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1. UVOD

1.1. Mikrobna zajednica morskog ekosustava s naglaskom na ulogu i sastav
prokariot a

Nevidljivi golom oku, mikroorganizmi smajstarip, najbiojnija i najraznolikig skupira
gi vul i h o mplgnetiZénmtjisSwearisuingéuu n a j rinai ndiekstremnijing k arhai ¢
te sesvrstavajwu s ve tori d o nbaktesje, @rhieje begkar®{@augloarésquesur.,
2015)

Oceani prekrivaju vige od 70% Zemljine p
uvjeta i primarnoj proizvodniji hranjivih tvarfBmatraseda su izvor otprilike pola kisika dostupnog
na Zeml ji. GIlavni p o k r mznavisnithranjivik tvari sekosustavimg e n j a
svjetskh morai oceam upravosumi kr oor gani z mi , Koj i salinjav.
navedeih ekosustavgSuttle, 2007) Pikoplanktonje najzastupljeng skupimj ednost ani |
(mikro)organizama morslg ekosustavaa njegovi se pripadnici svrstavaju u prokariote i
eukariote Pikoplankton podrazumijeva dio planktonske dajei c e k oj v e loib|uihnvsaki
frakcijustani@promjeraod 02 e n2ednq a bakteri je I arheje nje
(Krst&iGoVvil ,hLI12a0n0o6v)i zajedkice aiiivniesu sudionici morskagk o | i g a
zasl ugni za biotransformacije brojnih anorg
razine. Svojom raznolikom funkcionalnom ulogonk | ji sulu kompleksne procese hranidbene
mr e g e, posteboteai m mmddrgwl| j i ma Kk &ae jejotgor ajne | d &
fosfor om (Cotnet& Biddancap2 0 0 2 ;  i\sur| 2002) Fr et hodna i str
pokazala su da pikoplanktonska zajeddiadrand r z 0 | raznoli ko reagir:
( Goibur,2 022;: Vr dodur,20%3a)T opmoasge bi ce na poGaHumin] e t
2017) U kontekstu globalnog zatopljenjaadgovor navedenih zajednicae kontinuirano
pr o ul kako dijsaidodatno razjasnilaulogami@bne hr ani dbene mrege
morima ioceanimgSarmientd sur.,1 9 9 8 ; i s.c20117,i2020)

Svakio k odpisagies | o geni mi th b @it madbk ioHsasthvkickbje ga
sal i nBawajnu. | i mbidlinindicecktnodt f ektunma v el iednicau i
morskih mikroorganizama, a mogu se podijeliti u tri glavne skudihevori ugljika i ostalih
hranjivih tvari (metabolitaje izvori energije, 2)a b i od k ¢ Id iii gnmbi @aput temperature,
saliniteta svjetla gibanja vodenih masae 3) odrosii zmelLu mi kr oorgani za
prvenstvenchranidbenu ulogf Kr st & Go Wi I;, Qas0t6i, | 201 9& Gawitliilb,i
2008. Uzi maj ul i e uglike karikror i sver kao i nal i ne
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mi kroorgani z mi Su veoma svestrani po metabol
mogemo i h podi jamo(organe ilnlito -)tfofe t fotoheterdirefgEilek 2006;
Vrdol j ak T o Fotofrofija podrazw@mjjeva niz biokejskih procesa pretvorbe
elektromagnetskogu n| evog zr al enj a HKemokomane jli ditk ) trolfan e r g i
predstavlja dobivanje energiije oksidacijom
anorganske spojeve poput vode, amonijaka, vodika ili sulfida, a organotrofi se oslanjajikna ugl

u reduciranom (organskom) obl i ku, poput p
Fotoheterotrofija je miksotrofna, odnosnkombinirana met abol i | k a strate
organotrofnihorganizama koji posjeduju dodatrsposobnosk or i gt enj a ezaan| e v ¢
nadoknadutsanigdmerhget ski h potreba, prilikom | ega
izvor wugljika, a el ektromagnet s ldenoanurfosfatar o z 1
(ATP),umj est o i skl julivog o s |(Eler,j2806)]Pemaasamilasijt a ni |
odrelengd jtiikmpai z okoliga, mikroorgani zme mog(
prilikom | ega heterotrofija podrazumi jeva
(organskom) obliku i njegovu ugradnju u svoju biomasu, @teafija redukciju ugljikovog

dioksidg uz ut r o § awkorganeke fogmu(j Ker s t &I1GmoM ii il . N&j020r6g| aj n
fotoautotrofikoji za o v aj pr oces lesote prexistagljajis tenmeline primarne v j e t
proizvolLal e r ewdmocskomeakosugtavwizg | pti «kmaolenj e oksi g
(pril i kom koj esu<ignolalgdrije tmdoVReochloroceccud Synechococcuys

zasl ugni z a ot pimarne préizeodrijeSs¥etskirk acgamnesPagstensky sur.,

1999; Flombaum sur., 2013) Uz pikoeukariote,kojima pripadajufototrofni i heterotrofni
protoktisti cijanobakterijetvore frakciju pikofitoplanktora. Rod Prochlorococcuss v e oje | e
domi nantan fototr of otvoreaith acepolbjirobithva u stojeynoedorau | j i r
dubine do ~150n, za razliku od rod&ynechococcykojiz auzi ma ¢gi r éegadeol og

nalazi i upolarnim regijamaeé ut r o f ni m(Flerobdumusir., 2013)a

Razumijevanje hradibeni h odnosa koji oblikuju odrel
poznavanje funkcioniranja tog ekosustagakKr st &l @ovliil [ ,. Za2r@zOmijgvanje
ekosustava morskog oka ¢ a , kao najveleg rezervoara miki
temel jno rasvijetliti njihovu ulogu u hranid

prema Azami sur.t eor i j om Ami KAzamb suo,dl98% Ukrajka,fprva teorija
mi kr obnog kruga podrazumijeva dnaaj vaki er idoipjl
heterotrofne bakterije, konzumira otopljenu organsku tvaa o K@OMi engl. dissolved

organic mattel), prvenstvenamtopljeni organski ugljikDOC, engl. dissolved organic carbgn

2



DOC se u moru sastoji od dviju frakcija, labilnih spojeva koji su odmah dostupni bakterijama te

frakcije koju | i nezaltijevapprethddsurobrgdizvos POLCjaa maru k o i
Su r azlpadijetlu i Vpaj s ki i zvori su od manje vag
at mosfera i rijeke. Znal ajniji glavniizvorD®Caa gnj i
u mor u bil o put em aidat auwliziprg te irazdraddjomvnartaip & st
poluraspadnuti h sduamvoali N a d alli jondkjiozao@plargktena, mi k r
izlulivanje i raspadanj e bent @avs énglipartiaulatg i t e
organic mattey (Krstulovi | & Go)l i I, 2006

Heterotrofne bakterijgpostaju plijenom heterotrofnihpiko- i nanoflagelata(HNF) te
cilijata, | i me S e biomasatlperwsapr ema vi gi m tr. dHétaerdtrdfni m r &
pikoflagelat i HNF samipostajuplijenomyv i @ngamizamgoputvelikog zooplanktond i me s e
prijenosbiomasenastavljag/Azami sur.,1983) Uz opise novih bakterijskih vrsta i arheja, njihovih

funkcionalnih uloga, kao i spozna@ nei stragenoj i gol e moij raz
morskih virusa, ideju mikrobnog krugazradioj e i pr o g%likaild . F eObcuhhevlia i (a |
dotadagnja otkriila, ispostavilo se da koncep

ni pno jednbstavpn kako se prethodno smafféémchel, 2008) Pr ogi rena teor i
kruga, kojipredstavljaz at vor eni di o mi k roobbunhev ahiraa nbi adkbteenrei jr
cilijate, ali se ne mg e p r oadVome adt nje, podrazumijeva da heterotrofne bakterije
konzumiraju DOM koji nastaje kao proizvod pr
rodova Prochlorococcus Synechococcuge pikoeukarioa, ali u manjoj mjeri irazgradnpm

zoopl anktona. Uz DOM, bakterije su znal ajni
ortofosfata te otoplienog anorganskog (NH i organskog dpikg-iik a .
nanoflagelati, kao glavni predatdrakterija i cijanobakterija, s p akgntratiraju njihovu stalnu
brojnost u okoligu. Cilijat:i konzumiraju het
energije konzumiraneizDOM r eci kl ira u hrani dbeni | anac

Ami krobna petljafi).a YTagnjoédka Islajsalavaiicav eod
koja je donedavno smatrarpotpunomnepoznaniconsu morski virusiS p e ¢ i &ktediofagi b
inficiraju i liziraju 0 d g o v a baktgriske stanicep r i | i kom | ega se osl
partikulirana organskavar (Suttle, 2007) Pretpostavlja se da morski virusi, kao najbrojniji

bi ol ogki ent i tvaotubijawi do20%u&kupnemia k r dlmee bi omas e,
k1l jul ni ma u r eg wbpalaciajakterijskthiarmealgih Zajéniog(Sutties 2007)

Os | o tkeeléneme nastalei zom bakterijskih stanica, pop.
i s kor igg méreosgpnizamu o kol i gu.

3



MIKROBNA HRANIDBENA MREZA VISI ORGANIZMI
t

PRIMARNI PROIZVODACI VELIKI ZOOPLANKTON

pikoeukarioti KLASICNI HRANIDBENI
Synechococcus, Prochlorococcus VA€ 2
DOC, POC SONHY,
‘ DON
v bVl
VIRUSI 5'/
— HETEROTROFNE — " HNF — " CILUATI
BAKTERUE
AEROBNI
ANOKSIGENI

" MIKROBNA PETLIA”

Autor slike: dr. sc. Danijela Santic

Slka1l.Pri kaz mi krobne hranidbene mregerema mi k
Fenchelu (2008): DOC (engtilissolved organic carbgnpredstavlja otopljeni organski ugljik,
POC (engl.particulate organic carbohn partikulirani organski ugljik, DON (engldissolved

organic nitrogefn ot opl j eni organski dugi k.

Miksotrofija, odnosnopojava kombiniranog auto heterotrofnog metabolizma, a gj& a

met abol i | kogajedugos@meaagstalazanemarena konceptu mikrobne hranidbene

mr ege. MelLu morskim mikroor gani zhkaistmigijanjesi p 0 z |
fotoheterotrofija, I i g S uoksigeaij fatotradi | (AAF, nengj. | pr
aerobic anoxygenic phototroph@urkov & Beatty, 1998h)0Ot k rfotdheterotrofiej na| aj n o

doprinijelo promjeni paradigme o ciklusur u geaqljjai ka u okol i gu i ra
morskih mikroorganizaméEiler, 2006) Uz f ot ohet er ot r of i j u, pri mj

strategije jeskonzumacijaorganske tvari od strane eukariotskog fitoplankttiralo koja druga

strategip dobivanja energije i izvora uglik&k o mb i ni r aj heferbtrofrai uptetoranu

(primjerice fotosintetski zooplanktoriptoecker sur., 2017)Or gani zmi mi ksotr of |

strategije znalajno dopr i noteenafecanjusorganamima s e

ostalih metabol il ki h strat egmofskagekobulstave.uj u mi k
Prokariotska frakcija pikoplanktona, za koju je poznato da tvori i preko QRApne

mi krobne biomase svjetskih oceana, velilino

oligotrofne uvjete morskog ekosustaifuttle, 200). Vel i k omjer pnanjilr gi ne
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stanicapr osj el nog morskog prokariota osigurava
prilagodbu na nutrijentima siromagne uvjete
brojnostima u eutr of ni m tp cadaojepodegiumyevajunestgbilmes t a v
bakterijske populacije u vidu njihovih brojnosti kojelgglavhomni s ke u siromagni
dok su u kulturi lako uzgojive i imaju kratko generacijsko vrijeme. Nasuprot navedenom, male
stanice|l i j a | ereldhvnagtahilopasut ok ol i gu, p-stratezia t | de® b k@& o
pril agolLene na korigtenje niskih koncentrac
eutrofnim uvjetima, n e @Fauhrmang kKHhagestolmi, 2008) uV eollii ngao
bakterija i arheja morskog ekosustava prilag
slobodnog i v pioij le/di nal ni h stanica i tegko su uzgoj
Najbrgniji predstavnik mikrobne zajedi ce u svjetskim oe€eeani
strategé ] dagl tSAR11 razredaAlphaproteobacteria(koljeno Proteobacterisodnosno
Pseudomonadota, Kk o] i moge salinjavat.i i do polovic
oceangMorrisi sur.,2002) SAR11je veoma raznolika i evolucijski drevna skupmgsotrofnih
bakterija vagnih u ciklusu krugenja wuglijika
otopljene organske tvari kao primarni izvor ugljika, dok kao temeljni izvor energije koriste
stanilno disanjae piomiol 5i prezeorAddPopseivea eker
(Giovannonisur.,2005)Za razl i ku od veline netkivehiiDNAabi |
sekvenciranjemkmKkol isgnintmzi v@arj aak At amnom, mat e
odreleni pripadnici kl adcda a®ARDI mulabargkotijgkima msa u

uvjetimamet odom Arazrjelienfdanas e&si nn@aeaanpoaifio pr

2017) Svi | 1 anovi kl ada ®dRdldgibactagalesvibroidnensup r i p a
slobodnoji vui e stanice. Posjeduju breyvjaetemomskog | agc
okoliga, poput minimal ne vel i Lampoptimalnogomie@ma , u
povrgine stanice i oglgenoma (Giovamenn 2017} eZ a jeeddurcii Ir kain

core) genom edaPelagibacteralekoji podrazumijga set gena koji dijele svi njegovi pripadnici,

do sada je jedan od najkonzerviranijin opisaogtkterijskihgenoma(Grotei sur., 2012) Prvi

pripachi K ovog kl ada uspj egno Relagbhcieruaiqueposjeduje st o |
jedan odnajmanjh genonajednog slobodngg i vul e g v e lgidl@ Mmpérega baznih

parova (Rappei sur.,2002 Grotei sur.,2012) Sekvenciranjem genonta ubiqueotkriveno je

d a n e intsonedtranigpozongene fagapseudogenezvankromosomske elemente ili intejne

vel samo gene za osnovne metabol i | kstanice reg

(Giovannonii sur., 2005) Prema Astreamliningid teoriiji,
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pripadni ka SARdefunkciok@ljme niel isadedundantne gene
stanica, omoguliila im je znalajnu evolucijsk
(Giovannoni sur.,2014) Ostali pripadnici razredAlphaproteobacterjaod kojih su predstavnici

sl i | nRoseobadem aj i st r ag e nkonziumacijupnraléhfi eaznolikita prganskih

mol ekul a prisutnih kao DOM, poput gel
dimetilsulfoniopropionata (DMSP), glikolata, amina, uree i fosfor(atzo & Moran, 2014;

Schada von Borzyskowskisur., 2019) Uz bitu  ul ogu u krugenju sump
transformacie DMSRA u di meti | sul fid (DMS) uz pomol en
i trimetil amin monooksigenaza, dokazano j e
prvenstvenorozeobakteri(engl. roseobaters), pokazuju i sezmalnudi nami ku uz pr
fitoplanktonskog cvjetanjéGonzalea sur.,2000; Teng sur.,2021)

Uz vel S p 0 me nraztedaAlpghaprotpobattaria ka® najbrojnifgkterijske
predstavnike mikrobnojzajednici svjetskih oceana i generalno dobre kompetitore u oligotrofnim
uvjetima morskog ekosustava, razred Gammaproteobacterajazsty kao druga brojna i veoma
raznoli ka proteobakterijska skupina uUedaoden
takolLer pokazuju sezonalnu dinami ku (Francie zanu
i sur., 2021) Pripadnici razreda Gammaproteobacteria primarno se oslanjaju na konzumaciju
velih biopolimera kao primarnog izvora ugl;j.i
Ssu i za korigtenje malih organski h awomanmjgul a
ol ekivanih supstrata poput t e (Frpneisi cur.d2021) ar on
Asimilacija t ak o girokog spektra Supstoda st@ne ot o |
Gammaproteobacterimo gai | j e zbog post edvisninhfragoteraj(MBDM i h T
Ova skupina je jedan odglavninrezervoaa TBDT genau  mo r s k o (fangikuo. l2012) u
TBDTsumembranskp r ot ei ni  vanj s ke sdgativnihbakterijaprekmhojiha n e
se odvija transpoktemijskiraznovrsnilspojeva T a Kpakdzejuvisoki afinititet za komplekse
gel jeza poput trasferina, hemogl!l ob etaleapoput hem
nikla (Noinaj i sur., 2010; Tang sur., 2012) Geni koj i kodiraju za T
rasprostranjeni uedovima Sphingomonadales i Alteromonadales koji pripadatophaga
FlavobacterieBacteroidetegrupi te u oligotrofnim morskim Gamaproteobacternia (OMG)
poput pripadnika klada SAR i linije OM60/NORS5. Uz brojne poznafedstavnikemorskih
Gammaproteobacteri a uzgoj irodeaAllerommonas @lacieada, m k u
Oceanospirillum Pseudoalteromona® v a | razred sadrgi wuglavnom

od kojihjenaj br oj ni j i [ naj gi t Eor lasp.ir losrt @®d4t8av 1kjl ea
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pet razlilitih globalnih ekotipova, SAR86 | e
funkcionalnomi genet i | k otmsempratpostavljaidkamg e bi ti uzr okov
diverzifikacijomlokusapovezanima genima koji kodiraju za TBD{Hoarfrosti sur.,2020)

Jog jedna skupina bakt EBDT gema skppadriciskupirej e d u j
CytophagaFlavabacteriaBacteroidetes odnosno koljenaBacteroidetes (Bacteroidota) Iza
koljenaProteobacteria i Cyanobacteria, predstavkatjena Bacteroidetesajbrojnija su grupa
mor skog bakterioplanktona, gdje u obalaim m
30% ukupne bakterijske zajedni¢&lonsoS § e&zGasol, 2007) Pripadniciovog koljena su

Gram-negativne bakterije koje mogu biti ili obliganti anaerobi ili obligatni aerobi, poput

primjerice Flavobacteria(Thomasi sur., 2011) Naj poznatiji p ak kao
mi krobi oma probavnog trakta |ovjeka i opleni
brojne ekologke nige i sveprisutna je u broj
leda, hidrotermalniflevoratep ovr gi ns ki h i d ackamdPonmoen surk 2007; s | o ]

Thomasi sur., 2011; Zhui sur., 2023) Prvi sekvencirani genonpredstavnikamorskih
Bacteroidetespotvrdio je pretpostavku da ovi milomganizmic ma j u z n adrazgradoji ul 0O ¢
spojeva visoke mol ekul arne mase poput nazl il
podlogamapr i | vr gl eni na bragnsmtadhezgskiin proteinentJanavederp al g i
pripadnici morskog koljena Bacteroidetes posjedupua z no |l i ke met abol il k.
si romagne ukva oe tgetlilobresoaknovis@ih enzima poppeptidaza i proteaza te

gli kozid hidrol aza i gl i kozil transferaza,
potencijal ove skupine( F e r n-@ n mh & zur., 2013) Bacteroidetes imaju primarnu ulogu
razl agala partikulirane @&npadachovdg &oljehak a f i 8 ato
proteorodopsin slobodnp | i vaj ul e su bakterije te posjedu
br o] gena ukljulenih ugtfoksimgurn avagprie&kmnvig

uvjetima povr (iFres k@ medmo, 2043) mor a

Naj manje istragena domena ¢givot a, za koj
zaokupl jariijskttkea|l ewol ogke nige ekstemni h st
anoksilnih okoliga i sl an iDeLopge2dX)yOtkrivene WW7h v al ¢

filogenetskom analizom ribosomalne rRNA i definirane kao potpuroao d o mena sgi v o't
nazvane Archaebacteria zbog pr et (Woesd&aFoX, j enii
1977) U pol et ku su se smatrale I s kI jmuel Li @jnpa ma nda ¢
i st r asuipokazalg da sunalofili, termoacidofilii ekstremni termofil{\Woese& Fox, 1977)

|l znenaduj ul e, 1990ti h ot kr kollema@renarshaeotthazvanin pr i p



Marine Group ) te ThermoplasmgnazvaninMarine Group 1), brojni uo k o | ibggatima

kisi kom: mor skom priobl anom (Pebomg, UOPF) Rez lii |di uthioh
metaboli |l kih strategija poput kemoautotrotr
el ektrona te heterotrofije, za arheje u mors
gi vuli mikrobi ili si mbi Axnelameipanagjenvgaimbiopto p u t

arhejeCenarchaeum symbiosyiDelLong, 2021)

1.2. Aerobni anoksigeni fototrofi morskog ekosustava

Aerobni anoksigeni fototrofi(AAF, engl. aerobic anoxygenic phototrophsAAP
jedinstvenasufunkcionalna skupina baktesigveprisutihu br oj ni m st asuihgt i ma
otkrili 197Gih japanski znanstvediiu blizini Tokya(Harashima sur., 1989) Prilikom odvajanja
i dokazivang pigmenateék o r i ¢ taekosjojeenkromatografie povr gi ne zel ene
Enteromorpha linzane o | e ki v an @lavij pggment azd &aji se ispostavilo da je
bakterioklorofila (BChla).| zol i rana s povr gine spomenute mc
bilajeaer obna anoksi gena b &kthrebacterlangugShibad Simidus t i h
1982) Drugi izolirani predstavrii AAF Dbakterija bile su dvije vrsteroda Roseobacter
Roseobacter denitrificanidRoseobacter litoraligShiba, 1991)Do t ada se smatr al
fotosintetsle bakterije sposobne za rast u anaerobnim ili semiaerobnim uvjetima posjeduju BChl
a( Kobl 2 §g.DRlnji m0ilst)ragi vanj i ma mjBEhapokpzanmjedaut o f
su AAF poprililno brojni u eufotilkim zonama
bakterijske populacije (Kolber i sur., 2001) Spoznaja dakoriste primarno heterotrofni
met abolizam osl anjajul il isnree nzaa dootvoopl|jjaevnauy uo rig
potreba za energijom,undd at no provolenje aerobne anoksig
energetskih potreba kada jeu g nopopr il il no je iznenadila t
(Yurkov & Beatty, 1998h)Ispostavilo sedasdAFbr oj ni , akti vni [ popri
ciklusuk r u gugliikp u raznim ekosustavim@ urkov & Csotonyi,2009) Otkriveno je da ne
naseljavaju samoi potegn dGsotang sus,ROLA fijekd (Suyama
i sur.,2002) jezera( Ma @surn2008), estuarijgWaidner& Kirchman, 2007kao i ekstremna
st ani gttslanih pesepa(Labrenzi sur., 2000) te dubokomorskih hidrotermalnih izvora
(Yurkov & Beatty, 1998a)

