
Pelobacter ( 3,15% ) te Nitrospira ( 3,01% ). Pod ostalim se smatraju bakterijski rodovi ¢iji je
postotak nukleotidnih sljedova manji od 3% (Slika 16).

Uzorak 5

AN

- 6,77%

3,15% 4,75% 4,39%

3,01%

= Verrucomicrobium = Vibrio = Desulfococcus
lamia = | utimonas = Syntrophorhabdus
= Pelobacter = Nitrospira = Ostalo

Slika 16. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih rodova bakterija u uzorku 5 —
RibogojiliSte B.
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U uzorku 6 u najve¢em postotku nukleotidnih sliedova pojavljuju se bakterijski rodovi
Verrucomicrobium ( 14,94% ) te Desulfococcus ( 14,75% ). Sa manjim postotkom nukleotidnih
sliedova pojavijuju se rodovi Syntrophorhabdus ( 7,25% ), Pelobacter ( 4,80% ), Lutimonas (
4,26% ), Mariprofundus ( 4,26% ) te Vibrio ( 4,16% ). Pod ostalim se smatraju bakterijski
rodovi ¢iji je postotak nukleotidnih sljedova manji od 3% (Slika 17).

Uzorak 6

e
.- 4,80%

4,16% 4,26% 4,26%

= Verrucomicrobium = Desulfococcus Syntrophorhabdus
Pelobacter = Lutimonas = Mariprofundus
= Vibrio = Ostalo

Slika 17. Udio sekvenci gena za 16S rRNA determiniranih rodova bakterija u uzorku 6 —
Ribogojiliste B.
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Nadalje je prikazana pojavnost bakterijskih rodova u pojedinim uzorcima. Na ovaj nacin

prikazan su poklapanja bakterijskih rodova u uzorcima kao i postotak sekvenci pojedinih

bakterijskih rodova u pojedinom uzorku (Slika 18).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

1111

H Verrucomicrobium M Vibrio M Desulfococcus Syntrophorhabdus
B Photobacterium M Lutimonas m Mariprofundus M lamia

M Pelobacter W Nitrospira W Eudoraea B Flavobacterium

m Tepidibacter m Colwellia Ostalo

Slika 18. Postotak sekvenci 16 rRNA bakterijskih rodova determiniranih u uzorcima 1-6.

Izracunati su postoci nukleotidnih sljedova pojedinih bakterijskih populacija u uzorcima

sedimenta. Prikazana je usporedna analiza postotaka nukleotidnih sljedova bakterijskih koljena

za svaki uzorak (Slika 19).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

1 2 3 4 5 6

M Proteobacteria M Verrucomicrobia M Bacteroidetes Actinobacteria

M Firmicutes M Planctomycetes M Nitrospirae M Ostalo

Slika 19. Postotak sekvenci 16 rRNA bakterijskih koljena determiniranih u uzorcima 1-6.
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Izracunati su postoci nukleotidnih sliedova pojedinih bakterijskih razreda u uzorcima

sedimenta. Prikazana je usporedna analiza postotaka nukleotidnih sljedova bakterijskih

razreda za svaki uzorak (Slika 20).

0%

m Gammaproteobacteria m Deltaproteobacteria

Zetaproteobacteria m Ostalo

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

1 2 3 - 5 6

m Alphaproteobacteria

Slika 20. Postotak sekvenci 16 rRNA bakterijskih razreda determiniranih u uzorcima 1-6.

Metodom multidimenzijskog skaliranja (MDS) dobivenu su podaci koji pokazuju sli¢nost

odnosno razlicitost promatranih podataka sekvenci za pojedini uzorak (Slka 21). Rezultati

pokazuyju kako su uzorci 1 i 4 medusobno razli¢iti, a isto tako su razli¢iti od ostalih uzoraka.

Uzorci 1 i 4 pripadaju uzorku sedimenata ispod ribogojilista. Isto tako uocava se grupiranja i

slicnost podataka za uzorke 2 15 kao 1 za uzorke 6 1 3. Uzorci 21 5 pripadaju uzorku sedimenta

udaljenom 50 metara od ribogojilista dok uzorci 6 i 3 odgovaraju uzorku sedimenta udaljenom

100 metara od ribogojilita.