Tri grupe prokariotskih organizama planktonske zajedunin®rskomekosustavumogu

koristitis u n | e v u kaovzyoe énérgijes tierobni oksigeni plankton kmjoizvodi kisik i
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sadkforofil S vel Spomenut i nodoparSgnechdc@cous i ¢ i m.
Prochlorococcuskao primarnm p r o i zmap #eeobni anoksigenfototrofi koji sad § e
bakterioklorofil i nikada ne proizvode kisikte fotoheterotrofne bakterije koje koriste
proteorodopsirkao protonsld pumpu reguliranusvjetiom za sintezu ATRa B ®j &, Suzu
2008)

AAF su dakle fakultativni fotoheterotrofi kojiprikupljaju svjetlosmo elektromagnetsko
zr al iestvirgg ATP pomolu jedinstvenih fotosintet s
pigment BChl a put em procesa f ot pprnessivemose bskamajuj na , me
heterotrofni metabolizanodnosnootopljenu organsku tvar kaavor energije(Hauruseu&
Kobl 2 gek, 2012, ;Anka&bli yegel, TD2O0DS) nteza evoluc
strategija jedinstvena za bakterigepretpostavlja se dagevi putpojavilaprije 3 milijarde godina
jog u razdobl | Ujinafambsteiakeal idackmaj e (Bbikeni sulr.,2G04;
Kobl 2 ge.Rgje@o@es komsea r azl i ku od kIl asipraizeodio k s i ¢

kisk Anoksigena fotosinteza moge se podijelit:i
podrazumi jeva anoksi | ne aneanprganske spolevelza pgoevodnja r i s
stani| ne biomase iz wugljikovog dioksida, a a
proizvode znalajnije kolil i neBielt&aMagnerD®eb Ibe ro,ma

2006) Poznatoj e da g@gest gl av ni hu stosoknbst pravgdigroksigentk o | | ¢
fotosintezyatoslPr ot eobacteria (Il jubilaste fotosinte
bakterije), Chloroflexi (zelene nesumporne bakterije), Firmicutéscidobacteria i
Gemmatimonadotd Ko b | 2 § e(8lika 1.2)0AAB,)koliko je zasada poznato, pripadaju
koljenu Proteobacterigazredi Alpha, Beta i Gammaproteobacteriaako je nedavno otkriveno

i da odrdbeni pei paragenog k ppsjedigursposobBGostmma t
p r ov odembng anoksigene fotosintdzéu j isur. 2021, 2022)
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Slika 1.2. Filogenetsko stablo 16S rRNA gena glavnih koljena domene Bacteria; crveno je
oznal eno kol j erazeediAphas Betao Gammapmteobagteriq) kojima pripadaju

aerobni anoksigeni fototroflAAF). Ostala koljena koja ma j u

sposobnost prov
fotosint esureamamlad tha@.

Preuzeto iz Kobligek,

Definirano | e Kb kojgma secAARbakterijeratlikuipaoa | lalf asi | n

anoksigenih fototrofa: 1y aht j evaj ul i

k i kedakisuzstanovinio timaerdbmiht e z L
okoliga, 2)

p @igraedtaB&Hdadnhibirana jepsri i nst uesvjatla, §) haprovode
Calvinov ciklus nitiposjedujimo gu i nost asi mi | a czbognedosttkaenzigea n s k o
ribulozal,5bisfosfat karbolsilaze/oksigenae (RuBisCQ, 4) posjeduju mnogo maniji broj

fotosintetskih jedinica posiodmi ©i kaiogioidam a ¢ ja ¢
(Yurkov & Csotonyi, 2009)

Ukr at ko, AAF prikupljaju svjetlosnu ener
BChl a kao glavni pigmenth ak on HDegal aepr i jueeakesijski cemtaegdjg sej e
odvijgu redoks procesPo s j eduj u membr anski fotosustav |

el ektrona potaknut svjetlom u oksilni

m uvj e
nastaje ATP wuz

-gintaneoS obziramzda me gosjadhj@ fotosudt prisutan u

procesima klasilne fotosinteze, prilikom
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fotolize vode niti nastaka kisika(Okamurai sur.,1985). Sve AAF vr stakaosadr ¢
gl avni pigment u apsorpciji svj euAAxstanilgmago v a
nego u purpurnim nesumpornim bakterijama te
pot enci j al nabiintingdgeg bigsietetskog putdCBI a, uz prisustvo svjetla i kisika,
rezul tirald@ p Kkisikovihwaalikata jili R @5 ov@ t(eadl.reactive oxygen species

(Shi ba, 1 9i8urF.,;,2016) dldslipfo)aeddenomAAF posjeduju velike koncentracije
karotenoida koje su r azl owgzgo@nihvue p & s tkdltdramdp o j a
poput steaarvanelugi |ialsit eiotbée 2 ek Sag80ag) kar oseenoi
razl i kuj e u rstana, lpopliprinijericmsfefoildnona u vrsiRoseobacter spsoja

COLZ2P ili pak zeaksantina i bakteriorubiksantinala u \Esyithrobacter spsoja NAPlas | u g e
kao pomol rkdjip p tujgabsorptiji svjetla u plaveelenom dijelu spektréyurkov &
Csotonyi, i 0023) ZaGlythrobfcter longupokazangeda posj eduj e
razl iklairotlenoi da, -kardotceinkal idd&i mcibkl i | ki h Spoj
(Takaichii sur.,1990) Posjedovanje raznolikih skupina karotenoida posebrogegumnmrskom
okoli gu gdje | ezlenngdijerm \spekira [dapiset u dpbljeaslojeve mora, a
karotenoidi ¢ apsor biraju i omogul avaju prijpganos
pikosekundama koja se potom koristi za razdvajanje naboja aijsk@kn centr( G| icsur.f
2013; Ko b l. Mnpg AAF predétdvhidiredova Sphingomonadales i Rhodospirillales
sadrgavaju [ veli ke koliline karotenoida n.
pretpostavlja damaju fotoprotektivnu ulogg Ko bl 2 gek, 2015)

Pokazano je dazlaganjes vj et | u zaust avl j &kodpAAFobakteEjai st a n |
dovodi do povelanja komcenaemechpiemstuajned nma, -
imaju sposobnost zamjene velikog udjela oksidativne fosforilpcgeesom fotofosforilacije
ovim uvjetima(Okamurai sur.,1 9 8 6 ; Kisup. 261@)e kPi t anj e zagto AAF
anaerobno uslijed iluminacije odgovoreno je eksperimentom u anaerobnim uyjstinze,
dokazam je datada dolazi do blokadesvjetlominducirare oksidacig reakcijskog centra,
oksidacig citokroma c551 te translokaep r o t o rnhaa etektrgkemijski gradien§t o dov o d
do nemogul MBPsa(Okamsra sut., #2985

Koo gtovel spomenuto, AAF ne mogu asimilir
dioksida zbognedostatkaenzima RuBisCo, stoga im jpotrebanvanjski izvor organskog
(reduciranog) uigka (Yurkov & Csotonyi, 2009)Znal aj na met abol i | ka pri
kroz primarno heterotrofni metadl i zam kombi niran sa spomenut

svjetlosne energije za nadopunu energetskih zahtjeva stanice kroz sintezal gx®Besom
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fotofosforilacije, osigurala je primp&dniudiim
autotrofnimodnosnb et er ot rof nim | | anovi ma kmirk rga bemg az &
kod ove bakterijske skupind ok azano moge wudvostruliti ul in
ugljika u usporedbi s heterotrofim@ reducirati potrebe za organskim izvorima ugljikarkov

& Csotonyi, 2009) Takoke@eeyr gi ja dobi v eseapotrijebitizsav j red 2 lai |n
met abol i ¢ pranjenre zeasimikcijud u gi ka 11 i fosfora, osob
znalagmani |l eni neki m odghn aadgdskommorfvVrde | gamle n @0 ma
2020)

Osim po svom zanimljivom mikostrofnom metabatiz k 0 j i se oslanja
met abol il ke strat e g AAFesu dinstkeniippgojdaugim @ d reenleerngiin
znal ajNaimeypakazujuz nal a¢in® st ope rasta i veli bi o
p r o s j radrskimheterotrofnim bakterjamat o i h | i ni posebno podl
Agrazingi od strane predatorgpimarno heterotrofnih nanoflagelat&errerai sur., 2011;
Stegmari sur., 2014) Dokazano je die promjerAAF st ani cado26e (pputla od pr o
heterotrofne bakter 2pua( Ma pskmn 2006, 2008; Staginarsun,u v e |
2014, Vr dol j a RAF Btanme sp,i dij@dded28@) aj no br ge od pro
bakterijaNaimeu ol i gotr of ni m ok ol istgpudiobe op jedpamtdnenb,l a n t
dok im u eutrofnijim podr ul puiadnavnoé Ko p Edug,e b b e
2007)Ut vr Leno j e da h euseojojprehraoprefeiirajubee atslt adel at v

stanice, wupulujuli bakerjakepldawmip kdlna grodsdt, , UbAlfm o s
usporedbi ®stalm bakterijana( Per nt hal er, 2005, Vrdoljak Ton

EkologijaAAFa j e sl ogena, jog poprililno neraz
brojni | imbenici, ukljulujuli dostwiprisunest hr a

drugih mikroorganizama( Ko b |l 2 g e kS obZrdnml 83 se radi oeurivalentnim

mikroorganizmima kdjz aok up !l j aj u b r rje jedeostavkgod dongckzen anli njoe , O

k' jubkel i gn ekojeia kontjolagh kae ni njihov utjecajNa primjer, natjecanje s
heterotrofnim bakterijama zatopljenuor gans ku t var mo gaga dostupnash i | i t
hranjivih tvari kao gto suredgitbra fakbdbber i

znal ajan utjecaj na ¢Fenenaieur., r2@lg; Fecskegpwasue, @02Y) i h s |
lako se prethodno pretpostavljalo da zbog svog miksotrofnog metabolizma i fagw s t i

korigtenja svjetlosne ener gk] pautttromag odnozsno a | a |
heterotrofnom komponentom mikrobne zajednicedéel e o biut asvedtiim bu oj no

ol i gotrof ni m uzaedeicuAARmse ovatipotezag ag, e ogpeatila(Schwalbach

12



& Fuhrman, 2005; Jiabsur., 2007; Lamyi sur., 2011) Danas je uvrijegeno

preferiraju probitdvajkut i weniiijm borkoojlnogstii ma u eutr

morskihpriobal ni la.p&edulnja i stragivanja o brojnost
te u slanim i slatkovodnim jezerima pokazal e
koncentracije klorofil a, nNo nije jasndgaiodr ac¢
primarnih proizajod dohvial sinloistnjoi Havmi tirajulim
[ @aq suk.,&2007; Edgarn sur.,2 0 1 1 ; Hi syr.e2r 0Oolv1s; Msud, @018

Kobl 2 gek ,Ok200ilmspmiai koj i se t akaonialratpjmeadtogposhsat a v |
AAF j e temperatura, gdje je uolen njen pozit
podrul ji ma I s | @ M& osung 2006] 2008;j Jiedzser.r 200m;aFerrera sur.,

2014) Me L u trazuttati se preklapaju s ostalimi mb e n i c i tewaje jasikqod tiliglasev i ¢
temperaturadirektno ili indirektno rast populacije navedene zajednice Sal i ni t et S
pokazaok a o kI j ul lainmboeknoil ki gk jpie c upfilpgbdreedo dna Ll eni h A

podskupina i z d v &gopajamndtazc nakaj niji od trofil kog st at
nutrijenata i klorofilaLehoursi sur.,2018) Ut j ecaj svjetla na AAF z
odrelen, gdje su brojni | aboratorijski ekspe
ut j ecaj svjetla na ovu zajednicu, nNo mjer el

slatkovodnih ¢zera, nisu uvjerljivo potvrdila laboratorijske rezultat& o b | 2 ¢ €Slohziroth0 1 5 )
da se AAF nalaze u eufoi | k i m mbprskin ekosaistava Kobl i gek je predl
svjetla(kao zasebm p r o uvargable)ma@rirodne zajednice vjerojatno premalen kako bi se
dokazao tijekom kratkikerenskineksperimenata u prirodnim uvjetiomdtogan u ¢ jepsovoditi
dugorol na ter ens kpemjeiiced u @@ owlamg @, i ptopaidgi vanj
priobalnom podrulju i | aguni igdiné&ARaundarncg r L en
i duljine dana(Lamy i sur., 2011; Ferrerai sur., 2014) Prema Ferrera sur. (2017) te
eksperi ment i ana sjeperopapadrora Medieranu, prirodne zajednice AAF su
pokazalezal aj no vele stope rasta kdathanegosambiastte i z
u tami, teje dokazamas n a@iop-dowrii  k oaptrreallat or i ma i (Fererdiu pn o g
sur.,2017) TakolLer | e wut vrrspoldelddAlFdbalkeebirjpannosal aj no
prostornevremenskoj skajisjasnoi zr agenom sefkemamebighu, ka®t ragi
na globalnoj razin{Jiaoi sur., 2007; Ferrerasur., 2014; Lehours sur., 2018; Auladeli sur.,

2019) tako i u Jadranskom moiu G a n $uf. |, 2017; V ri duo, 12018, R023bp ma ¢
Desetogodi gnj eBlanes BayaNdrobid mljzervataniju WA sjeverozapadnom

Mediteranutemeljeno na metabarkodiranpufM gena i metagenomici, dokazalo je igra n u
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statistil] ki znal aj nUyAulsdeld sun,@2019)8et o MAFNnaal edali
r a z | iintlekstmia mznolikosti i relativnirbrojnostma s peci f i | ponhanl jf ajl wigir n
maksi mumi ma u o dadreoshegnoodm ¢mjj eNreejca@hénnonovi indeksi
raznolikostiz a b i | gu e giraup & najmanijtijekom ljeta, uz jasno pokazanabrnutuvezu
i zmeAlAF abundancije i nji hove Bné&pbikeadkazilodat i
odrelene naj zast up a pripadekafiogrupaki Epokapupps kreav | j aj u
povelanja relativne b rpongkad dd2%zajednisgpwadsllifsir.] n o m
2019)

Na temelju rezultatametagenomike i metabarkodiranpufM gena, morski AAF su
polifiletski mikroorganizmi uglavhom taksonomskrazvrstani kao proteobakterijski razredi
Alpha i Gammaproteobacteri@Auladell i sur., 2019 Gazullai sur., 2023, a sastav AAF
zajednicek ar a k t gerzias toidlraenl en o b i o ¢retio gsurg 2085kLehoyso d r u |
sur., 2018) Prdpostavlja se da je sposobnostak si gene fotosinteze s
prijenosom genaj tjoe z ak |l j ul e npufogeromaeda Bhodolmagcterategprimarno
pufL i puM gena, ali ipufX i pufC genak o j i pokazuju drugalije fil
na najl egl en bbjeyKBSerRNA| K & b |i Zd.e2R15) GenpufMj e naj | eg
kor iigen bdjegzedAFf unkci onal nu 2z aj edn injerumpppadpitica. | e z
Zbog nedovoljno popunjenih taksonomskih bpadataka nepoznavaja sastava zajednideAF
na finijim taksonomskim razinama, donedavno se koristila njihova klasifikacija u 12 filogrupa na
temeljustrukturepufoperona i filogenijeouM gena (filogrupaA- filogrupa L) (Yutin i sur.,2007;
Auladellisur.,2019) Povel anjem broja uspjegno izolirar
iz raznih ekosustava, upotpunjuju se i t aks
zajednice na finijim taksonomskim razinag@azullai sur.,2023; VillenaAlemanyi sur.,2023
i b). StrukturazajedniceA AF znal aj no v ar iglolalnihnorskh ekostidtag, r n o j
jedinstvemj e za odr el amdkepee vl jse eemgraskudajeniaj a
U sjeverozapadnom Mediteranu, kemamag e o gr af s ki n g Auladelii syire(2019p od r u |

ot krili su da su pripadnici filogrupe K (11
| I anovi A A Bveprisaitni esdsvimm seeonama u relativnbmojnostima>50%, dok

filogrupe E i G (llanovi r azr eedralativAd ygdjelap r ot e
proljelile. Manje zastupl j enesul relatovrgnm buopmastim® , F,

uglavhom <1%. Podatci na finijim taksonomskim razinama od razine filogrupa nisu
dokumentirani zbog a d avgenij es pomenut e n regkiodazma nagednicdi AAE a k s o
(Auladelli sur.,2019)
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Zbog svoje met ab odviluciske prednost aatgwoall$ppsbpnasts it
fotoheterotrofije brzih stopa rasta i eurivalentnosti, AARaju v a g n u ul ogu u
hrani dbenoj mr e g i i bi ogeokemi | s kAAFsepremal us i |
ul ozi u krsgesfjavaOM u sekundarne proizvolsz:
nadopune energetskih zahtjeva sintezomATP di r ekt nom apsorpcijom
ulinkovitije kor(iKjptbe r?jgee kd)o s2t0@dsn)istp otmeamit u vel

stanica od drugih heterotroh bakterija AAF su visokoa k t i v ni | | a nedmce. mi Kk |
Navedeno je dokazano eksperimentima ugradnjde8eing pr i | it kom | ega su
ugralivale radioaktivni | e u c i(Stegrdavi sus.t201d)teo b r ¢

analizom metatranskriptoma ukupne mikrobne zajednicegldceam gdje su dokazane visoke
ekspresijepufi bchgena unat ol mal o] br oj noolsitg o tAAH nboark t
(FriasLopezi sur.,2008)

Ussom pregl edxn2o0m 5.1 aghokdui n e, Kobl ipgpeukio j e ¢
objagnagegnpaje brojopbendlhibk b arkaleai jaev i u
metabol il ku akti vgotovwd y o dtrrziek s t weplee ihdbakrim de o
prednost. fotoheterotrofije u odnosu na dru

ugliika. L i nj e nida au fotobetetotrofni mikroorganizmi ipak r o j dommantni u

eufotil ki m zon armgricobakeedjankaje a progpaitpr ot eor odopsi
roda Prochlorococcusk o j i tp@sjkedujlispasobnostotoheterotrofije Me L u tAARMSU
samo specifil na podmsjkiupo vnaa pfroet dorhoestte rvoitdrliojfiav, a

uglji kom. Pogtima wjmatgleo SArAdF eame rud ii n k organskei j e i

supstrate, AAF bakterije nemaju prednosidnosu nastak kemoheterotrofa vrste ukoliko se

radioogr andbsenopnosti dugi ka, f osNfjadrha,v ag ezlnjad zag
velilinanespgawalcjani j i odnosanigp@yr @m inlea vsiabovdoil fuur
dostupnih nutrijenatal o k v el i ki genomi [ povel aseaBtbpen

zahtjevima za vi geénstvenkfosfora &aotosnavcog r athavpog el e
fosfatne okosnice nukl ei nskibramkGvsje problera u i f
okol ogir ma ifosfeom mTakolLer, zbog podljEppegjli | odes
protistnih predator a slei nmea sve ged Wzrpoaf g d rkie] e baazs
navedenoy n a telativnomalojp r o s jbmjhastood 37 % ukupni h bakterij a
globalnog morskog ekosustawmprinosAAF bakterija u ovom ekosustawun a | ay in@i j ree g ¢
gto bi spumamvipogled Kkolbl 2 ek, 2015)
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1.3. Fluorescencijskain situ hibridizacija (FISH , engl. fluorescencein situ

hybridizationn u i stragivanju mi krobni h zaje

|l stragivanj a mi Kr obni h zajednica ni su |

nezaobilazne potrebe za uzgojem pojedine vrs
i stragivanjNakdre wmwdteni h i stragivanj a tem
mi kroorganizama u | istim kulturama, ubrzo |
standardnim mikrobiologkim podl ogama, a da

mikroskopijirezultiralas u s poznajom da 99% prokariiedur,a uop
1995; Fuhrman & Hagestorm, 2008; Ssur, 2012).KI asi | nim mi kr obi ol ogk

bilo moguie opisati raznolikost nijtd biulndk criw
pronali alternativne nalineUobtdenoi ik a@@i je I
kvalitativnih i kvantitativnih metodol ogij a
zajednica, a naj| egl e ogertemeiipasumnna flueresoeacijskioysiun t i t a

hibridizaciji (FISH, englfluorescencen situ hybridization).