Configuration (Kruskal's stress (1) = 0,101)

o1

uzorak 3 0,05
L]
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0,05 01

.
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" Dim1

Slika 21. Multidimenzijsko skaliranje (MDS) za uzorke morskog sedimenta

ommacene 1 — 6.
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4. RASPRAVA
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Postupak izolacije ukupne DNA iz uzoraka standardnim postupkom DNeasy PowerSoil Kit
pokazao se kao dobra tehnika izolacije bakterijske DNA iz okolisnih uzoraka. Prema nekim
istrazivanjima (Rubin i sur. 2014) ova metoda pokazala se uspjeSnom za dobivanje §to boljih
rezultata sekvenciranja. Metoda sekvenciranja sljede¢e generacije na temelju gena za 16S
rRNA pouzdana je za odredivanje bakterijskih populacija do razine roda, dok je manje
pouzdana za odredivanje bakterijskih vrsta u odredenim uzorcima zbog toga Sto su ti geni sli¢ni
kod vecine vrsta te je zbog toga teSko odrediti vrstu kojoj bakterija pripada (Rudy i Helix 2010,
Ghanabari i sur. 2014). U ovom istrazivanju karakterizirane su regije bakterijskin gena V3 i
V4. Osim umnazanja ovih gena, za detekciju i taksonomsku karakterizaciju mogu se koristiti i
drugi dijelovi genoma bakterija, primjerice regije gena V1 i V2 (Korlevi¢ i sur. 2015), kojima
se takoder metodom sekvenciranja sljede¢e generacije moze odrediti taksonomska pripadnost

bakterijskih populacija do razine vrste (Sanschagrin i Yergeau 2014).

Nakon obrade rezultata, napravlien je graficki prikaz taksonomskih kategorija detektiranih u
svakom pojedinom uzorku. Kod prvog i drugog ribogojiliSta u najve¢em udjelu uocena je
pojavnost bakterijskin koljena Proteobacteria, Verrucomicrobia te Bacterioidetes (slika 18). U
prvom ribogojilistu u najve¢em udjelu pojavljuju se bakterije iz razreda unutar koljena
Proteobacteria. 1z literaturnih izvora (Gerard sur. 2014) poznato je da razred Proteobacteria
bakterija Cesto obitava u morskom sedimentu. Isto tako, dosadasnja istrazivanja (Gacesa i sur.
2018, Katavic 2003) bakterijskin populacija morskog sedimenta pokazala su pojavnost upravo
koljena Proteobacteria u istrazivanom morskom sedimentu. Koljeno Proteobacteria jest
najrasprostranjenije koljeno koje pripada domeni Bacteria. Ovom koljenu pripada najveéi broj
gram — negativnih bakterija, a te bakterije suuglavnom prema nac¢inu prehrane kemoheterotro fi

Sto znaci da kemijskim procesima preraduju organsku tvar iz okolisa (Gerard i sur. 2014).

Prema rezultatima istrazivanja 1 u prvom i drugom ribogojilistu uocava se najmanji udio
bakterija razreda Alphaproteobacteria, a za njih je karakteristicno da mogu prezivljavati pri
niskim koncentracijama  nutrijenata  (Gerard 1 sur. 2014). Gammaproteobacteria i
Deltaproteobacteria anaerobne su bakterije koje sudjeluju u kruzenju sumpora u prirodi. Prema
istrazivanju (Katavic 2003) pretjerano gomilanje organskog opterecenja u morskom sedimentu
stvara anaerobne uvjete koji pospjesuju stvaranje bakterijskih populacija koje nastanjuju takva

podrucja.

U takvim uvjetima pojavijuju se heterotrofne bakterije iz roda Beggioata kao i sumporne

bakterije. Sumpornim  bakterfjama u najve¢em udjelu pripadaju bakterije koljena

33



Deltaproteobacteria koje u anaerobnim uvjetima reduciraju sumpor ili sulfate iz podloge te
stvaraju sumporovodik (Gerard i sur. 2014). U najve¢em udjelu identificirane su skupine
bakterija koje prezivljavaju u anaerobnim uvjetima (Katavic 2003) Sto je prema ovom
istrazivanju  pretpostavljamo posliedica pretjeranog gomilanja organskog optereCenja u
morskom sedimentu. Bakterije iz razreda Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria i
Gammaproteobacteria u nekim dosadasnjim istrazivanjima (Huang i sur. 2014, Lyons i sur.
2015) detektirane su u crijevima riba. Ovi razredi bakterija, koje su detektirane u morskom

sedimentu ispod ribogojiliSta mogu biti porjjeklom iz fecesa riba.

Za koljeno Verrucomicrobia poznato je da ¢ine mali dio ukupne bakterijske zajednice te da
mmadajno doprinose razgradnji organske tvari putem fermentativnih procesa (Cankovi¢ 2018).
Ovakva uloga bakterija kljucna je u takozvanoj mikrobnoj petlji, u kojoj dolazi do razgradnje
organske tvari od strane bakterijskin zajednica koju onda mogu Koristiti primarni proizvodaci.
Biogeokemijskim procesima koji se dogadaju unutar bakterijskih stanica dolazi do razgradnje

organske tvari iz okolisa (Buchan i sur. 2014.).