Fluorescencijskan situh i br i di zaci j a k areporteia CARD&IGH, m t a |
engl. catalyzedreporter deposition fluorescencein situ hybridization) naj |l eglie je
varijanta FI SH met odol o (Perptlaleisur.2@02)ITenglk sema i st r
hibridizaciji oligonukleotidnih proba za koje je kovalentno vezana peroksidaza korijena hrena
(HRP, englhorseradishperoxidasg). Oligonukleotidne probe sspecifi ne zaciljanu bakterijsku
skupinu. Ukratko, s t a ni | n emikredrgarzaena & le o bgi ugorka se nakon fiksacije
permeabilizirgu lizozimomk a k o b i se omoaghi li jpmoed menia DNAHR P
proba specifina z a odr e lpbaamusevayk zagomplementarni slijedl6S rRNA
molekuke na ribosomima Nakon toga, HRP u prisutnosti vodikovog peroksida pretvara
fluoreseé nom obil jedgeni tiramid u radi kal ni ob
prstenovima @aminokiselinamaoputtirozinaili triptofana. Dolazi do vezivanja i koncentriranja
fluorescentnog tiramida oko ciljanog nukleotidnog slijettRP-a , pgedstavijaamplificirani
signalkoji 0 mo g a detekciju bakterijgPernthaleii sur., 2002; Kubota, 2013Navedeno je
neophodno za vizuali zaciju morskih mikroorga
broj ribosoma. Pojednostavljena shema CARBH metode prikazana jeaSlici 1.3.

Kvantitativne procjene brojnosti spe-cifi]
FI SH metode | esto se navode u brisur 2002mereciao | 0 g
i sur, 2011; Kubota, 2013K o r |, @®15 Ma g a | ihsure 2021). Nasuprot navedenom,
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kvantitativne prociene AAl koj e se pripisuju odrelenim ra
rijetke. Kombinacija dviju metoda temeljenih na epifluorescentnoj mikroskopiji, infracrvene
epifluorescentne mikroskopije i fluorescencijskein situ hibridizacije, (IGFISH; engl.
fluorescencein situ hybridizationinfrared epifluorescence based microscofISH-IR)
prethodno je korigten&bahkht ¢iniljcareaoa§sBn iAanoetnt
su., 2018).Infracrvenidio elektromagnetskog spektra valnih duljina7z@&) nmdo1l mmn u g a n

je za detekcijpigmentaBChlas p e c i f rajeiniculyAFzZaa r az |l i ku od Kkl as|i
CARD-FISH metode, IFI SH met oda temel j i se na dvost
oligonukleotidnim DNA probama koje ciljaju komplementarni slijed 16NARmolekule.

FIl uorof or. s e koriste za obiljegavanje 5'
fluorescent nog negizgy GARDESHkZbog andstal®limosti pigmehta Bch|

protokol IGFISHmetoden e k or i st i  mzarakee@nolam( iKsapsiarkar.n&id)

Fluorofor
FISH Proba Fluorofor OH
3[ T T 17T 5I/O
TGTACAC
GGU;?\CAUC?UGA T
| | 1 | | 1 1 1 1
5 Ciljana sekvenca 3 OH w

CARD-FISH Fluorescentni tiramid HRPlHZOQ

HRP 888
OH
' Proba ' S ) Talog fluorescentnog O
3 S tiramida O
OH
20 -

o 3
Ciljana sekvenca Aromatske aminokiseline w

- >

Slika 1.3.Pojednostavljeni prikaz FISKengl.fluorescencen situ hybridization) i CARD-FISH
(engl. catalyzedreporter deposition fluorescencein situ hybridizatio metod. Preuzeto i

prilagolLeno iz Kubota (2013.)
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1.4. Metabarkodiranje gena billega kao temeljni pristup u identifikaciji i

i stragivanju raznolikosti mi krobni h zeé

Z a h v a | byzonj razivgju molekularne biologijepi 0 s | j eetadd sekvenciranja
sl jedel e NG® mmlnexcgenprationfequencing d anas su znal ajno
mogul nost i i stragivanja sastava i ekol ogi je

neovisno onjhovomuz goj u u st Zmiolbndjagko] eupz.pgubjea u

omogul eno k iikreoigdnizaman@i jt@mel ju filogenetske sl
(r RNA) , gralevne makrad kopdargidane lu prokariotékion slamersama

gi vot a. godimeBacels@r8 6su i zol acijom DNA iz okolign
interesd Sanger sekvenciranjem identificirali dotatkeuzgojiveni kr oor gani zame. U

svojstvai primarne sliedovéS i 165" RNA gena u svr hu taksonomske
su upravo gen koji kodira za 16S rRNA male ribosomalne podjediaicga biljeg koji bi se
mogao Kkoristitdi Zza Uspjegnu taksonazbognsvlgeu i d
univerzalne prisutnosti prokaiotima znal ajne konzerviranost. (.
male, ali dovoljne duljine od1500parova bazéDubnau sur.,1965; Pacesur.,1986) Do danas

je gen za 16S rRNA ostao najkorigteniji gen
ekosustavatzv. A z | aanda i ddiidtivanja strukturé raznolikostizajedni@ bakterija i arheja

(Pace, 1997; Santassur., 2020) Postojanje devet hipervarijabilnih regija unutavedene

makr omol ekule kao rezultat brojnih evoluci]j s
dok postojanje visokokokagajeunraaer halrreigh j polc
razlilitih hipgtldR RNA|aibwld dobrim biljegery zajtaksonomsku
identifikaciju (Yangi sur.,2016) Odabi rom specifilnih setova p.:
reakcijom pdéimerazom (PCR, engholymerasehainreactioy umno gi ti ci |l j anu
regiju (ili regije) od interesaovog gena (Slika MA i1 1.4B). Ipak, taksonomska identifikacija
bakterija putenl6S rRNAgenaimai svojjhogr ani | enj a, po@ut amlaullei ¢
na razini vr st e, probleme u PCR umnaganju t
odabranoj hipervarijabilnoj regifivetrovsky & Baldrian, 2013; Poretskiysur., 2014; Brooks
sur.,2015)U i stragivanjima mi krobnih zajednica ko
i analiza strukture zajednic@rokariota trenutno postoje dva temeljna pris&upciljano
sekvenciranje PCR amplikona gena biligga t a v e , z apjoepdunti cvee | spomenu
gena gt o se nazi va , inditekno seklemcidanje kompleaim genoma svih
organizamaajednicebez prethodne PCR amplifikacig@t o s emetageroimikoaPrednost
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drugog pristupgeupr avo u zaobilagenju PCR amplifikac
prema odr el enistwamijpjgpk ssadmidnyad i | zajednicetel] ii kng setnii c i
sekvenciranje | it apotenbipingfeunnokntai comeolgrud aavraa lii z e |
(Durazzii sur., 2021) MeLut i m, z b o gs | voi gsdonkia jihin Hit o rahijgutaiviak iih
usporedbi s metabarkodiranjem met agenomi k a j 09 uvij ek u
met abarkodiranj e, osobito ako je taksonomsk

i strn@gi va

A
) 8F 515F @ 165.1100.F16 1492R1!-3)
27F 519R 907R 1100R 1492R(S)
533F 895F 1237F 1391R
cc 902R 1185aR 1381R
357F 904R 1185mR  1381bR
V3 V5 V6 v7

1500

Slikal4.A)Pri kaz razli|litih NOpPendW&r ir RANAI Igriinta n e
prednjih (engforward)is t r a § n jeversg@ p(oelnegl. e s ¢ 0 ilkzoar i uymreang anj e
regije. Crveno o02znal e nsenomskugezdgluejmna/radziniikoljahsd dok ma j u
su regije V4, Vblogenetdkéangize BpRrikazDeé 3D strulduaa 16S rRNA.
Specifilnim bojama oznalene -¥Q.o0frelepreohipe

prema Yang sur. (2016)
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Metabarkodiranjeseas ni va na umnaganj yodnds naon oogd rDeNL
geng| i t av e RCRjreakdijon tesevremenonsekvenciranj svih prisutninamplikona.
U progl ost.i gpetreblavale Sanget gekverxiranje, nazvano i noeim
sekvenciranja prve generacij e, mkrohbnik zajednicau ni |j
ot kridatada n emikdbiulrgzmlikes¢Sangeri sur., 1977) Nedostatak ovog
pristupa bila je analiza individualnih sekyv
zahtjevan postupak kloniranjdkratko, nakoPCRu mna ganj agehdd $tmaRMA zaj ec
amplikonibise \g r a L i plaamidne vektor&ojima bi se transformirakompetentnbakterijski
d o mai kakorbi se postigla eksponencijalmag i f i kaci ja pojedinal nih
iz samo jeda bakterie Nasumi | no bi se odabiaprweéliski | br
te biseizvrgil o sekvenciranje inserata metodom
dideoksinukleotidima Vi s o k a 9998%tneo smo goudi n o s tdugiharkplikena c i r a
duljine dooko 1000baznih parova velike su prednoséivedene metoddl e L u,tk io m ablojn i
sekvenci bio je znal aj no o g r(engliodtpa)ru radponuiods e n o1
1,9do84 Kbgeneriranihn&anger pl atf or mi , nquosetdkveanetodeuz aj u i i
vel spomenut i Kkonr&natdugptmjnost procesaisoku cijenu (Santos sur.,
20200 Knjignice klonova danas s drugeaiosnesd m exdarhiej
generacije, od kojhj@ vj er |l j i vo naj v elatiormaliumimjHodzici sy.r onag
2017) Zbogmo g u i izminsne brzinesekvenciranjakapacitetastovremeneobrade velikog
brojauzorakiz nal aj kol vkei e gener i r aurreltivip oiskadijendk a d
(za tu koljlisekuvpadatakppp moldujéidesivenalyiemles @lcii |
sustava na potpuno novoj razifBentleyi sur., 2008) Temeljnar a z | i k ak liazsmd Lhw g
Sangerovog sekvenciranja i N@&$est da umjesto samo jednog DNA fragmenta, lllumina provodi

ovaj proces paralelnim sekvenciranjem milijuna fragmenata istovremeno, ali uz reduciranu

velilinu sekvenciranog f r ag n{®antbsiasur.o2020)eki si ma |
lllumina tijek rada (englworkflow) sast oji se od | etiri gl avna
stvaranje klonalnog klastera, sekvenciraamplikonai analiza podat aka. I

podrazumijeva dodavanje/ligaciju lllumina adapterdnosno egzogenog oligonukleotidnog
slijedana5'i 3'krajeve amplikonakoji je n uagza proces sekvenciranja i hibridizaciju lenzg
fragmentass p o v zagsekmeacmanjAdapterisé e st o d karakgPGR gmplifikpcge

prilikom kemijskesintezo | i g o nu k | e ot Rragmentis dgaiini adaptarima se nakon

PCR umnaganja prol i gl av afklasteripanjé jg proces izotermeathay s e

umnaganja svakog DNA fr agmiéowtel). nRar ipprod ml| jne ma
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nanosi se na pr ot ontipreko hdagterdjieb rg ddji ez i g @rstdnr &g nmg
povrginom preko fiksiranih kompl ementarnih
polimerazom metodom mosta i stvaranje klonalnog klastera (endge amplification;clone
clustep. Korak stvaranjalbnalnog klaster&k o j i su sastavljeni od vel
fragmentanugan j e za dobivanj e dovolojdnosgt riamntee nuzri
Sekvenciranje&oristi reverzibilnu metodu temeljenu na terminatoru (erelersibleterminator
based methgd ko) a s e temel j i na prvotnom vezan
modificiranog fluorescentro b i | | degksinbongkleozidrifosfata ANTP). Sv a k i od | e
razli|daekai AiNEd®Peni su speci fi | arobonujednb djetujeiekaoc e nt
3-kapa koja zaustavlja daljn[DNA sintezu. Nakon ugradnje jednog dN&Po molekulj sinteza
je zaustavljena, nevezani nukleotidi se ispasgignalsvakog klastera e o |(Bentlayvsar.,
2008) Emisijska valna duljina fluorescentnog sign&ao i intenzitet svakog klasteteoriste se
za identifikaciju b a z e , a br o] ci kl usa odgmentaugngread.ul j i n
Proces se ponavlja dok se ne sekvencira kom
0 b r a dtatifje milijuna klasteréPhred ocjena kvalitete (Q, enghredqualityscordnaj | e gl a
je mjera za procjenu kvalitete t o bdkwensirinja, a koristi se za kvankidiciju preciznosti
imenovanjao d r e bazen@r ez ul t at predstavlja Vvjerojatnc
imenovana od strane sekvencetm | epfjiehval eno dmdstavkajeddBibivo ( gt o
detektiranu bazunaj i h , t it ouU (84 5 & d @ @ o | rezaltata/eliki Iskorak u NGS
tehnologiji jestsekvenciranje uparenih krajeva (emggliredendsequencing, danas naj ko
lllumina strategija prilikom koje se sekvenciraju DNA fragmenti i od smjera 3' kraja,
generirajuli pritom Af oukleoida ©OVa st r aAtr egriejras e 6 me
preklapanje uparenih krajeva i samim tim sekvenciranje amplikonia ddlj300 baznih parova,
uz mogulinost detekci j e indef.s eZbcag ao gr adneilleacviajjau
duljine sekvenciranog slijeda nukleotida do 300 baznih parovdnoene smjeru, llluminase u
mi krobiologkim i «bragitvazjai meknvajnkcéeglamjee spe
ili pak dvije regije (poput V3/4 ili V4/V5 regija) 16SrRNA genaili dijelovadrugih gena biljega
kojejemoguli e sekvencirat.i

Bi oinformati| ka obrada podat aRaTijegkav pghhne]
obrade podataka amplikon sekvenciraj@ias a g e t 0o na Blici K5 Yiaatko, sekvence s
platforme za sekvenciranje dolazéastgformatu  Pr vo j e potrebnogtovr g
podrazumijeva sortiranje sekvenci aasebnedatotekeza svaki uzorakprema jedinstvenim

indeksimaadapterima) Na i me , rieesdijedinjuju ugeddn mejiki ugonagrije samog
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procesa sekvenciranja i nanose na istu |ini
dodane svakom DNA fragmentu tij ek orazlkpvangec e s a
razl i | it ijihovosimatana &ekvenciranfe. Nakon demultipleksirasjgedi kontrola
kvalitete sekvenci t e . ukUga ngjvannojme saed aypk leamj aij
p r o s jQeekuttat manji od 30Dereplikacija podrazumijeva ujedinjavanje svih identii h
sekvenci u jedinstvenu sekvenouzsbobdpgeganapm
ol i tgatrrgnaa | aj no smanjuje vrijeme analize izbj
spajanja sekvenci dobivenih sekvenciranjem suprotnih krajeva fragmesttimaiparenim
sekvenciranjem, potrebno je wukloniti i ki me
Krajnapmat ri ca sekvenci, koja moge biti (A/st avl
engl.ampliconsequencevariant) ili operacijskih taksnomskih jedinicfOTU, engl.operational
taxonomicunit), koristi se za taksonomskdentifikacijuu z r azl i | it e metode |
primjerice naivnog Bayesovog klasifikatof#/angi sur.,2007).Za r azl i ku od kIl as
stvaranjaoperaijskih taksonomskih jedinicdOTU) klasteriranjem sekvenci prema zadanom
pragu slilnostidanhmaaj segipe pldhésng i a§li gor komi gtk
taksonomske ramdsutiivoeseovii snpasetcii zo skupu po
reproducibilnosti(Callahani sur., 2017) Popularandada2a | gor i t am, original
podat ke generirane Il 1l uminamMdekegpogeégkemsp
svaki skup pordnit akBvedobsanj &, razlikujuli [
sekvenciranja od prave biologke r atCallanani k ost i
sur., 2016) Rezultat jematrica varijanti sekvemcamplikona (ASV). Dobra popunjends
referentnih taksonomskih baza podataka osnovni je preduvjstpj e gn e takso
identifikacije, kao i taksonomske razlulivos
kori gtenodajugelniad ikori gtene baze jvwdDPaka z
GreenGeens. Navedeni tijek rada rezultira dakle matricom sekvenci s ipajgartjivanjasvake
sekvenceau uzorcima (relativnarojnos), tablicom taksonomskiklasifikacijai fasta datotekama

sa svim sekvencam& mikrobnoj ekologiji, naknadnse provode sindardne analize temeljene

na alfa raznolikosti unutar samog uzorka, poput primjerice Shannonovog indeksa raznolikosti te

beta raznoli kosti i zmelu uzoraka razlilitim
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A

moje izvrsiti i platforma za sekvenciranje

platforma za — fastq datoteke demultipleksiranje —  provijera -p fasta datoteke
sekvenciranje ] kvalitete/uklanjanje
RHISEQ2500:282:1:1101:1220:1944 1 \ofla;igrlzift??cli:?az) adaptera i pOEBtHi(‘.ﬂ SHISEQZ500:262:1:1101:1220:1944 1
jreeearee = sabre ' trimmomatic ATCGEATEG. . '
j <05, 2GRAGGII. = fastx_demux (usearch/vsearch} « fastq_filter (usearchivsearch)
*idemp - bbduk.sh (bbtools suite of tools)
- fastx barcode splitter (fastx-toolkit) + filterAndTrim {dada2)
A .
Standardni output
OTUs
Sample_A|Sample_B| . ..
-broj ofitanja Seq_1 |0 428
. — =
) ,A OA oii(redel.uh Seq 2 | 308 323
tanie ki sekvenci po
dereplikacija > uklanjanje kimera L Seq_3 | 217 1
nzorku
\ / -fasta datoteke B
+ Coamehivssarch oA -taksonomija ™ ROP kasifikator
* mothur ASVs Naivan Bayesov Analize A
Klasifikaror
dada2 ® / \
e * phylk
qiime2 A * Broakanay
e e = DiviNet
+ CORNCOB
- SpiecEasi
o . . === + DESeq2
Neki alati sa kompletnim "workflow" o
dada2 u R-u ( rezultira ASV matricom) Sy o . Alfa raznolikost
- . . sl i Shi i
usearchl/vsearch ASV ili OTU razina 5 o . it e Shannon
. eta raznolikost ’ i aznolikost
mothur OTU matrica “ I:.nvllnl?knsn,
npr. ordinacijske metode, iclou indeks,
Klasteriranje Chao indeks
giime2 okruZzenje koje moze koristiti procesuirajuce alate gore
navedene, interaktivne vizualizacije, rezultira ASV ili | -0
OTU matricom .. El 1
Taksonomija

astrobiomike.githut

Slika 15. Standardni fjek bi oi nf o obmadea potlakakdgengl. workflow) dobivenih

sekvencirargmamplikona Pr euz et o i prilagolLeno prema Le

U metabarkodiranju bakterijskih zajedniasim glavnog gena biljega 16S rRNA, mogu
se koristitd@i i drugi geni p o furkdoaamh skupiaa kakp e c i f
bi se analiza fokuoae®ei mpalsa iig$ k!l jbwll ij vaoUtamakzs o jn io Im
sastavaajednice AAF bakterijrenutno se koristhetabarkodiranjpufM genaGenpufM kodira
M lanac helikalne strukturetransmembranskogompleksa fotosintetskog reakcijskog centra
anoksigenih fototrofa te je do (RAeherachsurg) kor i
200) Ovom metodom wuspjegno su detektirane nek
brojnostiz a hv al j ujuurnia ¢EmplkeagRCRom (Auladell i sur., 2019) Nedavno
i stragi v ajeysporedi@ilewalliralone kol i ko razlilitih par:¢
p ol e zamampliikacijupuM gena t e s upufdA ¥puidlr WAWaElinUniF/UniR
parovi p o | e tza metadarkodiranjenorskin AAF zbog najmanje pirane reprezentacije

njihova taksonomskog sastai@azullai sur.,2023).
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15, Metode izolacije DNA u istragivanij

Prvi korak wu istragivanjima temeljeni ma
temel ji se na izolaciiji ukupne genomske DNA
postoji jasan dogovor i ahdardizacija u brojnim protokolima molekularne biologije te analizi
podataka dobivenih metabarkodiranjenktb@ r i | s ki h zmg terdm iugpbrelby gt
rezul tatazl izmiet ulnightssurr,281®; Pullack $ua,2018) Postupcsamog
sakupljanjauzorakai pol et ne umzaonricpiuaacngiezbj egno:odtj el
nd i na i mjesta prikupljanj a, temperature za
preko metoda i zolacije DNA, uvj eta PCR umn
sekvenciranja tk o n adbnade podatak@ollocki sur.,2018)

lzdvojene kao posebno pr obl ébarkadranju,metodeo s n o\
izolacije DNANn e i z buvoelap ml @ e fristrar®sti prema p e ¢ i ¥rdtamaiinadosljednosti
koje smanjujupreciznestpr ocj ene r el ati vne z a s(Pollopkli pue,nost i
2018) |l ako su mnoga i sltirtagi meatng dae uispoliradiijlea DN
sastava bakterijske zajednicea z | i | i t i lHendeksons sus, t2813;aWesolowska
Anderseni sur., 2014; Deiner sur., 2015; Walden sur., 2017; Hermand sur., 2018; Liui sur.,

2019; MateusBarrosi sur., 2019; Mai sur., 2020) manje ih je napravljeno na uzorcima iz

mo r s k o g (Dprkungi surg a017)istovremeno s analizommjetnih bakterijskih zajednica
poznatog, | est osastavap d dne 8 b awlajkeorrorgani(Mu JAonzo ¢ k ¢
Colmeneroi sur., 2021) Sekvenciranjaakvih zajednica a zadanimi provjerenimsastavom
zajedno s okolignim wuzorcima khjplulmnhol kieh z@c
(Caporasa sur., 2010b; Pollock i sur., 2018; Yahsur.,, 2018) Naj|egle korigt
izolacije DNA ukljuluju razlilite komercijal
alimakenprinos DNA, i/ili sendardne postupke ekstrakcije na bazi fenola i kloroforma koji koriste
toksil na or,dgliaezdtikapm vismkokvalitathoen DNA visokog prinog&enshaw

sur. 2 0 1 5Colmevierd sue, 2021) |l skustva iz razlilitih
postupci mogu modificirati kako bi se izbjegla upotreba opasnih kemikalijguistka kvalitete
rezul t at primercemetodg isajavanjaehgl.saltingout) (Aljanabi& Martinez, 1997)
Mogul e je | pot puno pr es koitravnoPCRuma @ &ciljain@go | a c i
genanauzorkzeok ol i Bai mjena ove jednostavne ijevrem
zanemarena u ekol ogkoj mi k r oribna pril ruk@gvanju ivelikima mo
brojem uzoraka, gto je |l esto slul aj s opsegy

(BenrAmari sur.,2017; Vinayaka sur.,2019; Taa sur.,2022)
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1.6. Krat ki pregl ed dosadagnjih i strag
Jadranskog mora

Dosa&da gnjsaragi vanj a u J adunabrojpdstonabiomasit U ane mal
mikrobne zajednicda e su znal aj no ¢kolagig pikoplankionasapeciog a j e
ekosustava,kk 0 u srednj eim ot vogeramm i alp@Gaitaiinom
2013, 2 0 2i 1spr., 2G1¥,| 20018, 2020) Fototrofi 0 b u h vdjanabgkiaije i
Prochlorococcusi Synechococcuse pikoeukariog; i heterotrofi prvenstveno heterotrofne
bakterije i heterotrofni nanoflagelati pikoplanktonske frakciep s e gunsepr oull av a

protolnom citometrijom, epi fl uor ene dakieriskeo m m
proizvodnje( Gamsgui |, 2013, igup2W2)NESdavho objavljeno
velikomskupuod 3000 podataka biotilkih i eakitdaj iell lai
prostornev r e me ns k 0 j skal. pokazal o je postojanje

mrega u ( Gaidsurh2082) Kr oz pralenje brojnddtain,ovi
mi krobne hranidbene mrege, dokazano je kako
pretvorbu jednog tipa hranidbee mr e § e postojdgnr ugonawal ji v nalin.

mi krobne krani dbene opisahgmesmapjenimkanteatracijgnizu @i ko k o |
fosforatejez n a | zap @ ah r atvbreney morai topli dio godine. U avedenom tipu hranidbene
mregaj vel e b r aytotrainsnikroorgamzeij osobito cijanobakterijes velikim
udjelomu primarnoj proizvodnjikoje su dominantnokontrolirare predatorimaTip 2 i Tip 3

prijelazni oblicimi kr ob ni h hr aniisdub esneizho naamjieoy leo darpedbadon i

su kontrolirandostupim nutrijentimapredatorima  Ti p 3 mi kr o b swjsttenijiani db
j e za okol i g daig4opisujeol keonl ifgo snfi osokobitga hidnifi diorgodinee t a
iesuar i j ska Umemunaljjv@ | e b waiki fitaplankton, kaon beterotrofne
bakterije i njihovi predatoria b r o] no st i surpjvenstverto kontfolaameovliai | i n o m

dostupnih nutrijenata, a ne predatorima.

Govorel.i o raznol i kost i rananaéngim taksanomskink r o b
razinamap ost oj i manij i br oj i stragivanja, dok nje
viemenskoj skali u srednjem Jadranu do sada
sastav pikoplanktona sredgjeapadnog Jadrasaiprviputo pi s an i KuorescepdijsE n j e m

in situhibridizaciek at al i zi rani m {CARDeF{SE)U] &km mbeé marct ¢ n a s

citometrijom (Manti i sur.,2012) Br oj no st i gl avni h b ARD&EISH|] s ki |

metodom pokazale su sezonadmioepmpdodenanaarieda i s p

Alphaproteobacteria bakterijskoj zajednici s a znal aj ni m dkagaSARAlo s o m
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(naj vseebnihh r el at i vni h br ojmajswddtivdilbrojfostiprisadnikao g u j |
o piH Alphaproteobacteria prosincuo z na|l eni hLF®6 8 b(osir eAdnj a vri j ec

Pripadnici Cytophag&lavobacteriunBacteroides (CFB) grupe bili su drugi najorgj | | | I anc
mikrobne zajednicaiz manji relativni doprinogripadnika razred&@ammaproteobacter{®lanti
i sur.,2012)

Raznoli kost bakterioplanktona u povvputgi nsk

j e istragena A RdutSratedmethod aribasom@liatergehicspaceranalysig

u kombinaciji sa sekvenciranjem 16S amplikdiq@uero & Luna, 2014) Sastav bakterijske
zajednico d r e bvemi sut r agi v anj un ebu joe dgseea ipeo thmjnin nifetkim o
vistamatese nal m@a nloi kovao i zmelLu priobalnog podr ul
t r of i | k prijavigeri ast ukao glavnik ont r o loikrod jilujimib e ni ci . Re
pirosekvenciranja otkrili suprevladavanjerazreda Alphaproteobacteria, prvenstveno klada
SAR11, nekulturabilnihpripadnika Gammaproteobacteria iz obitelji Rhodobacteraceae te
Cyanobadria, prvenstveno rodaynechococcu®ripadnici koljenaBacteroidetepridonjeli su i

do 25% relativnog udjela ukupne mi krobne zaj
je odredilo sezonskdinamiku i detaljno ispitalo raznolikosiakterijsle i arhealnezajednie u
otvorenom moru | ugn degestuariy sjgke Kreer prinijgnilo Jead®4 a n a
pirosekvencirarg 16SrRNA genai CARD-FISHmetodu( K o r | e v.iREzultatenavédenog

i stragivanj a pokaz a ljbiojnijpoedsthenikgrokaridiskog pikoffaAkbdal b i
sal injavajuli nedJadiana, abarog gbifjai gevernogJadrand dubokog

sloja estuarija rijeke KrkeRe z ul t at i sekvenciranja takolLer
obuhv al sépisutndmoeska rodaSynechococcus Prochlorococcuskoji su u jugnom

Jadranu pokazadivojstvenwertikalnuraspodjelws brojnijim Synechococcesmdo dubineod 75

m, nakon | ega biva zamijenjenProchlorococcusom. U sjevernom Jadrans izrgienom
sezonalng | prevladavage Synechococcus Naj v e | etruliuredakjeriskile zajednica
zbivale su se istovremenofgoplanktonskimcvatnjamauz n a j z n apripagnike kokena
Bacteroidetes (predstavnici morske skupgit4i NS5 NS2h NS3ate rodovi Flavobacteriumi
Formosau estuariju Krke) te razreda Gammaproteobacteria (predstavnik klad SAR86). Razred
Betaproteobacterik ar akt eri sti | an,pz ® nal & nkinpapodditie@jerm ko | i
rijeke Krke i u zapadnom podrju sjevernog Jadrana podagnim utjecajem rijeke Pdripadnici

koljena Actinobacteria bilisu sveprisutni ui st r agi vano mp @w etélaivhiijm
udjelom samo u stagiima pod sngnim utjecajems | i var kf gkah Dubokomor s

Jadranskog mora karakterizirale spilne dubokooceanske skupine bakterija: klad SAR324,
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SAR202 i SAR406, kabvel i udio arhejg Ko r isary2015)1 st r agi viaun (2@21)Gan't i
na podrulju otvorenog mora jugnog Jadrana i
t ak o lkeristlopetves i r anj e sl jedel e g e metabarkodirang 16SI | | u
rRNA gena uz primjenta | gor i t ma wumj etne neneura gasik e( NnGr)e g «
Na j a bakterijska raznolikostz a b i | j euj slojuadubpkeg klorofilog maksimuma
(dChIMax, engldee chlorophyll maximumVel i na i denti ficiranih bak
je koljenu Proteobacteria, a glavni predstavnici razreda Alphaproteobacteria bili su rodovi
AEGEAN-169 i SAR116 dok su OM60 (NORS5) i klad SAR86 bili najzastupljeniji pripadnici
razreda GammaproteobacteriaSynechococcus vrste srodneslatkovodnoj cijanobakteriji
Cyanobiumpr evl adaval e s umow dgkljeiPfochiorocsctussjee MITI814
dominirao na dubinama velim od 50 m.hinBacte
linijama NS4 NS5i NS9 Najdubl ji sl ojevi bil i su kar ak
pripadnika koljenaNitrospinae Sp o menut o obgmdnilbpgi vahj e utj ec aj
podrulja na sastav mikrobneojzeajjeedno grea nui |iesnp
fosforom, uz pozitivhu korelacijmikrobnezajednice s porastotemperature

Pvai st r a gajednmen AA&Ru Jadraskom morubi | a s u usnjboguwot ol e
brojnostprocijenjenu iz koncentracijpigmentaBChl a mjerenogd u lgtitudinalnog transekta
(Celussii sur.,2015)te nanjihove brojnosti raspodjeldjeti u obalnim i estuaggskimp odr ul j i mze
dug istolne obale Jadrana korigtefGaimdui,hfr a
2017) Prvo i stragi v aGCejussii skro(085) j ebphvalkal o je po
otvorenog Jadranskog mora od sjeveradddi@nta s naglaskom na utjecaj svjetla na asimilaciju
organskog ugljika i dinamiku koncentracije BGhUst anovIl j eno je da AAF
ukupne prokant ske zaj edni ce Jadsura(2047) odiedild je lrajnbstia nj e
raspodjelu zajednice AAF | jeti u obalnim i p
apsolutne vrijednostrojnostiiznosile su 6® N8 xd®stanica mtt, anjihov relativni udiou
bakterioplanktony r o sejrigetinost7,3 B 9% bi o je slilan u obal ni
Brojnost zajednicAdAFpovel aval a se porastom trofilkog s
pozitivhu korelaciju s koncentracijom Ch i nitrita kao i s heterotrofnim bakterijama te s
vrijednostima temperature nar

Naknadno i stragivanje temel jilo se na |j
gradijenta gdje je opisana prostorna i vertikalna distribugignosti AAF s maksimalnom
brojnogiu zabiljegenom u kasnu zi mu ((rdoljale s ec

T o magyr., 2019) Apsolutne AAF brojnosti variralsuod Q2 6 T *h#® otvorenom moru do
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234 5 1“1stanica mL *u estariju s njihovim relativnimbrojnogima od 013% do 2388%.

|l zr al unat a | ekojajeizbdsilammaspenu AOFdo 624 e gl€naj vi gi m

vrijednostimaz abi | jlgedni m estuariju rijeke Krke te
otvorenom moru. TakelLlkrojeosbvlen padmagsehpre
otvorenog mor a, a ogranilenje fosforom pred!

| i mbeni k njihove brojnost.i

U nedavnoobjavljenomp r e g | e d n obyedinjeniaunpkdici prikupljani tijekam
sedam godina 34 lokacijeu Jadranskom morkako bi se dobiaetaljniji uvid u raspodjelu
zajednice AAH | i rakoatrole kjihove populacie Vr d o | | askr.,ZD28In) Salinitet,
temperatura, koncentracije nitrata, @hlamonijaka i otopljenogeaktivnog fosforazdvojenisu
kao najvagniji abioti] ki | i mbeni ci koj i ut j
biovolumen njihovih stanica u prosjeki21 p ut a v e |ogbiovothmemahaiesojrodith n
bakterip Jadranskog mora.

Nedavnim istragi v amjjeenjimova dosagkbrdreazastupljeroshj e r
morskom bakterioplanktona to nakon epizod pogar a u povrginskom
obogalenom visokim koncen(tVradca ljjaaikaur.Ta0a%Ng j a k
Povrginski mikrosloj mora razdjelnica je izm
od 1 mm, a navedeni mnadpr aag sedlnipatema ult rva jLremsat
558 6 [ *HktAnica mtiten j i h o v a relativaasbropdsinod 298% ukupne prokariotske
zajednice.

Me L u tsveasbyhvatnadetaljnaanaliza astavazajednice AA u Jadraskommoru uz
njene &kontr ol ido aada fije opisanakab @innjihkva prostorreremenska

raspodjela na finijim taksonomskim razinama.

1.7. Ciljitemeljne hipotezei st ragi vanj a

U svrhu bolje procjene odgovora mikrobni |
poznavat.i strukt ur u(Caropdorn suj., 2e22Prethodnpoesanrpviedenal a n o
i stragivanja o ubdnji enl us kpuopjiendai nu h s pne &irfoi | ni m
(Fecskeova i sur., 2021) all i mal o j e podat aka keanttajiveomogodi
od g o v or umiklobnazajedmice u Jadranskom moru, a pogotovo na finijim taksonomskim
razinama( G a i sur.,i2021) Uz navedeno, séav zajednice AAFkao i njena prostorno

vremenska raspodijela na detaljnijim taksonomskim razinama domgadgisana
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Cilj ove doktorske disertacije odrediti sezonsku i prostornu dinamiku ukupne mikrobne
zajednice na finijim taksonomskim razinamaedsnjem Jadranskom moru tijekom godine dana s
naglaskom na aerobne anokgene f ototrofe u svrhu odreliv.
glavnih bakterijskih skupina tejihoveb i or aznol i kost iokkoaloi gininhajlz nm
koj i utjelu na navedene zajednice.

Dodatni cilj je detaljna usporedivaa z | mdtoda izaditije DNA iizravhogPCRa na
uzorcima Amockin i mor ske mi krobne zajednice
na metabarkodiranju.

Temel jne hipoteze postavljene u ovom i str
Hipoteza 1Pr omj ene u okol i gni m | iceylsteukturuciiraznelikoste u't
ukupne mikrobne zajednice u srednjem Jadranu.

Hipoteza 2Pr omj ene u okaobn@gnumj ¢li mberai oibr asce, S

zajednice aerobnih anoksigenih fototrofa u srednjem Jadranu.

Hipoteza 3 Nema razlike u kai t et i i kol il ini izolirane DN
izolacije.
Hipoteza 4Nema razl i ke u relativnom sastavu mikr

met abarkodiranja s obzirom izravniPORprisifup.enu met o
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2. MATERI JALI | METODE

2. 1. Podrul je istragivanj a, pri kupljar

Uzorci su prikupljani uglavhommj e s e | nroa z dkorbolzi e od jedne g
2021. do sijelnjiat?2agel v algdbMa nUagrkovdn su migseC
veljala, ogujak, travanj, svibanj, Ilipanj, Kk
godine Uzorkovanje se odvijalaivijek na istim dubinama osim dubine dubokog klorofilnog
maksimumgdChlMax, engl.deep chloophyll maximumpna postaji otvorenog mora CJ009.

Uzorkovanjem su obuhvalene tri pfailainca ] e s
kemijskidkodbiustijayaa postaja priob8moelédd Ap 8d Eu
06", 16 A 2:2bine® 'l 35 m) prijelaznapostajaCJ007u Splitskom kanalg4 3 A 25E 36
16 A 2;2dbines04nt, 30 m i 50 mip postaja otvorenog mo@2J009 St @g4n3 A cg0OE 00
16 A 2:G@Ehda@rk bceanografskiibine 0 m, 30 m, 50 m, 75 m, 100 m i duboki klorofil
maksimum)Slika 2.1).

Za DNA analize, morska voda prikupljenaNiskinovim crp@m volumena 5 Lpdmah
predfiltriranak r o0 z pl ankt ons ku mr esuivalumeniodell dol2 L odmahp or a
nakonuzorkovanjavakuumskifiltrirani kroz polietersilfonske membranske filtere (PE8omjer
47 mm, FiltraTECH, Francuska vel i | i ne Jpdr@mpr@dnpah andkon f
susmrznuti tekulim dugi kom-8t0ACpadhor almjl ¢ mij ep roib |

Alikvoti morske vode za d r e )& brojrenst AAF bakterija, CARD i IC-FISH metode
odmahsu nakon uzorkovanja fiksiranformalinom (f.c, k onal na k oengl.&nalt r a c i
concentration2%), dobr o pinkabimani juengakunnajmanjé h te profiltrirani kroz
polikarbonatne filterr e | i | i P20 nurutarenak§imalna24 h, n a k csu pothramjgna
pritempraturiod2 0 AC do daljnje obrade.

Za odreliviantfetbodpnpnbdststani ca pmoskewvwden om
je fiksiranoglutaraldehidon{f. c. 05%) te odmalzamiznutoi pohranjen@ri temperaturi od80
A @oanalize na Cytoflex citometrd a o d r e djhost hatefotrofnibbakterija, bakterija s
visokim sadrgajem nukleinske kiseline (HNA),
(LNA) i heterotrofnih nanoflagelata (HNF)uzorci su odmah nakon uzorkovanja fiksirani
formaliinom (f. c. 2%) i pohrajenipri+ 4 A C d ona@ytofiek ditametru.

Abiotil ki i mkediigini pri kupl j eemperawiru, satiratet s | i |
koncentracije hranjiviltvari izmjerio je Laboratorij za kemijsku oceanografiju i sedimentologiju

Instituta za oceanografiju i ribarstvo. Temperatura i saliizbefereni suSeaBird 25 CTZondom
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s tol nogfi AC> o &l no@.Knneentiécij@anorganskih hranjivirari, nitrata-NOz",
nitritaeNO>", amonijevh iona-NH4*, otopljenog reaktivhodosfora (SRP, englsoluble reactive
phosphorusodnosnmrtofosfas-HPQu?, ortosilikag-SiOs* i ukuproganorganskgd u GiiDIN,
su o d r e lmedifieiranom autoanalizatorskom metodofiioroleff & Grasshoff, 1976)u
Laboratorip za kemijsku oceanografiju i sedimentologiju Instituta za oceanografiju i ribarstvo
Granice detekcije metode iznosile 80 0 1  O'zaditrite (NO2), 00 1 O thmal nitrate
(NO3), 0,0002 mglL! za amonijev ionNHs") i 0,0 2 O thpalortofosfat(HPQ:?). Kriteriji
stehiometrijske ogranil|lenosti nut riiSjPedlza a t e
Si limitiranost; N/P = 22 i Si/P = 22 za P limitiranost; N/P =10i Si/N =1 za N limitirdndsu s t i |
i sur., 1995) Koncentracija lorofila a (Chl a) odredilase fluorometrijskimetodom ekstrakcije
acetonom(Strickland & Parsons, 1972pomd u T u r R760r laboFalbrijskog fluorometra
kal i briranagolkivstriumr@ldla Laboratorija za pl an
oceanografiju i ribarstvo u Splitu

MelLuzavizmeklai abi otil ki h wvari | abdlaciskipr oci
(Draftsman) dijagrama programuPRIMERY7 (Clarke & Gorley, 2015)kako bi se procijenilo
treba | i odrelenu varijablu iskIlLjuliti iz da

*-i

SREDOZEMNO MORE

JADRANSKO
MORE :
.=
]

Slika2.LPodrul je istragivanj aiQloOgmdnjegladrapao st aj a S

Godi gnjuamordodrae L ena s u pskgarpovijeknihihidregrafsini ma

podataka o Jadranskom mor u, proi |l emu su se
svi banj i Il i panj p radjdtom eel seudeni i rasipaa jeg¢Arteg@mniil i st o
sur,1997).
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2.2. Optimizacija postupka odreLi vanj a strukture bakt
metabarkodiranjem 16S rRNA gena u uzorcima mora

U svrhu usporedbe razlilitih meetprotakola z ol &
izolacije DNA i izravna PCR amplifikacijéestiranisu na uzorcimaumjetno storeneA mo ¢ k f
zajednice iuzorcimamor ske vode iz ©priobal nikag regatvder u| j &
kontrolek o r i suprazmRESme mbr anski fil ter i,2a edrslk agei opd ri
proces fil tjguncayvoem dalfdinoagguaolliQ) ve@daamjesto uzorkaZa
svaku met oduddghkei vehme Lkeonmac e nizolraaecD N A, iuslpi £tgm

amplifikacije16S rRNA gende rezultatisekvenciranja

2.2.1. PripremaAmo c kdjednica i pri kupljanj e uzazaadestimanjenor s k
metoda izolacije DNA

Devetbakt eri jskih vrsta podrijetlom iz razl
i u Jadranskom mormabavljenesuk ao | i st e Thk Rdstoffi Cudturei Collechdn
(Francuska)u svrhu stvaranjagd mo c Zajédnice u k | j Qynechpcactus sgRCC48),
Roseovarius toleran@RCC1914),Flavobacteriaceae sgfRCC5730),Bacillus sp (RCC6828),
Pseudoalteromonas undii@&CC4305 )Microbacterium sp(RCC4176)Vibrio sp (RCC4144),
Erythrobacter sp(RCC1876)i Glaciecola sp(RCC4342)

Koncentracija stanica u svakoj kultuiemjerena eCyt oFLEX pr ot ol ni m
opremljenim laserskom emisijom na valnoj duljini od 488 nm (The Beckman Coulter). Bakterijski
izolati temeljito suresuspendima u 1 mL sterilne umjetre morske vode (37 g NaCl otopljenog u
1 L Milli -Q, dvaputautoklavirangt e su radaarcilejleamih konal ni h Kk
omijeri svih vrstau otopinibili jednakiRe sus pendi rane bakterije su
koncentrach pomi j egane u Inorske vede @ bacilod lmorosilikajnag tstakéa

(SCHOTT, Velika Britanija) Finalnakoncentraci stanicaiznosila je3,053 x 10* stanica mt?.

Ovaj broj usporediv je s najmanjim brojem bakterijptz abi | j e § e nadmnuu G g rutginio r
isur,2021) Al i kvot.i od 50 mL predstavljal:i su teh
polietersulfonske membranske filterd i | i n02 2p Orma ( PE S, promjer 47
Francuska) koji su odmah nakon filtracije pohranjemii 8 0 A Cizokhaije DNA (u roku od 2
tiedna)

Uzorcimoapr i kupl j eni su s dva mjesta wublizust ol n
grada Splitau | i st opadu 2020. u Kagtelanskom zalj e\
vel jali 2022. na plagi Stroganac (43m&d N;
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(gornjih ~30 cm) sakupljeno je s ova dva mjesta u bachriahprediltrirano kroz planktonsku

mregel i| i @m.r aUadutokovanja, altkvotivolumenal L vakuumski su
filtrirani kroz polietersulfonske membranske filteree | i | 02 onr § PES, pr omj
FiltraTECH, Francuska). K a kaouspdredivost enetoolas il ¢gou r a |

odabram je kao fiksni volumen filtracije za sve uzorkeB o s i sur?, 2004) Nakon filtracije
morske vode, firi su odmah zamrznuirii8 0 A C  d oizoldcgelDNA(iji reku od 2 tjiedna).
Jedna litrd i sMillie-Q) fode predstavljala je negativnhu kontrolu (ukupno pet filtera, jedan PES
filter kao negativna kontrolpo metodiizolacije).