Kod ostalih bakterijskih koljena determiniranih u uzorcima prvog ribogojilista nema znacajnije
promjene s obzirom na postotak sekvenci s udaljavanjem od ribogojilista. Kod koljena
Proteobacteria i Bacteroidetes uocava se i blagi trend porasta udjela ovih bakterija s
udaljavanjem od ribogojiliSta. Prema nekim dosadasnjim istrazivanjima (Korlevic 2015), ova
koljena bakterija pojavijuju se kao odgovor na cvat nekih skupina dijatomeja kao i odgovor na
zavrSetak fitoplanktonskog cvata. Poznato je da predstavnici koljena Bacteroidetes imaju vaznu
ulogu u razgradnji kompleksne organske tvari (Gerard isur. 2014).

Kod oba ribogojilista uofava se trend smanjenja  postotka sekvenci razreda
Gammaproteobacteria udaljavanjem od ribogojilista Sto moze ukazati na povecano organsko
optereenje unutar samog ribogojiliSta, odnosno smanjenje organskog optereéenja
udaljavanjem od ribogojilista (Katavic 2003). Isto tako, udaljavanjem od ribogojilista moze se
uociti trend povecanja postotka sekvenci razreda Deltaproteobacteria $to se moze pripisati
djelovanju morskih struja i samih uvjeta staniSta s obzirom da se radi o udaljenosti od 100 m

od samog ribogojilista.
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Kako se radi o privatnom vlasniStvu, podaci o biomasi ribe koja se uzgaja ili koli¢ne hrane
kojom se hrani riba, a isto tako i informacije oko tretiranja uzgajaliSta organskim kemikalijama
7zbog zaStite podataka nisu dostupni stoga se utjecaj organskog optereCenja moze samo

procijeniti s obzirom na dobivene sekvence bakterijskih populacija.

Iz ranjih istrazivanja je poznato da intenzivni uzgoj ribe dovodi do obogaéivanja mora
nutrijentima  (Kruzi¢ i sur. 2014) pa je prema tome poznavanjem biologije determiniranih
taksonomskih kategorija bakterija moguce procijeniti postoji li utjecaj navedenog organskog

optere¢enja na samu strukturu bakterijskih populacija.

Promatranjem udjela pojedinih bakterijskih koljena, kod prvog ribogojiliSta moze se uociti
trend povecanja Proteobacteria udaljavanjem od ribogojilista. Kod drugog ribogojilista uocava
se suprotni trend, odnosno dolazi do smanjenja koljena Proteobacteria udaljavanjem od
ribogojilista. Takoder, kod prvog ribogojiliSta udaljavanjem od ribogojiliSta uocava se trend
smanjenja koljena Verrucomicrobia, dok je kod drugog ribogojilista podjednak udio ovog
koljena. U ve¢em udjelu kod drugog ribogojiliSta pojavljuje se koljeno Actinobacteria. Ovo
koljeno pripada gram-pozitivnim bakterijama koje nastanjuju gotovo sva staniSta te je poznato
(Gacesa i sur. 2018) da su bakterije ovog koljena vazne u procesu razgradnje organske tvari
uginulih organizama.

Kod drugog ribogojiliSta uocava se veca pojavnost koljena Zetaproteobacteria. Ovo koljeno
kao i Deltaproteobacteria pripada sumpor-reduciraju¢im bakterijama, a nalazimo ih u
anaerobnim staniStima morskih sedimenata. To su bakterije koje u reakciji sumpora sa Zeljezom

stvaraju zeljezov (II) sulfid koji daje crnu boju sedimenta (Gerard sur. 2014).

Najveéi postotak nukleotidnih sljedova kod prvog uzorka koji odgovara morskom sedimentu
ispod ribogojilista pripada koljenu Firmicutes, dok se kod drugog ribogojilista uocava najveéa
pojavnost u uzorku udaljenom 100 m od ribogojilista. Ovo koljeno bakterija determinirano je u
morskom sedimentu Jadrana u prijasnjim istrazivanjima (Gacesa i sur. 2018). Prema nekim
dosadasnjim istrazivanjima (Apostolaki isur. 2007) na podru¢ju Mediterana pokazano je da je
utjecaj kaveza na bentiCku faunu ograniCen na radijus od 25 m od ruba kaveza, ali se poviSene
koncentracije duSika iugljkka mogu izmjeriti iu radijusu od 1000 m. Ja¢ina utjecaja je varirala
od inimno znacajne do zanemarive, a ovisila je o jakosti morskih struja i vrsti sedimenta gdje