2.2.2. Metode izolacije DNA amplifikacija ciljanog genai izravni PCR

Pet protokoldzolacije DNA (tri zasnovanea biokemijskim metodama kr al eni c e
B2, B3 te dvije zasnovane nakisik r al eni ce K1, ( Kk ali erablca2a)vm)i F
testirani su na ukupno 26 wuzoraka Amockid zaj
razl i | i tsredjeh daklranai S e tehnil ke replike filtra
uzorke prikupljene 2@akfnic) majgvagesgyaeke mat Ad
pri kupljene morske vode o0dno ¥oumenielkije/otapanjae g a v
fiksiran je na 35 OL za sve me tamhdgacia zol a
prinosal/koncentracije DNA korigtena za proc

izolacieDNA i PCR amplifikacije izvrgila je ista
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Tablica2.1.Skr al e n i n p tisijvaréhdnetoda izolacij®NA i izravnogPCRa.

DNA

Metoda lize

DNA polimeraza u

Metoda Skral e izolacija stanica PCR amplifikacij Prednosti Nedostatci
. . o Mala cijena po uzorku, Organska otapalapasnaza
£ -
Fenol/kloroform/izoamil Bl Da bi-cl)-sgm'as,ka Q5 l_éﬁgg)'de“ty zadovoljaokolig i | abp
) kvaliteta i prinos DNA dug protokol (2 dana)
) Net o k sald cijena,
Precipitacija Toplina, Q5F High-Fidelity po uzorku,
izopropanolom B2 Da biokemijska (NEB) zadovol ja Dug protokol (2 dana)
kvaliteta i prinos DNA
) Netoksil no,
. B
Precipitacija etanolom B3 Da bigsgllnr:jas,ka Q5 I—Elﬁgg;dehty 7 godu§o\5klé, i a Dug protokol (2 dana)
kvaliteta i prinos DNA
DNeasy PowerWater Ki K1 Da Me hani QS5F High-Fidelity Brz i jednostavan [\)/rlisn%I;aZCIJner;alp;lriZng(rl]J, n'OSk
(Qiagen) kemijska (NEB) protokol bakterija nedetektiran
Modificirani DNeasy . & ik Cidali . Visoka cijena po uzorku, nisk
PowerWater Kit K2 Da ngr::i.:k‘:" Q5 l_éﬁgg)'de“ty Brzureotilgl(z;tavan prinos,z nal laj @jn o
(Qiagen) ) b bakterija nedetektiran
. . Brz, robustan i unaprijec
P"’?‘“”“m Direct PCR . , . opimiziran protokol, Nedostatak izolirane DNA ze
Universal Master Mix p Ne Toplina, Invitrogen Platinum I mala ciiena po uzorku ostale svrhe (qPCR
(Invitrogen, Thermo kemijska Taqg HotStart ) P ’ g '

Fisher Scientific)

preskol en
izolacije

metagenomika)
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2.2.2.1. 1zolacija fenolom/kloroformom/izoamilom (metodedgn- B1) i PCR amplifikacija

L stok o r i KpdtoeazaacijeDNA temeljena natandardrom protokoluu kojem se
koristi fenol/kloroformizoamilni alkoholbila je prvaizabrana testiranametoda(Renshaw
sur.,2015; Djurhuus sur.,2017; McKiernan& Danielson, 2017)

Ukratko, PES fileri su prepolovljeni steriliziranim skalpelom rpola te namanje
di jel ove i 750 OL T HEIL 1pVWNa@l,r5@0 mM&EDTA)jdadanojels M Tr
svakutubicute inkubirano 1h pri sobnoj temperaturZ at i m j e dodanfec.125 OL
mg/mL) i uzorci su inkubiranpri3 7 AC t iS5jhekbBPmddno je osafm OL pi
c02 mg/ mL) i 4-te j€réakcipska%Bmj&Sdiskubiranahlpri6 5AC u grij al
bl oku, nakon | ega pri® 5 diEhkoin ]10enih.iNbkon tagadgdanio jea v anj e
750 OL f enol / hob akololia @mjend 25:24d aBiolUltra, Sigma Aldrich

Merck, Njemalka), wuzorci su snagno protresen
sl oj pje e hoautubiou( ~700 OL) , pomi | e giemmalkokolork | or o f ¢
(omjera2 4 : 1) i centrifugiran 10 min na 18000 RC

DNA (~600 OL) ptulsich a|peonrd jjeeg aun an-btadobgapsOlutndd. | e d e
etanol a, navojteksijed ma&k uD i s a n pri-304& @.k oS Injod,dzertisug dan a
centrifugirani 30 minna 20000 R@Fi+4 AC i i sprani dva puta s 50
nakon | ega je uslijedilo crirdACfuBti amaml ej 4 0|
uklonjen italozisuos u g@ilBi7 AC Kompletmo.shitalozir esuspendirani s u
1TTE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH ~8,0) pufera

Ukupnaizolirana genomsk®NA je kvantificiranate je| i s (omjeraapsorband
A260/A280 i A260/A230)zolatao d r e $pekiradotometrom D31 (Denovix, SADprema
uputama proizvolal a. Negativne kontrole pok:
spektrofotometraDNAs e s mat r al a | i st okolikoeaomjerapkorbandija e an a
A260/A280n m bi o BEz2d@Ermandsur.,2018) Za vizualizaciju izolirane DNA,
provedena je rutinska elektroforgqzedskupa uzoraka 1% agaroznom gelu.

DNA izoliranaiz Ano ¢ k 0 icaag keodlnuzgrakeuhmn o gena j e upotr e
pol etni ca (BATSFCAGCMGCCGCGGTAASY [ 926R 5
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3') koji cilja V4-V5 hipervarijabilne regije 16S rRN4gena
(Paradai sur., 2016) Ovak ombi naci j a pol| et ndokezao nkjmagd gt e n a
pristranosti prema@ d r e Lneorskinmbakterijskim skupinama, jeasth r dno kor i gt er
pol etnica-CH15F 80B5R5kEnal ajno podcj enrpzzed e ( SA
Gammaproteobacteri a) gubpetParadasue 2006) Svakk et eéharkit lek a
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replikaizolacijeu mnoajeen u triplikatu gdje je 25 OL r ¢
sadr gav a® 6 H@EEidelity 2X Master Mix (New EngindBiolabs, SAD), 2 5 OL

svale poletkomal noj JEKoOMent k&upalkpieAtrcijel ng/ OL) i

9 OL sterilne v o teakcijgbe zI in uskul esd zjae.d el Wied@Hf |l et n
tijekom 3925 dklusagmplifikaciep@d 8 AC tijekom 7 s, 60AC t
tijekom 30 €2 mi n nelelonyacgpri7z 2 AC ( T100 termalni cikler

2.2.2.2. Modificiranaizolacijaf e nol om/ k|l or of or mom/ i zoami |l om (
izopropanolom i etanolom metode dva i tri, B2 odnosno B3)

SI'il no prethodno opisanom B4 modit bkol uane
i manje t o k s ivéraiiee bez k o r i ¢ ter@la/klooformal/izoamilnog alkohola i
kloroforma/izoamilnog alkoholgHarding i sur., 2011) Svi koraci protokola prije koraka
dodavanja fenola/kloroforma/izoamila bilisud e nkad ngt o j e opi sano u n
inkubacijepri9 5AC, wuzorci su centrifugirani 20 min
pagljivo pr éubiaiopreznoiu z mjoevquav aj ul i odsosnataldagl ne o's
Pol ovi ca uz o regelmam volsntermoin azgpeopamol@jétokol B2), a druga
polovica s dva volumena ledeno hladnog apsolutnog etgmol@mkolB3). Nakonp r e k ono | ne
inkubacijepri-2 0 AC, i BNAgelisprégnaetarmolo;y osugena | resuspenc
kao u B1l.Detaljanprotokol opisanje u Prilogu S1.Kontrola kvaliteteizolirane DNAi PCR

amplifikacija provedeni su kako je opisano me&toduBl.

2223DNeasy Power Water Kit-KIQI AGEN) (metoda | e

Izolacije DNA DNeasy PowerWater Kitom (QIAGEN, Nizozemska) idgre su
prema uput ama meiomjeneu svithap cab oulazprigosanM. Uzorci su
umjesto 5 mimmi | e IH anmna vorteksyri maksimalnojbrzini (Korak 7 uAQuickStart
Pr ot & Tubited kuglicamagpostavljenesu horizontalno tijekom vortediranja, &k o nia | n
volumenelucije otopiomEB iznosioje3 5 OL ( kAQuick%tartPrbtocad) . Vagno | €
napomenuti da je r oi z QIAGEN,| zbog prestanka proizvodnjeslijed problema u
opskrbnom lancu tijekom 2021. godine, granatne kuglamijeniok e r aim ikdglicama
razlilitih promjera utizaesdudrmaolsagipjea f PoweamBead sp
bolje odperformansigranatnihkuglica Uzorci pri kupl gtegaserijord 0 2 0 . <
2020. (OT 166020498 u k o] o evid§iwov e b i dgdoksu uzore prikupljeni
2022., kaoiuzordmo ck@j edni ce, obr aQTd6004462% rs jnojme RaDV2i2n
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ker ami | ki h k u galKontraa kvabietaaalirane DNAIkaa |IPCRamplifikacig

provedeni su kako je opisarametoduBl.

2.2.2.4. Modificirani protokol DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN) (metoda p&R)

U pokugaju dodatnmd ¢ pahbosal DAY aakgn azolacije
metodomK 1 , modi ficirani p r o tiorkepamakt eersat nkuglaene j e s
MagNA Lyser Green Be ardnger (4R kheer, i §G venjesta r sk a ,
pr oi z v oubiaals kuglicama. PES filteri prerezasiina pola steriliziranim skalpelom i
stavljeni utubicevolumenal,5 mL ispunjeek er ami | ki m zr nc islijpdila nak on
homogenizacijana MagNALyserinstrument ( Ro ¢ h e, Gvicarska), dva p
RCF. Nakon homogenizacijébice su centrifugirane 1 min na 5600 RCF. Supernatant je
pr ebal e tubicuvollmesa? mL i protokol je nastavljen premaupota pr oi zvol al
(od koraka 8 uAQuickSt ar t B. rEludijaoo NG Isad silikatnih kolonaprovedena je
kori gt3&njGlm otopine EB kao wjetikhCR amilifikadije ol a k

provedeni su kako je opisano za B1.

2.2.2.5. | zr av mim DRPeCtRCRUnivershl MasiMbd(imet oda gest
P)

Za i zr av n ¥4-\lbmegija 168 rRNAgena iuzorkabez prethodnog koraka
DNA izolaciek ori gten je Platinum Direct PCR Uni ve
Fisher Scientific, SAD) prema put ama proi zvolal a. Protokol I
proizvolal proveakiaeko el izjaecdsiviakd3 ®L I protei na:
pufera zalizu osigurago d st r a n e otopina jekzr vaot Lkaol a@vodeksirgnjeng a n
tecentrifugrana Si | & @mia d i | eraRdEp8likef 1710 filera, odrezan od sredine prema
rubovima) u cijelostje bio uronjeru otopinu za lizu, inkubiran na sobnoj temperaturi 5 min,
a zatim 1 minpri9 8 AC.. Odabir koriilfitera mpravijeneailsidadu s& o ma d
smjernicama pr oippV e hadojalaTzaak oleel®il.] imounsogae v ode
se direktndkoristitik a o pol et ni materij al u moreawetlieacobP ES f |
dovelo do jog vele priranemeod® ssttio gua ojden oPSEUS nfai |
kao pol et.iJsporedm,t elriisjpadls Ifja Kad aegativha kontrolsnetodeza
izravhu PCR amplifikaciju (uz NTC kontrolu) Lizat je kratko centrifugirarte je1  OL
supernatante o r i gt e n k zagrip@rNuAPCR redkaijgke smjesamelifikacijuV4i
V5 hipervarijabilnh regija 16S rRNA gena s par om BOSF¥ t(%-1 c a
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GTGYCAGCMGCCGCGGTAA3") i 926R (5*CCGYCAATTYMTTTRAGTTT -3')(Parada

i sur.,2016) Sve PCR reakcije izvedene su u triplikatu. Za svaki uzorak, reakcijska smjesa
volumena2 0 OL sastojala se od 10 Ga Mast&rMiRl ati nu
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAID4 OLespakwetkhormal noj konce
02 OM, 1 OL s ukae DMAakblaante &2 10iLz asttaer i | nea vode |
Reakcije suizvedermemau put ama proi zvolal anaRdAC| egaeker
35ciklusapri9 4 AC t i j ek ojme kldbm s1,5 6s0O AIC 68AC tijekom 2C
Biorad, SAD.

223Proligiavanje PCR amplikona, priprema knj

Kako bi se vizualizirali PCR produkti i negativne kontrgl®vedena je elektroforeza
na agaroznom gelu 8%, obgen sbojom GelRed, Sigma Aldrich, SAD) uXd TAE puferu.
Primjer rezultata elektroforeze nakon izravhog PCR na ok ol i gnipmkaaarz or ci m
je naSlici 2.2. Svekontrolne izolacijei kontrolne amplifikacije bez dodanih kalupaile su
negativne. Tripkati za svaki uzoralsak u p |l j e ni su i proligleni ko
Purification Kita (ThermoSci ent i f i c, SAD) pr eZmad rugluit vaamaj e
koncentraciup r o | ih griptkana,k or i gt en | e s e (DenovixfSAD)o met ar
prema uputama proizvolLal a.

Pripranuk n j i @sekvenaranjaparenih krajevd 2 [  2amlikorap/3Vv5s
hipervarijabilnih regijal6S rRNAgenana lllumina MiSequi z v r @lheoGerjomics Core
Facility Universitat Pompeu Fabtel Bar c el on a preneprajng roniskama i z pr
Allumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (15044223Rev.B,
https://support.illumina.com/downloads/16s_metagenomic_sequencing_library preparation.h

tml)o. Svala t e hni |sékeendiarejpé i lk@ao poj edi nal ni uzor ak.

Slika 2.2.Rezultati e¢ktroforeze na agaroznom gely5%, obojen $ojom GelRed, Sigma
Aldrich) nakonamplifikacije V4V5 regije 16S rRNA izravnilPCRomuo k o Imim@rskim

uzorcimap o moPlatinum Direct PCR Universal Master Maq(Invitrogen)
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2.2.4.Bioinformati | ka @bdatakdiat ati sti |l ka anali za

Kako bi se usporedila statistil|lka znal aj 1
metodaizolacije neparameijski Kruskaiwa | | i s ov t etl®o¢ Dupnovani testom p o s t

vigestruki h uspor edbieziiuRoh2.2(btipsy/crangproject.d. o gr a ms

Ukupno 202970%irovih sekvenciz dvaciklusa sekvenciranjgluminaMi Seq ur el aj
korigteno e wu bi oi nf o rsekeehd prokijenjena genpartoiuz a ma .
programaFastQC v0.11.9. Nakon uklanjanja MiSeq adaptetzakodova, p | et sui c e
odstranjenep o moprogramacutadapt v4.1Martin, 2011) Nakon toga,obrada podataka
provedenajew kr ugenj u pr oRjBioeontsidtop @ mjo ¢ mtadadavl.16.0
(Callahani sur.,2016) Uzaci Ano ¢ kafednice uzorci moraanalizirani su odvojeno zbog
speci fi | mjpkggmmalred rae tp o g r e pankEaors koju fdadakodsti zai
razli kovanje stopa pogregaka se(Caperasosur,anj a i
2010b) Ukratko, funkcipm filterandTrim (postavkiAtruncLen=c(230,225), maxN = 0 (nije
dopudgteno N),2)maxtErEu nt Qc =( 22,) su vkionjgndsekvence= T R U E «
krajevi sekvencil o Kvalitete(p r o s R-eeruhiai<30). Nakon procesalueaypjo gaka ¢
primjene dada algoritma, preklopljeni su upareni krajev Aorwardd Aevers®@ o| i t anj a
s e k v e n ck g n aydawtralp reatricombrojnosti svakevarijanie sekventc amplikona
(ASV). Zadana fukcija removeBimeraDenove@fpooledime t odom kori gtena j e
kimera, koje su pridonijele 0d,22% do 281% ukupnogbroja sekvenciza uzorke Anocki
zajednicaodnosnou z o r k e i(PzilogoSR. d-linkcijpassignTaxonomigoja primjenjuje
metodunaevnog Bayesovog kIl atksdnoniskutidentifixacijlsvakog gt e n a
ASV-apomoi u baze podataka Sil va (Wahg&ur., 2007; agur i |
Quasti sur., 2013) Nakon stvaranjphylosebjektaiz taksonomske, opisne i ASV matrice
p o mophyloseq paketvl.32.0za R ASV-ovi klasificirani kao kloroplasti ili mitohondriji
suodbal eni iz (McMurdier&j Holimes,a2018) Rijetki ASV-ovi koji nisu bili
zastupljens najmanjgetsekvencu tri uzorka (najmanja eksperimentalna skupina po metodi)
uklonjen su iz daljnjih analizate supreostaliASV-ovi aglomeriran na razimu roda. Skup
podataka zdm o ¢ Xaj@dnicwlodatno je filtriran posebmmaAm o ¢ tak&one kako bi se dobila
i s k| juonjetnovstvorenaajednicabez ikakvih kontaminanata nakon | ega | e
aglomeracija ASWva na razinu obiteljiOvoj e kori gt eno z @moarkal i z u
taksona. Nekolikddmo ¢ k 0 -ova Ki¥sificiranih kao red Bacillales u bazi paat Silva

v138.1, ali bez takspomse identifikacije na razini roda r u lanotirangp ® m oblastn
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(https:/cran.r-project.org

algoritma naNCBI portalukao Bacillus sp (postavkeAquery coverage 100%,-#alue 0.0&
percent i 0, sktadutsaksorio@keji.s@ kbrisio zastvaranjeAn o ¢ kajednie.

S obzirom da sekvenciranje amplikona ne rezultira podjednakim brojem sekvenci u
Ssvim uzorci ma, br oj sekvenci koje su zabilje
direkthom abundamc om pri j e nor mala waaka. e e k o | wegkkli ar i
i stragivanjima u ovakvim slulajevima radi r a
var i j ant iseswiazoniavedu na isguaazinu, odnosstbu k upan br o] zabi
sekvencipo uzorkukoji mora biti prlagt. en naj manj e sekvenciranim
postige nor mal i z acsavljaz n anegupitakrpadatakgMeMiidie & pr e d
Holmes, 2014 U andizi podatakau o v o m i getprindjenjenvkanmpezicijski pristup
(engl.compositional data aadysig (Fermancesi sur.,2014; McMurdie& Holmes, 2014; Gloor
i sur., 2017) Kompozicijska analiza postaje sve popularniji pristlrad ovakwg tipa
podatakau kojem se radiransformacija centriranog logaritamskagjera (clr, englcentered
log-ratio)k 0j a o mo g uld eazv ar adrae fsaek ci j e rel ati vni udj e
direkthomogu usporediii z me L u (Ustimigras& Feodor, 2016; Gloorsur.,2017; Sisk
Hackworth & Kelley, 2020; Harrisoni sur., 2021) Ovakvi skupovi podataka i jesu
kompozicijske prirodeTransformacija centriranog logaritamskog omjera napravljena je prema
ni ge navedenoj Anorcikeb k skuippndajaleR @| @edagariam
omjera svake vrijednosti igeometrijslog srednjakas v i h ol i tangaClr-za t aj
transformiranskuppodatakan a o0 v apostajesdaleinn v a r(Aitehisdn01982; Gloor
i sur.,2017; SiskHackworth& Kelley, 2020)

. T ¢ U ¢
wiaw II%H&HI%

gdje je xi uzorak uskupu podataka,g(x) predstavlja geometrijsksrednjaks vi h ol i t an
sekvencix uzorka,xii je prva vrijednost, &z adnj a v r i jsekdemozastdjuzordki t anj e
(Gloori sur.,2017; SiskHackworth & Kelley, 2020)

FunkcijatransformR paket a microbiome v1.10.0 kori
podataka(Lahti i sur., 2017) Prije logarimiranja uzoraka, ova funkcija uvodi pseudo
vrijednosti umjesto nula u matrici brojnosti AS®va, takve da uzimaninimalne relativhe
brojnostiASV matricepodijeljeres 2.

Kako bi se t e srtaizrl andtodzizolabie®NA na dastav kalterijske
zajednice, proveden@ permutacijska multivarijatna analiza varijance (PERMANOVA) na
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temelju Aitchisonovih udaljenosti programu PRIMER7 (Clarke & Gorley, 2015)
Aitchisonove udaljenosti su zapravo euklidske udaljenosti n&racisformiranom skupu
podataka.U PERMANOVA analzi metoda izolacije DNA je tretna kaofiksni faktor
(postavke A9999 permutations, sums of squares type: Type Il (partial), permutation method:
Unrestricted per nAndeason, 20h7) o o nrtarwa sdtait azba uspor
metoda dizajnirani su u skladu s glavnim eksperimentalnim pitajjidmsngrvenstveno su
se uspor eli v atteaizgavra RORamplifikacijp (8),metock izolacije DNA
temeljere na kitu(K1 1 K2) te biokemijske metock (B1i B3).

Aitchisonowe udaljenosti (Aitchison i sur., 2000 su kor i gt en betai Z a
raznolikosti u pod&zima, analizi glavnih komponenti(PCA, engl. principal component
analysid zao d r e talksonomsl razinu(rod ili obitelj) p o moR paket microViz v0.10
(Gloori sur.,2017; Barnett sur., 2021) Prikaz toplinske karte sastazajednicastvorenje
pomoli u fheamipc2paketagplots v3.1.3 na temelju Aitchisonovih udaljenosti i
Ward.D2 metodeizrade dendrogram#&Warnesi sur., 2022) Za kvalitativne usporedbe
relativnog sastava mikrobne zajednice, broj taksonomskih jedonikazan jekao relativna
brojnosto d r e L e n o (larrtsanilsw.2024) R paket ggplot2 v3.3.5 i patchwork v1.1.2
korigteni su @\ckhany, 2016y RPedetsen|2022)ac i | e

Zausporedbibroja dijelienihASMova i zmelu metoda, Vennovi
su pomol ps Venrfpaketa MieEco v0.9.18 na nefiltriranim i filtriranim skupovima
podatakgRussel, 2022)

2.3. Analiza pikoplanktonske zajednice
2.3.1. Odrelivanj eplabktomskerzajednicep r |olt a gimwedijomp i k o

Svi | | @koptankionske zajednice [cijanobakterije Synechococcus i
Prochlorococcuspikoeukarioti, heterotrofne bakterije, bakterije s visokiiNA, engl. high
nucleicacid contentodnosnan i s ki m sakl@insgekisedingl.NA, engl.low nucleic
acid contenfu k | j ul uj ul i het e(HMF]]o 0 f @éemianod | dgeélat e
stanicamet odom pr ot qGaso& Moirt§aame t2r0ilj56

Ukratko,za br ojanj e autotrofnih stanica korig
glutaraldehidom (fc. 05%), zamrznutih pri temperaturio8 0 AC do anal i ze na
citometru (Beckman Coulter). Autotrofrstanice podijeljene su u skupin®@ynechococcus
Prochlorococcusi pikoeukariotekoji ser az | i kuj u pr ema rasprgen,|

autofluorescencijg a r a k t epigmesadtai uzorke nije bilo potrebnmjetnobojati. Stanice

41



su razlikovangoremac r v e n 0 | emi siji sPtoehlvrodoatusognosnd por o f i |
naran| astoj emisiji s tSgnedhaceccubljmayaukuprabrbjastk oer i t
izragena | e mlidacibtrometsaranjj @eaaut omat sKki Il zr a
trajanju analize (s) i odabranoj brzini protdka ). s

Za odr el i v drojposti hetekotrginihn ebakterija nakon fiksacije uzoraka
formalinom (f.c. 2%) ipohranepri+ 4 AC do citometrijske analiz
obojati DNA bojom SYBR Green | (Molecular Probes INGAD)r azr j elLentg a 1: 1
inkubirati 30 min u mrakuZbog poznatog pologaja ovih ste
citogramu gdje je nasoi X S i g stamita a weedsiiy intenzitet fluorescencije SYBR
Green Imo g u Irazlikgvaiheterotrofne bakterijed ostalihpripadnika mikrobne zajednice
Nakon analize na Cytoflex citometru, brojnostmed a v kabbeoj stanicamL™.

Od rivarje postotka HNA te LNA skupindhet er ot rof ni h bakter
provedeno citometrijskom analizom gdje se razdvajanja s K upi na t emel j i n a
intenzitetima fluorescencije navedenih grup
bakterjee mi t i raj u vel.i I ntenzitetstfanbdAnaiskcenci |
suprotno vrijedi za LNA bakterijgGasol& Mor 8§n,. 2015)

Za odrelivanje brojnost.i HNF u ue@®)ci ma p
i pohranjeninapri+4AC do citometrijske analize, uzor |
Jedan mL uzoraka obojgmbojom SYBR Green | (Molecular Probes INSAD) do kond n o ¢
razr j el e ng irkubitan3D it O thraku prije analizea Cytoflex citometruZbog
poznatog pologaja ovih stanica na dvopar ame
veliline, a na osi y i nt emuaiihgeeazlikdvdti adostaits c e n c i
| e s tNakonaanalize na Cytoflex citometru, brojnosimazilakaobroj stanicanL™.

2.3.2. OdrelLivanje bakterijske proizvodnje

Met oda bakterijske proizvodnje temel]j.i S

radioaktivnog 3Htimidi n a , gdj e se kol jpnrnommorsii mtnead inraa nk
ugralenog r adi,&kaidikao mjera qstatbakieikedopolacijgFuhrman&
Azam, 1982) U uzorke se dodaje poznata koncentracija radioaktivnog timidina koji se
ugraluje u rastuli | anac DNA, a radioaktivni
(TCA) odreluje kolilinu ugralenog radioaktiywv

Ukratko, u prikupljene uzé&e mora volumena 10 mL dodlge radioaktivni timidin (f.

c. 10 nmol) (Amercham, SA 86 Ci mmi) au kontrolne uzorkeparalelno formalin (fc.
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0,5%). Nakon inkubacij& hu mrakupri sobnoj temperaturugradnja radioaktivhog timidina

u uzorcimge zausavljenadodatkom formalina (fc. 05%). Uzorci su potom profiltrira kroz

celulozani t r at ne f i | t2e reem vteelO pus ded Iedenchdadn® TCA

kako bi se ekstrahirala TCAetopljiva frakcija. Nakon stavljanja u scintilacijske posugdice
dodano je 5 mL scintilacijskog koktela (Filtecount TM, Packard) a mj er enj a su i
instrumentu TrCarb 4910 TR, Liquid Scintillation Analyzer (Perkin EImM&AD). Broj

mol ova ugralenog Uxihhhi dizma |l bRt mmolinla sl i j ed:
radioaktivnih raspada u minuti u uzorku i brogdioaktivnih raspada u minuti u kontroli
podijeljena je s umnogkom volumena uzorka (L
timidina (dpmnmot) (1 ,22GQ1fd=pn2) . Pretvorba UT u proizv
kao st L* hY) i z v rugnenmnoag kjoem UT i faktoxad®dkmailyer zi j e
(Krst&Golvill, 2006)

2.3.3. Fluorescencijskan situh i bri di zaci ja kataliziranim tal
FISH, engl. catalyzed reporter deposition fluorescence in situ hybridizafion

U ovom Bt r a g i GARDFISH,i epifluorescentna mikroskopileoristili su seza
odrelivanje broja opl-llDaimsi kut.,2999)t¢ pemajbjnijihnb a E UB
bakerijskih skupinau  mo r s k o nSARLEk @roba $AR11441RMorris i sur., 2002)
Alphaproteobacteria (proba ALF968), Gammaproteobacteria (proba GAMK@apetitor
Bet423 (Manzi sur.,1992), pripadnici koljena CytophagflavobacteriurrBacteroides (proba
CF319a)(Manzi sur.,1996)i klad Roseobactefproba ROS537]Eilersi sur., 2001) Sve
oligonukl eotidne pr ¢lRRna5obb i kiRjiagpgueznl@ata wrikazarje z i mo n
naSlici 2.3, a nukleotidni slijek o r i ¢roamaveten je Tablici 2.2.
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Tablica2.2.Pri kaz DNA pr orwjelem ) tbgnamica u Hbjdizacijskom
puferui volumenom5M NaCh kor i gt enog 4ISHhmetotdeo k ol u CARD

% formamida u Volumen 5M
Oligonukleotidni slijed probe o Tl NaCl u
DNA proba ) . ~ hibridizacijskom
obil jséelBRFENa@a 506 | puferu za
puferu . .
i spirart
EUB 338 KiI 5 @ow gec wee cgt agg wgB 6 55 30
ALF968 5-ggt aag gtt ctg cgc gi8 6 45 160
SAR 11-441R 5-tac agt cat ttt ctt ccc cgax 6 45 160
GAM 42a 5'-gcc ttc cca cat cgi-8' 55 30
CF319a S5-1gg tcc gig fct cag tad' 55 30
ROS 537 5-caa cgc taa ccc cct@ 6 55 30
NON338 5 @ct cct acg gga ggc age’ 55 30

*peroksidaza iz korijena hrena

Primijenjen jestandardni protokol za CAREFISH uz manje izmjen@Pernthéeri sur.,
2002) Nakon fiksacije uzoraka formaldehidom ¢f.2%)i inkubacije sat vremena u mraku,
uzorcisu profiltriranina bi j el im pol i kar bona&t inm (fpirlotmrg reirn
mm, WhatmaRN u ¢ | e p o r -EtEhedT Meack) kojsuodmah nakon filtracije pohrgemi
pri-20AC do daljnjih analiza.

Filteri su kratko uronjeniuotopliena | i ne pr eva Qli%) a gea roszuly e(nfi
37A GOmin nakonl e g a s ulizozimaeentf.ic.l & n img / pril3,7 AIRakon ispiranja
PBSom te inkubacijeu 01 MHCku 10 min pri sobnoj temperatu
(Mili -Q) vodom i apsolutnim etanolom te pahjeni pri-20A Cdo daljnje manipulacije
(uglavhom sutradan) Hibridizacija s HRP obi | prebgnemnotopljenma u
hibridizacijskompuferu 6 00 Ol 5 M NacCl ; 44 Dgd&stran gulfaid, Tr i s/
otopljeno i o hl al e enbistevade iHotmda@ido Wiosdia nd  p/rod uim
bl okirajul eg r eage n bspahranjono nad0 ApBe&ena j@hpiddv ot i r a
A @ mraku Nakon hibridizacijeuzorci su isfraniu puferuza ispiranjetijekom 30 min (500
Ol 5 B EDTA, pH 8 1 mL 1 M Tris/HCI, pH 7.4; 5 M NaCl volumena ovisnog o
koncentraciji formamida u hibbBodiOhasSDSskom p

Za detekciju i p o] #dorasceanrtijaraidu simptfikaaijskam d o d a n
puferu @ ml 10 x PBS; 16 ml 5 M N4 g dkstran sulfaf, pot puno ot opl jeno
+ 4 A @mlblbckingreagessnadopunj eno do 40 mL ri+s4thoOn v o d
uz dodatak 15% H0,,30 minpri3 7 ANCa k on zavr gno-gmiSsmievodamj a P B¢
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i apsolutnim etanolo, filteri sun a k o n s u gid B-glid@nidmd2denilndolom (DAPI,
fc. 1 Og/mL) koristeli 3:1 n'?jegavinu Citiflu
Za procjenu prisutnosti nespecifilnog vez
endogenim enzimima ili aknostima pseudoperoksidazeorig t e npaobaj N©ON338kao
negativna kontrola.
Bakterije su izbrojanena epifluorescentnom mikroskopu Olympus BX51 (najmanje

600 stanica). Brojnost svake bakterijske skupire r a | Kkaoamjer hijrigiziranih stanica

i stanicaobojnih DAPI-jem.

Slika 2.3. Rezultati CARDFISH metode. A) Signali ibridizirane HRP-oligonukleotidne
probe SAR11441R( r ugi | a sza klad BARjl1a B) Signali hibridizirane HRP-
oligonukleotidneprobe EUBI-llla ( r u g i | aza hakterippij @ni t o

2.3.4. IzolacijaD N A, PCR amplifikacija i sekvenciranij

Uzorci su prikuplienk a o gpisano y poglavlj2.1., a izolacija DNAje provedena
prema prethodno opisanom modificicen protokolu DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN)
(metoda pet, Kénceatfagjaii c b i BHRo). @olatima o d r e lse n
spektrofotometromD3 1 ( Denovi x, SAD) pr.ema uputama pr
Izolirana DNA poslana jévrtki Novogene Europe (Cambridge, UK) gdj e j e i zv
PCR amplifikacija, priprem& nj i gni ca te sekvencwi2b0abp)pae upar
u r e Ullamina NovaSeq 60Q0Za amplifikaciju V4V5 hipervarijabilnih regija gena 16S
rRNA korigten | e¥ (BAQIGYGAGCMGSCOQECCATAA)LIDER (5
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3") (Paradai sur., 2016) Phusiof High-Fidelity PCR
Master Mix (New EngindBiolabs SAD) kor i gt en | e 1z anom®dakua mp | i f
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Br oj n e cdkvercipoeunorkliznosiojeod 58138 do 291926 (sred
dev, 134328 N 38181).

235.Bi onformati| ka obr admaekspodanakikositziral ursi
analiza

S obzirom dau trenutkuanalize ovih podatakadada algoritam nije bio potpuno
kompatibilan i prilagolLen =za komosnkM$egau gr eg
(Callahani sur., 2016) za ove podatke dobivene sekvenciranjem 16S rRNA amplikona s
lllumina Novaseq platforme primijenjen peistup temeljen na OT4dvima

Prvotna drada sirovih devenci napravljena jed strane tvrtkéNovogene. Ukratko,
nakon wuklanjanja Wbarik@ptdern & ABH yld.d gatsparnvange
preklopljenih Af or w@Ma gt Salzbeky 20V1¥QtIMEevi.7.09ee kK v e n ¢
primijenjenz a f il triranje g aporasea isuw.i2010apNakon kontralé i t et e
kvalitete, ulsipotre ls5e ebkavzeonmt epodat aka WHMEa v 13E
algoritma v7.0.1001 za detekciju i uklanjanje kiméEalgari sur., 2011) Klasteriranje
sekvenciuOTlbve na temel ju pizva@ e np® Imiogtogransdtparseo d 9 7 %
v7.0.1001(Edgar, 2013)Reprezentativna sekvenca dodijeljena svakom RT&Jr i gt ena | e
dalinutk sonomsku anotaciju s rRNA bazom podat ak
temelji na naivhom Bayesovom klasifikatoqiangi sur., 2007; Schloss sur.,2009) OTU
matrica i dodijeljena taksonomska tabliogedene sw R st ati st i | ki soft
phyl oseq objekta po mdNcMurgied kames, 2013)Nebaktesijgkip v 1 . 3
OTU-ovi klasificirani kao kloroplastili mitohondriji, kao i rijetki OTU-ovi koji su se pojavili
manje od deset puta @jmanje tri uzorkgnajmanja eksperimentalna grupa) od bal| eni S
daljnjih analizaOTU matricak o n ajé mnareficiranana 39680sekvenci po uzorkprema
uzorku s najmamn broems ek venci ) p aarely | even_tleptpakeatai phytseq
(rngseed = 18517,argumentet.seegostavljernza ponovljivost).

Konal ni br oj -owhianosioje 81 iddk jekQoTnUablojrsékvenciznosio
3531520. Za grafil ki pri kaz sjsksonamskpradina kt er i |
korigten | e v3.5@Wakhant, 2086y pl ot 2

Za i zukuprogonp a g e n oaghealnih icbpkeerijskihOTU-ova, Shannonovih
(H") i Pielouovih (J) indeksa raznolikosti na temelueficirane ali netransformirane OTU

matrice  k o r R gakewvapany2é.7(Oksanen sur.,2020)
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Kako bi se odredi topalpajsne | ead-irentaetkiat | st 0 $
obrascima ukupne mikrobne zajednice, provedena je permutacijska multivarijantna analiza
varijance (PERMANOVA) na podatcima dobivenim sekvenciranjem 16S rRNA gena
(Anderson, 2017)PERMANOVA je napravljena n@ray-Curtis udaljenosta rareficiranog i
log(X+1) transformiranog skupa podatakeo r i gt e nj e@RIMER7 safsreaznoan o mo |
A egijomd kao f Psk son[oeimicdrien kaold (0i30ma), L2 (&-50 m), L3
(51-75m)i L4 (76-100m}k ao f akt or o m sedederytard reigm j (eedn g Ilp.ost
0999 permutations, sums of squares tydepe Il (partial) permutation method:
Unrestricted permutation of raw daip (Clarke & Gorley, 205; Anderson, 2017) Uz
PERMANOVA analizy na istom skupu podataka proveden je i PERMDISP test za procjenu
homogenost.i mul tivarijatnih varijanci (9999
rezultat PERMDISR (p < 0,05) ukazuje rmazlikovanje gupa udisperziji (Anderson, 2006).

Za povezivanje promjena u struktumikrobnih zajednica sr a z | ibliiottiirm ki m i
abi otdHl &liilmj mbre nk e im@t ena j e metoda strojnog
neur ons kkeji sesvretdgv@u metodesamoorgan z i r aj u(B@M, emgl. pett
organizing mapnazvanneural gas(NG) (Kohonen, 2013)NGs amo st al ntremrau| enj e
proizvoljan brojp 0 j e d inauaoharzvahi® edi ni ce naj b oBMYseang.poduda
best match uni)s(Martinetz i sur., 1993; Kohonen, 2013)Ovaj algoritam nezahtijeva
prethodno znanj e skupdpodatakh ® gekronske edinrcas hdgse r |
slobodno kreta k r o0z podat kovni prostor, gto NG | ini
anomalija i srednje distribuc(iKohaamen,i z2 O0lad;i
i sur., 2018) NG dgoritam us pj geglnor i gt en u prethoeaani m i
mi krobi ol ogk Goilsyp.2ddt8¢ iidbm 2021) |

Uovomi st r agi enasujduG imadelaetheljerana podatcima CARBFISH
relativnih brojnostj odnosnopodatcimasekvenciranjakoji opisuju bakterijsku zajednicu na
r az| itaksotomskim razinambe | u povezwjkwl s § midbminiZdcii tmiam
izgradnjunavedenih model& o r n j@SO& Toolbox v2.0 za MATLAB(E. Alhoniemi, J.

Himberg, J. Parhankanga& J. Vesanto, Helsinki University of Technology, FEint
http://www.cis.hut.fi/projects/somtoolb®x¥Prvi mode] nazvanCARD-FISH bestmatch units

(CFBMU), k onstruiran je za izdvajanje devet kar
zajednicetemeljenih nabrojnostma gl avni h bakteri CARDFIBH skupi
metodom a drugj nazvan PHYLA best match units (PHBMU), z a izdvajanj e
karakterist |e ndistribucije bakterijskih i arhealnih koljenatemeljenh na podatcima

sekvenciranja 16S gena

47


http://www.cis.hut.fi/projects/somtoolbox

Kako bi sezdvojilo devet o0 d n o sknaor alkettg rrib $ teaddmgl.@irkning
neuronaNG algoritamj e p r o v e dlasulazne podatkdamdCARD-FISH matria
brojnosti ispitivanih bakterijskihgrupad nosno zavr gnu rareficirant
sekvenciranjenza kvantificiranje podatkovnog prostor®@ba NG modela inicijalizirana su

postavljanjem broja epoha treniraigngl.training epocs)na 1 00 0, pol etne vel
(engl.initial step sizgna Q5 i pol et ne k(englaitishdedayeconstanmaldd n j a
u SOM Toolbox v2.0 za MATLAB.

Za sve modelei zr al unat. i su oKk @lhipakemeira(hb i optriolskie c

abioti kz3 odreleni BMU prostor.

2.4. Analiza sastava zajednice aerobnih anoksigenih fototrofa (AAF)

2. 4. 1. Odrelivanje brojnost.i aerobni h anoks
mikroskopijom

Za odrelivanje brojnosti rcAmdrassfikarani ca u
formalinom (f.c. 2%)te nakon inkubacijel hu mrakufiltriranina02 Om pol i kar bon
filterima. Nakon filtracijei s u, §ilernsu abojanip 0 mo4 audisdnidinoc2-fenilindola
(DAPI,f.c . 1 Omgod miLj) e gQintoigf |stabMedtashiell (omjera 3:1)( Ma ¢ 2 n
sur.,2008)

Za odr el i v &AFstanic&kkroa jimgdstni j e epi fl uorescent
BX51 opremljen Ol ympus UPlanSApo 1001/1.40 C
slika (CellSens). Fluorescentneksl su snimljenekamerom XM10l R. Korigtena
epifluorescentna filtera: DAPI, IR i klorofil. Za svaki okvir uzorka, prvo su fotognadidike
pod DAPI ekscitacijom u plavom dijelu spektra, nakon toga slike pod IR ekscitacijom (AAF i
fitoplankton)u infracrvenom dijelu spektrae na kraju autofluorescencija GhlU CellSens
softveru za analizu slika, stvorena je kompozitna slika putem umjetno obojenih prethodno
snimljenihfotografijasa kanala DAPI, IR i Chd( Ma gsturn2006)

Za svaki uzorak fotografirano jed® 12 okvirau sva tri kanala, a izbrojano je 4600
DAPI obojnih stanica. Zbog spektra pigmenta@l gdj e se jedan vrgni
dijelu spektra BChla signab, Chl a signal oduet je od IR slike kako bi se eliminirao
fitoplankton, a dobio neto broj s k | jAAHstanical Vr do |l j a k .Postotakdoroja2 0 2 0)
AAF u ukupnim prokariotima z r a | @ ongetabrgjastanicalR i DAPI kanala
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Ukupna brojnost AAF izragena je kao bro
umnogkom prosjelnog broja stanica po slici

volumenom( Vr do |l j ak .T oFralgt, o r2 0r2i0OK neprerkadgonauli: i zr al unat
(povelanj% dbjxeKtuinwa)arnja povrgina |ijevl

2.4.2. Fluorescencijska in situ hibridizacija u kombinaciji s infracrvenom
epifluorescentnom mikroskopijom (IC-FISH, engl. fluorescencein situ hybridization

infrared epifluorescencdased microscopfFISH-IR))

Kombinacija dviju metoda temeljenih na epifluorescenciji, infracrvene
epifluorescentne mikroskopije i fluorescencijskesitu hibridizacije (FISH),k or i gkzaena | e
simultanu detelciju infracrvenih signala Bcha aerobnih anoksigenih fototrofie signala
dvostr uk o fluorbscenhtih eligomukledtidnih proba, uz manje izmjensferentnog
protokola( Ma g 3un,2 0 0 8 ; K Bssira POIL8) WHratko, nakon fiksacije uzaka
formaldehidom (pH B, f. c. 2%)i inkubacije u mrakuijekom 1h pri sobnoj temperaturi ili
pr eko +#4o | ufrgisu profitriranina bi j el im poli karbonatnim
promiera® Om (47 mkhNu dMhe onradtEhedT Meack)Kilteri suodmah
nakon filtracije pohraminipri-2 0 AC d trandliza. j nj i

Fl uorescentne ol igonukl eoti dne pfrobe |
izotiocijanatom (FITC) na 5' i 3' krajevima probk oj e su S prazedef i | ne
Alphaproteobacteria (ALF968), Gammaproteobacteria (GAM42a)kléel Roseobacter
(ROS537),hibridiziranesus uzor ci ma pri B (& A @5% formaenkloum 150
hibridizacijskom puferu za probu ALF968 i 55fdrmamidaza probe GAM42a i ROS37)

(Manzi sur.,1992; Eilerd sur.,2001) Oligonukleotidni slijegrobiisti je kao za&LARD-FISH
metodu Tablica2.2).