su slabe morske struje i fini sediment doprinosili degradaciji benticke flore i faune.
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Prema rezultatima dobivenima ovim istrazivanjem moze se uoCiti utjecaj organskog
optereCenja na pojavnost odredenih bakterijskih skupina. Poznato je (Matijevi¢ i sur. 2010) da
prisutnost organskog optere¢enja u morskom sedimentu izaziva negativni redoks - potencijal
Sto uzrokuje stvaranje anaerobnih uvjeta, odnosno na temelju toga moze se zakljuciti da u
takvom sedimentu postoji aktivnost anaerobnih bakterija koje razgraduju organsku tvar. Na
temelju poznavanja biologije pojedinih bakterijskih skupina (Gerard isur. 2014) determiniranih
u uzorcima sedimenta moze se uoCiti kako je utjecaj organskog opterecenja veé¢i kod drugog

ribogojiliSta brancina.

Prema istrazivanju (Krstulovi¢ i sur. 2011) uoceno je da smanjenjem organskog opterecenja i
organske tvari u morskom ekosustavu dolazi do smanjene abundancije (smanjenja broja i
sastava bakterijskih skupina) kao i do promjene mikrobnih zajednica. Prema istrazivanju
(Krstulovic i1 sur. 2011) uoCene su oscilacije bakterijskih populacija tijekom sezonskih
razdoblja §to moZe biti potencijal za daljnja istrazivanja ovog rada u kojem se mogu pratiti

bakterijske strukture tijjekom duzeg vremenskog perioda.

Multidimenzijskim skaliranjem dobivene su sli¢nosti podataka sekvenci izmedu uzoraka. Na

temelju dobivenog grafickog prikaza uocava se grupiranje 1 shi¢nost podataka uzoraka 215 te

31 6. Uzorci ispod ribogojilista pokazuju razlicitost sa uzorcima udaljenim od ribogojilista.

Kako zbog zastite podataka u ovom istrazivanju nisu dobiveni konkretni podaci oko biomase
ribe koja se uzgaja u ribogojiliStima ili kolicine hrane kojom se hrani riba sa definitivnom
sigurno$¢u se ne moze potvrditi utjecaj organskog optereCenja na bakterijski sastav morskog
sedimenta, ve¢ se taj utjecaj moze procijeniti na temelju dobivenih podataka u ovom
istrazivanju. Stoga se ovo istrazivanje moze proSiriti u suradnji sa vlasnicima ribogojilista kako
bi se dobili to¢ni podaci oko biomase ribe, koli€ine hrane kao i o uvjetima staniSta. Time se
usporedbom svih navedenih parametara moze definitivno potvrditi postoji li utjecaj samog

ribogojiliSta na sastav bakterijskih populacija.
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5.ZAKLJUCAK
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1. Sastav bakterijskih populacija dobiven analizom nukleotidnih sljedova gena za 16S
rRNA pokazuje da nema specificne razlike u sastavu izmedu 2 ribogojiliSta, odnosno
kod oba ribogojiliSta u velikom udjelu detektirane su iste taksonomske kategorije

bakterijskih populacija.

2. Usporedbom sastava bakterijskin populacija u analiziranim uzorcima morskog
sedimenta, uoCava se najveca zastupljenost tri bakterijska koljena usvima uzorcima. To
su Proteobacteria, Verrucomicrobia te Bacterioidetes. U manjem udjelu kod oba
ribogojiliSta pojavljuju se bakterije pripadnici koljena Actinobacteria, Firmicutes,
Planctomycetes te Nitrospirae. Razredi bakterija unutar koljena Proteobacteria koji se
u najve¢em udjelu pojavliuyju u analiziranim uzorcima morskog sedimenta su
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria

te Zetaproteobacteria.

3. S obzirom na strukturu bakterijskih populacija 1 poznavanjem biologije, odnosno
staniSta 1 nacCina zvota Samih bakterija pripadnika najzastupljenijin koljena i razreda
moze se procijeniti utjecaj organskog optereCenja na njhov sastav. Pretpostavka je da
kod oba ribogojiliSta postoji utjecaj organskog opterecenja na bakterijske populacije jer
su u sedimentu ispod samih ribogojiliSta u najve¢em dijelu prisutne upravo bakterijske
populacije koje razgraduju organske tvari. Udaljavanjem od samih ribogojiliSta moze

se uociti trend smanjenja udjela takvih bakterijskin populacija.
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