Nakon hibridizacije, uzorcsuisprani puferom za ispiranje i sterilnom deioniziranom
vodom a nikad alkoholom zbog razgradnje Bel{ K a s ailsur.c2@1B)Nakon sugenj
filteri su obojani4',6-diamidino2-fenilindolom (DAPI,f.c . 1 Og/ mL) kori stel i
CitifluorE AFZ2 . StaniceVsa cizbrajank ip ® Ima [Olympus BX51
epifluorescentnog mikroskoparoge ml j enog Ol ympus UPIl anSApo 10(
IR objektivom i CellSens softverom za analizu slika. Zbog brzog izbjeljivanja
autofluorescencije Bchla, primijenjena sul| et i r i kompl et a epi fl uc

redoslijedomkanala IR, FITC, DAPI i (hl a te se nakon snimanja fotografija napravila
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kompozitna slikaSignalChl a oduzet je ofR signala kako bi se doblo o n anétmhroj AA-

stanica po mililitru( i zr al unat k a4l),i iustpwvgleanelrsjgoale et e k t
hibridiziranh fluorescentith proba za svaku AR stanicuu FITC kanalu Za svaki uzorak

snimljeno je ianaliziranolO do 12 okvira (400 do 600 DAPI obojenih stanica)svaki kanal
nasumi | no odabrani h ®rimearezaltataC-FIEH metdderikazana f i | t
je naSlici 24.

IR DAPI Chla FITC

Slika 2.4. RezultatilC-FISH metodes prikazoml et i r i kompl eta eepi fl uol
jedan okvir. RedomAAF stanicd fitoplankton u infracrvenom dijelu spektfr), bakterijske

stanice obojane DARiojom, autofluorescencijéitoplanktona gignalChl a) te fluorescentni

signal probe GAM42a.

2.4.3. Izolacija DNA, amplifikacija pufMge na i proligliavanje PCR a

Kao gt o |jopisaporuedglavhad nnerska voda za anaBDNA prikupljena
je Niskinovim crpcem tepredfiitri r ana kr oz pil@ankvehs2koun@mr pgr ¢
Volumeni mora odl do 2 L vakuumskisu profiltrirani na brodu kroz polietersulfonske
membranske filtere e | i | i G2e2 plomr a( PE S, promjer 47 mm, Fi
Filteri supotom odmatzamrznutuy t ek ui em du@i80AIC pdohdahj aepe

Za izol aciju DNA PNeasyBawerWater Kot (QiAGENIrémac i r a n i
poglaviju2.224.budul i d a s uizolacijeDNA konvpnecidnalranagrotokolom
temeljenm nafenolu/kloroformu/izoamilur e zul t i ral i neuspj @eghi m PCF
genau o0 k o | iugorcimanUkratko, PES filteri su prerezani na p&éana manje komade
steriliziranim skalpelom i stavljenitubicevolumenal,5 mL i spunj ene ker ami |
(MagNA LyserGr een Beads, Roche, Gvicarska), nako.l
filtera MagNALyser instrumentom, dva puta po 20 sekundi na 9000 RCF. Nakon
homogenizacijetubicesu centrifugiranelmina 5600 RCF. Supernatant
tubicu a protoko | je izveden pr e madKargkau8 auck-Spart o i z v o L
Protocofi. DNA jek o n adluitanaskolones35 OL ot opi ne EB.
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UkupnagenomskaDNA je kvantificiranate suomjeri apsorbanajA260/A280 kao i
A260/A230 izmjerenk or i gt e nj e mtraDBld kDemowxf SAD)o m

Kako bi se analizirao sastav zajedniceFAprovedena j CRamplifikacijapufM gena
(velae | amplikona ~2014 bp) k @rair @t e npj oelbmiFE n ( & &l
GGNAAYYTNTWYTAYAAYCCNTTYCA) i WA W( -BYWGCRAACCACCANGCCCA)
( B ®ijsur., 2002; Yutini sur.,2 005 ; F e sus, ROR1) B € | SuU uzorci umr
triplikatima, pri | emu | e mjese zaGuakizorlas lkadir jgaFa D& Q3
High-Fidelity 2X Master Mixa (New Enghnd Biolabs, SAD), 25 OL esyp@ak et ni c e
konal noj koobc érvit, r 2ckédjpa( DA Nng/ OL, konal na masa
20 ng) i 8 OL s tza betireakcijenoldie dezshju&dehli : p ol
pi9 8 AC tijekom 30 s, nak amplfikacijgpsi9 8 ACusi j ¢ edml
58AC tijekom 30 s i ®n2eloAgacijomdj2mik @imi 2AC € T18€ 0k
termalni cikler Biorad, SAD).Amplikoni su vizualizirani elektroforezom na agaroznom gelu
(2,0%). Triplikati su ujedinjeni u jedan uzorakpir ol i gl eni i Xkorpgtempenq
Wi zzard SV Gel [ PCR clean sustava.Naken o me g a
prdlaivianj a, kegahtifikpcgad DSI1h spgkteofotometrom (Denovix, SAD).
Pripremuk n j i isekveocianje amplikonaparenihkrajev@ 21 250 bp) na 111 un

u i z vATheiGenonjics Core Facility Universitat Pompeu Féhpra Bar ce |l oka.a, Gp a

2. 4. 5. Bi oinformatika, izralun raznoli kosti

Ukupnoje dobiveno7823083sirovih sekvenchakon sekvenciranja nbumina Miseq
ur e L Kvpliteta sirovihAf o r wa Ardedv e sekvendi ispitana jpomol u progr ar
FastQC v0.1 . 9 . Nakon wukl anjanj a adaedstargengao mo ibuar k o
programecutadapt v4.IMartin, 2011) Dal jnj a obrada podataka pr
softveru v42.2 p o mo | u dpdadvEk16.8(Callahani sur., 2016) Ukratko, funkcipm
filterandTrim (postavkeparameara: AtruncLen = ¢(200, 200), maxN = 0, maxEE = ¢ (2, 2),
truncQ = 2, rm.phix = TRUB) uklonenesu sekvence rubovi sekvencip r o s jkwalitete e
Q<30 Nakonprovedbeadadaalgoritma,preklopljeni swupareni krajevi sekvente je kreirana
tablica varijarti sekven¢ amplikona (ASV).Funkcija removeBimeraDenove Ap o o | e d 0
metodom kori gtena | e 2za nukdprea58% spojgnik sekvénone r a ,
Metoda naivnog Bayesovog klasifikatof&@/ang i sur.,, 2007) k or i gt e dodjeluj e Z a
taksonomije funkcijomassignTaxonomyldentifikacija je napravljena na temelfo danas

najpotpunig taksonomske baze podataka AAF zajednia koja je nastala kao rezultat
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dugogodi gnj-i §t za@ins d dkleinlma nsaapduiijaekvelcsiijthovu
taksononju (Villena-Alemanyi sur., 2023).

Zbog visokog wudjela neklasificiranih sek
uzorcima) nakon dada taksonomske anotacije, dodatno je provedena filogenetska analiza
neklasificiranih ASVova ASV-0 Vv i koj i Su poksasekVencamadzdhaze por a
(engl alignmen} uklonjenisuiz daljnje analizgVillena-Alemanyi sur., 2023). Sekvence
proteinaporavnatesu p o mogdrogramaMAFFT v7.453 parametri:-- maxiterate 1000
localpair) (Katoh & Standey, 2013) Stablo maksimalne vjerojatnosti (enghaximum
likelihood tre¢ napr avl j en @rogiamalQkKTREE 2 Miehn jsue.,n2020) s
ukl j ul autematekim odabirom modelau z pomol Modelginder m a
(Kalyaanamoorthyi sur., 2017) i 1000 iteracija ultrabrzogbootstrapping ponovnog
uzorkovanja sa zamjenos1000 ciklusa SHLRT testiranjgparametri-alrt 1000-B 1000
(Hoang i sur., 2018) Konal na ppM makleatidandoavena su povratnim
prevolenjem por av rpeogrgmarimAlr(@apedaGu a i @sumz0&o)

The Evolutionary Placemeatgoritam v03.5(Barbera sur.,2019)kor i gt en j e za po
ASV-ova u filogenetsko stabloprogramGappa/Czechi sur.,2020)za taksonomsku dodjelu

ASV-a prema nj i hpuMdm | poogleneajstk oun st abl u s prag
50%. Ovako dobivena taksonomska dodjela ASVa kori gtena je kao ta
za daljnu analizu.

Nakon ujedinjavanja podataka @aksonomkom statusyz na | aj k ii mairizeo r a k a
brojnosti svinASV-ovap o m oR pakeaphyloseq v1.32.Gjjetki ASV-ovi koji suse pojauli
manje od 2 puta u najmanje 5% uzoraka kao i uzorci s neprihvatljivo nigkipnimbrojem
sekvencil N<2 00 0) suis dalnje arlalee (McMurdie & Holmes, 2013) Konal no,
bi oi nf or ma rezultiralaje sa 664 jedingtaem ASV-om u 81 uzorku(medijan
58227, miimum 2039, makenum 325210)

Relativnudjeliodr eLenog t ad&®damdairadal ruazoirrcii ma su ¢
pri kazani R pakehgggai2es3.58Viokham, 2016)

Kao (tve lsppreenuto, td u | i da &ako se poddcir dabiveni
sekvenciranjemzajednice mikrobioma kompozicijske prirode (Gloor i sur., 2017; Sisk
Hackworth & Kelley, 202Q)provedena je transformacig@entriranoglogaritamskog omjera
(cIr, engl centered logatio) r a | u m gajitreaomjera svake vrijednosti geometrijskog
srednjakas vi h ol i t a Bkj(Aitchizoa i stir.a3000 premar formulinavedenoju

poglaviju 224. Tr ansf or maci ja | e wnrkqgje tansfom&npaketak or i gt
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microbiomev1.10.0s prethalno uvedenim pseudobrojevima (minimalna relativha brojnost
podijeljena s dva) umjesto nula u ASV matficahtii sur.,2017)

Kako bi seodredilopost oj e | i statisti| kvremenskim| aj ne
obrascima AAF zajednice, provedena je permutacijska multivarijantnazanadirijance
(PERMANOVA)(Anderson, 2017) PERMANOVA je napravljena na Aitchisonovim
udaljenostimak or i gt enj ePRIMBR7sgs aman cAmé giij omd kao f i
faktorima tefs | o j[defmitanim kao L1 (680 m), L2 (3150 m), L3 (5275 m) i L4 (76100
m)] kao faktoren s mj e gt enestedhunteem @ lgi | e 0 AP9PLpermEatidns :
sums of squares typ&ype Il (conditional) permutation method: Unrestricted permutation of
raw datad) (Clarke& Gorley, 2015Anderson, 2017)PCA na Aitchisonovim udaljenostima
generira@a je na temeljuclr-transformiranih vrijednosti na razini roda gamjenomnula
pseudevrijednostimap o moR pake& microViz v0.10 Naistom skupu podataka proveden
je i PERMDISP tes{9999 permutacija, odstupanja od centroi@a)derson, 2006).

Poddci o apsdutnoj brojnosti AAFteu d j e | i specifilnih bakter

IC-FISH metodomtransformirani su kvadratnim korijenom. Stvoierordinacijski dijagram
nemetril kog Vi gedi meMDS3, i engh adn-metriy multikimdnsionad nj a
scaling temeljenna BrayCurtisovim udaljenostimdransformiranih podatak&ako bi se
vizualizirale sezonalnerazlike uudjelima IC-FISH grupa.PERMANOVAj e korea gt ena

testiranjez nal ay mloe n i h postavkeAI9I0 pernfutations, sums of squares type:

(

Type Il (conditional) permutation method: Unregjtericted

PERMDISP testza homogenost multivarijatnih varijan¢9999 permutacija, odstupanod
centroida)

Umj et na n e uodoosnsnkeural gas{N& Yalgoritamnenadziranog strojnog
u | emapravljene na clrtransformiranomskuppuMp odat aka za procj enu
AAFobrazaca povezani hiabi otdr bK@immdni dMaeiiteizd &« i m
i sur.,1993) Dva NG modela napravljena su na dva odvojensrafrsformirana skuppufv
podataka: jedan je proveden na skupu podgpalRd sekvenciaglomerranih na razinu reda
(engl.order) te potom chtransformiranih, a drugi na skupu podataka aglomeriranih na razinu
roda (englgenus te clrtransformiranihOvi su podgc i k o r kv@gntifieiranje postora
podataka za stvaranfgedinica najboljeg pad d a r aBMU aeagl.best match uni}s Oba
NG modela inicijalizirana su postavljanjem broja epoha trenir@mjgl.training epochyna
1000, pol et ne05Yead.inital step sizgior mi&klaet ne kodS5tante
(engl.initial decay constantu SOM Toolbox v2.0 za MATLAB(E. Alhoniemi, J. Himberg,
J. Parhankangas,& J. Vesanto, Helsinki University of Technology, Fialnd:
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http://www.cis.hut.fi/projects/somtoolbdpxZa oba model a, ek @t iolg Kii i

| i mbarmrirail unat i Ssu kao pros8MEpgrosterZbogj sdmndnt j
taksonomskih rama, za NG model temeljen na redovima dodatnb gur a|l unatiC sr edr
FISH vrijednosti, a za NG model temeljen na rodovima r al unat i s wlfai pros

raznolikosti (brojASV-ova te Shannonovi i Pielowui indeksiraznolikost).

Za potrebe procjee alfa raznolikostfi zr al una 1 nd ek sapravienager a z n o |
rarefakcija podatakh u d u [ i da su veliline knjignica bil
opi san kompozicijski pristup anali ziostpodat ak

izgradnju NG modelanauMs k upu podataka, kao Gtoarisgre pr ed|
2017) Rarefakcijan a v e | i | egmihroja sekvgnen@omzikm napravijengek or i gt enj e m
funkcije rarefy_even_depthz R paketa phylose@onavljanim poduzorkovanjenfprag
rarefakcije=2000, broj ponavljanja poduzorkovarja00. Iz ponavljanih poduzorkovanja
pomolu R paketa vegan \bjaASV-dva, ShanrmoroV (Hh a t j e

Pielouov (J ') indeksaznolikosti(Oksanen sur.,2020)

2.5. Dostupnost podataka

Sve sirove sekvence zajedno s metapoia 0 uzorcima su pohranjenNCBI SRA
(Sequence Read Archive) lhapodataka ijavno su dostupe pod brojem BioProject
PRJINA912619

Rezul tati sekvenciranja 16S rRNA gena u:
metada DNA izolacije su dostupni pod pristupnim brojevim&AMN32769568
SAMN32769624 Rezultat.i sekvenciranja 16S rRNA ¢
jednogodi gnj i m terenskim i stragivanjem su
SAMN32245823SAMN3224591] a ezultati sekvenciranpuM gena okol i gni h uz
dostupni pod pristupnim brojevim&AMN37596707SAMN37596796
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3. REZULTATI

31Procjena metoda izolacije DNA na wuzo

Pet protokola izolacije DNA (tri temeljama biokemijskplizi stanica: B1, B2, B3 te
dvatemeljenaakitu: K1, K2)iizravn#® CR ampl i fi kaci ja (P) testir
zajednices a | 1 n jigima@njeradie v e t mor ski h bakterijskih v
akseni |l nih I kultare: a Byseshoco¢cusisgy Roseovarius  tolerans
FlavobacteriaceagBacillus sp, Pseudoalteromonas undinsljcrobacterium sp.Vibrio sp,

Erythrobacter spi Glaciecola sp

3.1.1. Prinosi DNA i rezultatiizravnogPCRa na uzor ci ma Amockfi zaj e

Sve metodé&olacijee val ui r ane u rezultoate susPNAkajadse magla j u
spektrofotometrijski kvantificirati Svi su uzorci imali priret | j i vu | i st ol u DNy
uspj egne P CREleatnofpréza U agakoanom gela ukupne izolirane genomske DNA
pokazalaje da je izoliranaDNA dobivenaprotokolima B1l, B2 i B3cjelovita i visoke
mo | e k ul a,daok razmez@nglsmeaj primije | en za DNA dobivenu p
i K2 (poddci nisu prikazani).

Nisuzabil pegensestil ki znal| BDNAne med ol ipkea v apl
metodaizolacijei s pi ti vani h na A mdallikoftest, hifvasirdtr 20889, ( Kr u s
df = 4, pvrijednost = (6597).0p | eni t o, rpajimigiel gmin®ssi za me
temel jene na DNeasy Power Water Kitu s tender
B3 (Slika 3.1,Tablica 3.1).)Na t emel j u ni z a B4 pratgkelpokakao jer i j e d |
naj vuejileud n ad peongolseedu dobi venog prinosa DNA, do

uzorcima uol emlkala met odu B2 (
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Mock zajednica
8 -
! I

| —|

61 , |

54 73 |

o1

34 ®
Uzorci mora 2020.
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100 4
504 ==

==

Uzorci mora 2022,
o
25
=
154
—]

Koncentracije DNA [ng/pL]

0] ma—
Bi B2 B3 KI K2
Slika 3.1.Prinos(koncentracijan g /) @akonizolacija DNAr az | i | i t iizuzonakat o d a ma

Anoc k 0 zaj edn prikuplienhi 20200 r 2022. godine B1: standrdna
fenol/kloroform/izoamilizolacija, B2 i B3: izopropanol i etanol precipitacija, K1.: DNeasy
PowerWater Kit (QIAGEN), K2: modificirani DNeasy PowerWater Kit (QIAGENIetoda

K2 nije testirana na uzorcima prikupljenird@20. godine.

Listole izoliranih DNA, omjeri aps8yrbanci
odnosno nigi za OmMeegd2é0d ARVOZ @xURP|j ego up IP
amplifikaciju (Tablica 3.1) . Uma 1 8 pbnjmenga v e d e

umnaganjem 16S rRNA gena

Gt o szeavnbgPCRa (P), iako jeza amplifikaciju 16SrRNAjenak or i gt en s an
1 OL pufera za lizu koji j e sadmnagravfemeo DNA
triplikatu za svaku teeoptimizdcija teakcij@ rpje bilakpotredma | e s u
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Tablica 3.1 Koncentracije DNA( n g /p®uizdrkus prikazanimpr osj el nim vrij ed
standardnom devijacijom za svaku metodu izolacije te omjeri apsorbaAdp0/280 i
A260/230.B1: standardna fenol/klooform/izoamilizolacija B2 i B3: izopropanol i etanol
precipitacija, K1: DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN), KRBodificirani DNeasy PowerWater

Kit (QIAGEN). Z a wlurgen elucipe/ispiranja bio jelie n t Zza kva metode i iznosio je

350L .

Prosj el
ID ) . Koncentracije koncentracija Standardna
uzorka Metoda izolacije DNA (ng DNApo metodi devijaciia A260/280 A260/230
(ng/ OL)
UZORCI AMOCKO ZAJEDNI CE
1-16S K2 3,95 4,85 1,56 2,1 0,121
2-16S K2 6,65 3,4 0,05
3-16S K2 3,95 2,3 0,13
4-16S K1 3,85 5,52 1,44 2,3 0,21
5-16S K1 6,4 2,6 0,07
6-16S K1 6,3 2,571 0,062
8-16S Bl 7,2 6,44 1,00 4,1 0,08
9-16S Bl 6,85 34 0,11
10-16S Bl 6,65 3.8 0,1
11-16S Bl 6,8 29 0,11
23-16S Bl 4,678 3,13 0,17
12-16S B2 6,9 5,89 1,76 3,26 0,08
13-16S B2 75 2,52 0,127
14-16S B2 55 1,9 0,144
1516S B2 7,7 3,6 0,44
24-16S B2 4,146 3,06 0,172
25-16S B2 3,573 39 0,104
16-16S B3 7,95 6,12 1,74 3,7 0,096
17-16S B3 7,35 31 0,23
18-16S B3 6,55 2,65 0,18
19-16S B3 55 3,01 0,47
26-16S B3 6,34 291 0,26
27-16S B3 3 2,71 0,31
UZORCI MORA 1Z 2022 . GODINE

29-16S K1 6,8 1022 2,96 1,789 0,925
30-16S K1 12,05 2,042 0,115
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31-16S K1 118 1,86 0,268
32-16S K2 6,9 8,20 2,17 1,76 0,715
33-16S K2 7 18 0,296
34-16S K2 10,7 1,981 0,169
35-16S Bl 23,95 28,78 4,68 1,988 2,325
36-16S Bl 291 1914 1,83
37-16S Bl 333 1,947 1,903
38-16S B2 232 16,95 6,04 1617 1,805
39-16S B2 16,5 1,634 1,976
40-16S B2 11,15 1,828 0,746
41-16S B3 11,642 11,96 1,50 1,642 1,705
42-16S B3 136 1,732 1,609
43-16S B3 10,65 1,7 1,127
UZORCI MORA 1Z 2020 . GODINE
1 Bl 13,300 2912 16,38 1,834 2,031
2 Bl 46,000 2,135 2,7
3 Bl 28,050 1,962 2,892
4 B3 51,05 58,20 10,11 2 2
5 B2 1215 12963 11,49 2 2,6
6 B3 65,35 2 19
7 B2 137,75 2 2,3
8 K1 5,85 3,38 2,14 39 0,047
9 K1 21 17 0,3
10 K1 2,2 19 0,173

3.1.2. Rezultati sekvenciranja amplikona V4V5 hipervarijabilnih regija 16S rRNA gena

Naj vseednji brojsekvencid obi ven sekvenciranjem na Mi
naj vel om v ameiljua bu 2 maotw)iil Inga eag reetodu P(17714233 N SD
22588466), a slijede sumetode K1 i K2 (1324681 SD 9509078, odnosno 1148567 NSD
2911705 ) . Pr o sgelwvdneiza mdtodeo B2 i B3znosio je 43789N SD 3770448,
odnosno 825980 N SD 10421649. Na j n srajirde vrijednosti dobivenih sekvenci
zabiljegene su za met o8uNSB 4599), gdiegedjedanauzorak i j e d
o d b a % dalmjih analiza jer jéroj sekvenci bio neprihvatljivo maléB48) Prilog SJ.

58



3.1.3. Sastav Amockid zajednice

U svim uzorcimgsve metodézolacije DNA i izravni PCR umjetno stvorend mo ¢ k fi
zajednicd ol no definiranog kvsastavat sapj enpalgi B ukyamit i
dodani prokarioti na razini rodaMe L ut i m, ot kr i v enecijansagdnosno br oj n
kontaminantntaksonis peci f i | ni za (Slika8B.u metodol ogi ju

Bi oi nf orbomatdial pao daat ak a r e zm ddtukupna 6786 ASVe z a v
ova, od kojih je 140 imalo taksonomsku anot a
odn o s i ciljazimeetiljanih taksonadnosnoASV-ova, nakon filtriranja rijetkin ASY
ovadaljnje suanalizeprimijenjene na dva skupgsodataka:

1) prvi podskup ukljulivao je iskljulivo
obitelji, naziva Acore mockd (N = 9)

2) kompletan skup podataka aglomeriran na razinu roda (N = 52).

Potrebno je naglasiti da podskup podataka filtriransarao Amoc ki t aksone |
tek docj el okupnog s et potengijalmbabgh kuaijeti ngdbshedndsii u
kompozicijskojanalizi (Gloor i sur., 2017) no navedeni podskup predstavlja glavne, ciljane

taksone koje jbilopot rebno proul i ti i zolirano od ost al
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Glaciecola
Tenacibaculum
Marinobacter
Vibrio

Roseovarius
Unclassified
Hyphomonas
Mf105b01

SM1A02
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia
Erythrobacter
Synechococcus CC9902
Bacillus
Pseudoalteromonas
Microbacterium
Roseitalea
Oceanicaulis
Cutibacterium
Muricauda
Seohaeicola
Labrenzia
Unclassified
Staphylococcus
Gracilimonas
Sphingorhabdus
Thalassobaculum
Enhydrobacter
Lentilitoribacter
Methylophaga
Unclassified
Thalassococcus
Unclassified
Flavobacterium
Clade la
Ascidiaceihabitans
Unclassified
Stenotrophomonas
Streptococcus
Salinisphaera
Prauserella
Klebsiella

Ottowia
Corynebacterium
Unclassified
Nitratireductor

Cloacibacterium
Reyranella
Alteribacillus
= Xanthomonas
Sphingobium
= Phenylobacterium

M AN MAN [9V] AN ™ @ N O NMA QA
PRl alllrnldad

Slika 3.2. Prikaz sastava ukupnd mo ¢ k i ena jragid rodaputem toplinske karte.
Hijerarhijsko klasteriranje je napravljeno na Aitchisonovim jetastima a dendrogram

Ward. D2metodom aglomeracijddodan  pr i padni ci AmockfA zajedni
bojom. B1: standardna fenol/kloroform/izoamiizolacija B2 i B3: izopropanol i etanol
precipitacija, K1: DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN), K2: modificirani DNeasy PowerWater

Kit (QIAGEN), P:izravni PCR, Plahum Universal Master Mix (Invitrogen)

Aglomeracija podataka na razinu obitelji bila je neophodna za prikazdsdanih
bakterijskih skupinkaojed nst vene cj el i.nel aAkvmo cskui zajj eedinn ale
izol ati pomijegdaombmjaiuofl Eld%.pk b mi | ¢ bead agike
u njihovoj relativnojprojnostidobivenoj nakon sekvenciranjarojnosti suis | i ddstupalea
sve metode (Slika 3.3 A).

Relativniudio ostalilineciljanih taksona kretao se od 4 do 38% po uzorku nsamgijm
prosjelnim doprinosom zal%) § eqearipmbigimelinzrm
doprinosonza metodu K2 temeljenu na kitu (220).
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Opl eni t o ,brojmostilbakterijeMitrebacterium spbi | e suw svinaj vi ge
ispitivanim metodamad o mi nisraasjitudlviom Amockfd =zaj ednice s
br oj rod 8§3i13%. Erythrobacteri Synechococcubili su tek neznatno prezastupljeni.
Bacillus je bio neznatno prezastupljenmetodiB1 i podzastupljeu metodam&1, K2 i P.

Vibrio, PseudoalteromonaspReovarius Glaciecolabili su podzastupljeni u svimetodama
izolacije i izravhom PCRiI (Slika 3.3 A. Flavobacteriaceaesu bile najslabije zastupljene u
svim uzorcima za sve metode.

U proulavanju sastava samo Auvobitd ki ,t aikod eemse
su sl i | nSlika 8.8 B,agslje je Microbacterium sp.(obitelj Microbacteriaceae)
dominirao zajednicom, pripadnici obiteljiFlavobacteriaceasu bii hajmanje zastupljen

Hijerarhijsko klasteriranjeizoraka po metodi izolacije DNAokazalo jegrupiranje
biokemijskih B1/B2/B3 metodali ne u zasebnijedinstveni klasterDva uzorka metoda B1 i
B3 jasno su odvojena od ostatka. Met&@a(modificirani PowerWater Kit)zdvojera je kao
jedinstvenagrupa zajednos jednim K1 uzorkom. Izratn P CR ( P) smjegten

jedinstvenu skupinuSlika 3.3 B.
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A)

K2 B

Relativna abundancija (%)

| |

ml e . il

I |-=1

I — l i'
T T T T

Uzorci

Eamil Alteromonadaceae . Cyanobiaceae . Microbacteriaceae Pseudoalteromonadaceae . Sphingomonadaceae
ami
¥ . Bacillaceae . Flavobacteriaceae . Other ﬁ Rhodobacteraceae Vibrionaceae

(B)

e |

2 0 2
CLR
o
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII Sphingomonadaceae
RRRRRAARRAARNNACHAARHARRR oremovecss
RRRRRAARNAA NN RN NRE eecocee
II IIIIIIII.IIIIIIIIII'II Rhodobacteraceae

|: I Alteromonadaceae

Flavobacteriaceae

Pseudoalteromonadaceae

Microbacteriaceae

Vibrionaceae

Slika 3.3.A) Stupl asti di j abrojrmstii | pmokazAmoeKkmtzzaipn
razini obitelji, g dj enecljamdtasgne.rBPjr a k AQt sarsi ap @ ¢
mockfA zajednice na razini obitel jiranjepaut em t
napravljeno na Aitchisonovim atjenostina, a dendrograard. D2metodom aglomeracije.

B1: stancardna fenol/kloroform/izoamikolacija B2 i B3: izopropanol i etanol precipitacija,

K1: DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN), K2: modificirani DNeasy RowWater Kit

(QIAGEN), P:izravni PCR, Platinum Universal Master Mix (Invitrogen)
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Grupiranjeme Lu met odama wo |j lejakbnP@A@nalizepodatakan za

cillaneA mo ¢ k i dglankesrane rea razinu obiteflika 3.4A). Uzorci izolirani metodom

K2 grupirani su zajedno, dok métateUzad imimaai v el a

met odama B2 i B3 opienito su gumneikani Szaij it
znal ajnosti usporedbi sastava zajednica 1 zn
PERMANOVE i prikazanesu u Tablici 3.2 Oplienito, razli ke uol
izolacijefizcavnom PCRi u Acore mockfA zajednici -AFile su
42468, p=0M 00 1) . Uzimajuii u obzir [ kont ami nantr
(i zravni PCR) se odvojio u veladiranimejogomkK2 od os
zadrgali-gsvuej rhbhhiskbol ogaj blizu uzond8ka izol
B3 protokoli temeljeni na biokemijskoj 1|izi

mocki zajednicom, rezudu ada PERMANIOVEL ptoik=atzia
U ukupnom sastavu AmockfiAi =zajednice izmelu
1,9394, p=00002).

Ono gto je wuoleno na oba skupa podat aka
temeljenih na al @ gmEoprgpm ol om i et an oddrmmosnoB8)iu ndnesii ma B 2
standardnu metodui z ol ac i | e ferholkiorofgrm/ieoamile@lkohola (B1 naspram
B2/B3). Suprotno biokemijskim metodama, one temeljene na kitu te izravhoruPGRa | aj n o
suseme L u s @dikovale(Tablica 3.2)

Prikaz rezultatd?CA analize u obliku biplotaugerira da je glavni taksamdgovoran
za razdvajanje biokemijskih metoda B1/B2/B3 upraBacillus u z znal aj an docrg
kontaminantnih taksona. Na primieBur khol deri aiT Cabal FHaemnj@@ni al Paé
detektirana metodom P (izravni PCR) , gto | e
ostalih (Slika 3.4 B) Navedeno Dbi mogl o upulivati na pr
uzorcima u laboratorijuMetoda izravhog PCR t r aj e s v ezgrnaa |2a jsnaot ak r atl o
protokola temeljenih na biokemijskoj lizi stanicaji traju i dodvadanseo bu hvalil aj u br c
korake manipulacije uzorcima

Neciljana bakterijaBur khol der i a1 Cabal | emjo onesenaPar ab u
uzorkeu pot r e b o m n Huaakesse neipojavijejinrezkltatima izravnog PCR, dok

se svi dodani pripadni ci Amockfi zajednice po
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(A) (B)

"core mock" zajednica

Bacillaceae [ﬂ/anobiaceae ' '

Ukupna "mock" zajednica

1.0
Rhizobiaceae Family
2
— 05 —
X R
(V)_ -~
N~ {g]
acte!ﬁe
o 0.0 = 0
N N
SF/avobacre aceae 8
hingomonadaceae
-0.5
\ -2
Vibrionaceae
1.0 ﬂ Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia .
B1
-1.0 -0.5 1.0 -2 0 2
PC1[17.5%] O s2

PC1 [40.1%]

25 samples & 9 taxa (Family). PCA tax_transform=clr

\. D K1
(C) Uzorci mora 2020. godine (D) Uzorci mora 2022. godine % .

P
. Limnoggag v

1

25 samples & 51 taxa (Genus). PCA tax_transform=clr D B3

Erythro Xer SARB86 glade Family
3%4 awjg;Paraburkltolderia

PC2 [13.3%]
: oy}
g
Fd
3
&
ﬁ

Pseudoalteromonas hgcl:ll:g:
-2
-3 A
-2 0 2 4 -3 -2 -1 0 1 2
PC1 [61.6%] PC1 [25.6%]

13 samples & 138 taxa (Genus). PCA tax_transform=clr 17 samples & 62 taxa (Genus). PCA tax_transform=clr

Slika 3.4.Biplot prikazrezultataanaliz glavnih komponent{PCA, engl.principal component
analysig na Aitchisonovim udaljenostima. Malje linije vektorapr ed st avl j aj u naj

taksone koji uzrokuju grupiranjme L u  u zA)Accoirnea moc ko zaj ednica &

razinu obiteljil i skl j ul i v oBakupnphamé k ® akasjomdni ca agl ome
roda(cijeli skup podataka) C) O koccilmorg prikupljeni 2020. godine aglomerirani na
razinu roda poslije uklanjanja rijetkin AS8a; D)Ok ol i gni uzor ci mora p

godine aglomerirani na razinu roda poslije uklanjanja rijetkinh AS". Metode su prikazane
odr e L amakommi bjom B1l: standardna fenol/kloroform/izoamiizolacija B2 i B3:
izopropanol i etanol precipitacija, K1: DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN), K2: modificirani
DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN), Fzravni PCR, Platinum Universal Master Mix

(Invitrogen)
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Tablica 3.2. Rezultati grmutacijsle multivarijatne analiz varijance (PERMANOVA) na

temelju Aitchisonovih udaljenosti Us por el eni su sastavi Amocki

i zmelu pet razlilitih met od aa Bil:zstahdadna j e DN
fenol/kloroform/izoamilizolacija, B2 i B3: izopropanol i etanol precipitacija, K1: DNeasy
PowerWater Kit (QIAGEN), K2modificirani DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN), Rravni

PCR, Platinum Universal Master Mix (Invitroge@vjezdicoms u 0 z n-arijegnaosdé< p

0,05.

PERMANOVA (Acore mocko, razina obit

Jedinstvene

Usporedba Izvor df SS MS PseudeF P(perm) permutacije
Metoda 5 20,094 4,0188 4,2468 0,0001* 9906
(B2)v(B3) Cc1 1 043299 0,43299 0,54087 0,6746 462
(B1)v(B2,B3) c2 11,7692 1,7692 2,1648 0,0761 1805
(P)v(B1,B2,B3) C3 1 6,2517 6,2517 6,6859 0,0023* 968
(K1,K2)v(B1,B2,B3) C4 1 8,1637 8,1637 7,6503 0,0003* 9298
(K1,K2)v(P) C5 1 5,8656 5,8656 3,796 0,0597 84

Res 19 17,98 0,94632
Total 24 38,074

PERMANOVA (filtrirana Amocko zajednica

Usporedba Izvor df SS MS PseudeF P(perm) ;:?ri:ustt;\ﬁ;:
Metoda 5 892,05 178,41 1,9394 0,0002* 9830
(B2)v(B3) C1l 1 79,668 79,668 0,73504 0,7629 462
(B1)v(B2,B3) C2 1 168,98 168,98 1,5807 0,0784 1806
(P)v(B1,B2,B3) C3 1 354,91 354,91 3,3088 0,0008* 966
(K1,K2)v(B1,B2,B3) C4 1 23175 231,75 2,4391 0,0025* 9225
(K1,K2)v(P) C5 1 300,04 300,04 5,3484 0,0116* 84
Res 19 17479 91,994
Total 24 2639,9
PERMANOVA (uzorci mora 2020. godine, razina roda)
Usporedba Izvor df SS MS PseudeF P(perm) ;g?;‘jgﬁ;:
Metoda 4 1763,4 440,84 5,4558 0,0002* 9810
(B1)v(B2,B3) C1l 1 92,178 92,178 1,7869 0,0262* 35
(P)v(B1,B2,B3) c2 1 183,91 183,91 3,1913 0,0077* 120
(K1)v(B1,B2,B3) c3 1 12708 12708 15,355 0,0073* 120
Res 8 646,42 80,802

Total 12 2409,8
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PERMANOVA (uzorci mora 2022. godine, razina roda)

Usporedba lzvor  df Ss MS PseudeF P(perm) ~ Jedinstvene

permutacije
Metoda 5 517,79 103,56 1,6437 0,0048* 9835
(B1)v(B2,B3) C1l 1 74,256 74,256 1,2559 0,142 28
(P)v(B1,B2,B3) c2 1 144,08 144,08 2,8863 0,0055* 165
(K1,K2)v(B1,B2,B3) C3 1 144,09 144,09 2,0261 0,0052* 2911
(K1,K2)v(P) C4 1 236,64 236,64 3,7253 0,0119* 84
Res 11 693,04 63,004
Total 16 1210,8
3.2. Procjena metoda izolacije DNA na

Uz uzor ke AmazxlkifmeintaigolacijerDNAi&ravni PCRus por el eni
suna ukupno 3ok ol iga@mku mora s dvije razlilite
uzorkovanjakako bi seprocijenio utjecaj ovih metoda na struktupur i r odne/ ok ol
bakterijske zajednice. Svesumet e uvi j ek usporeli v,oadnesnounut ar

mjesta uzorkovanja.

3.2.1. Prinosi DNA i rezultati izravhog PCR-a nauzorcimai z o kol i ga

Metoda B2 rezultiralfen aj vel i m p rna uzorcnwamor® pikupljenima u
|l i stopadu 2020. galjeluy asijedile sye mgtdade B3aBh Shkka 3ril).
Naj manij i prinogzBNMerabdul KdgemelLut i m, potr e
i zol acije obavljene korigtenjem starijih ser
godine te Ha(QRQéABGEN)zvamaj eni o tadagnju tehn
kerami | kim kugliUamanea 2024t agioslt nl ki znal aj
izolacije u pogledu prinosa DNA (KruskaWallisov test, hikvadrat = 84545, df = 3, p
vrijednost =0,03749). Posh o ¢ Dunnov test otkrio je znal.
temeljenih na izopropanolu/etanolu i kitB2 i K1; B3 i K1, (p < 005)]. MetodaK2 nije
testirara na uzorcimaprikuplienima 2020. godineOmjeri apsorbancija A260/A280 i
A260/A230 bl i s u z a d odaknju PGRwamplifikdciju(Tabliza 3.). Izravna PCR
amplifikacija u triplikatima iz PES filtere

optimizacije reakcije.
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Sl'ilno Amockid =zajednicama, me tsamd@NA B1 r e
dobivenimizmor s ki h uzoraka pr pgoklinepajephadi uSwvilebgahac
sumetode B2iB3 (Slika3.1Naj ni gi prinosi zabiljegeni su
razlike bile sust at i st i | ki -Wallisov te$, hi-kvadfaK+ B38XK dfl= 4, p
vrijednost = Q04333).Pr ot ok o | B3 pokazao | e naj vel u P
metodamaPosthoc Dunnov test otkrio je znal ajne r
fenolu i kitu [B1 i K1; B1 i K2, (p < Q05)]. L i s tDINA éolata, vrijednosti omjera
apsorbancija A260/A280 i A260/A230, bile suangu s onima potrebninzaa uspj egnu P
amplifikaciju (Tablica 3.1)

3.2.2. Rezultati sekvenciranja amplikona V4V5 hipervarijabilnih regija 16S
rRNA gena

Naj wealoisj el vienkbi o pa@fny einmenvup gf ai ma zabil
je za izravni PCR metodu P (srednja vrijednost 18532NSD555377)tijekom uzorkovanja
u veljali 2022. na plagi Stroganac, 33N zatim
SD 409318 odnsno srednja vrijednost 3633 N SD 9118 4 ) . Pr o slgbiednia n br o
sekvencizametodeK1 i K2 iznosioje 252367 NSD 21526, odnosno 22867 NSD 92916.
Najmanjapromjenjivostu brojudobivenihsekvencime L u uz or ci ma wuol ena | €
Kao ¢ptroetjheodno navedeno za uzorke Amockfn zaj
primijelen | e ,&74SDng34e0) gdje jpdan uz@ak 6ij@ uspio u postupku
sekvenciranja r e zswovih sekvengpa lizorkuse jsea moaljiffiBl5e n i :
analiza(Prilog S3. U uzorcima prikupljenimau listopadu 2020godineu Ka gt el ans k ¢
zal jevu, naj vsekbencspmagjvel mim v maoujgojcimazialbn d § lew emce
je zametoduB2 (5745200 NSD 2064752), a slijedile sije metode P B3 (srednja vrijednost
53064 N SD 519310 odnosno srednja vrijednost 5088FNSD 12989 6) . Prosj el ni
sekvenciza metoduB1 iznosioje 3685500 (SD 19708 9 ) , dok je naj manji
zabi lzametwdukil (1976933 NSD 237420) (Prilog S2.

323. Sastav bakterijske zajednice u uzorcin

Rekonstruirana su ukupno 1742 A%Vza uzorke prikupljene 2020. godine
Kagtel anskonodz aklgjeivhu | e 478 zrigettim 4SVrowa i na k on

aglomerirano u 139 jedinstvenih rodova.
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Za uzake prikupljene 2022. godinea p | a § i rekdnstruoapaje kupno 650
ASV-o v a, a 123 su zadr ¢gan ASV-ava kaglamerinarkhl L 82j anj a
jedinstvena roda.

Kako bi se pr ou lodnesnotiltriiamagetkin ARVioearnzjpaatakaa
na slilnost.i [ raohikm@a wuzmebBul ragémni mt ABV me
izravnog PCRa , K ® su Vegrtow dijagram. |l ako je br ogvadrektmo | j e ge
povezan s dubinom sekvenciranja uzoraka koja nije bila uniformnarediya ukazuje na to
da filtriranjem dobivamo reprezentativnije rezultab®g uklanjanjaijetkih ASV-ova koji su
najvjerojatnije rezulra A3V-oyaa g e gskimm Imsteegldnae nci r
iznosio jel94za nefiltrirangodnosno 19%afiltrir ane podatke za 2020. godinu, te &@nosno
50 za2022. godinu (Slika 3.5A0dnosno 3.5B)Bez uklanjanja rijetkih ASYova iz skupa
podatakaz a svaku met odu su zab ioVi kopsyekionjenirnakpne t ki j

filtriranja.

(A)

Slika 3.5. Venrovi dijagrami dijeljenih i jedinstvenih ASva i zmelu razlil:9
izolacije DNA i izravhog PCRa. Gornje slike prestavljaju nefiltrirani, a donje filtrirakug

podataka gdje su uklonjeni rijetki AS®i za A) uzorke mora prikupljene 2020. godireB)

uzorke mora prikupliene 2022. godirigl: stancardna fenol/kloroform/izoamikolacija B2 i

B3: izopropanol i etanol precipitacija, K1.: DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN), K2:
modificirani DNeasy PowerWater Kit (QIAGEN), Rravni PCR, Platinum Univers&aster

Mix (Invitrogen).
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U uzorcima moraprikupljenima2 0 2 O . godi ne wu Kagtel ansk
relativne brojnostiu svim metodamgokazalisu pripadnici koljendroteobacterigsrednja
vrijednost 3518%), Bacteroidota(srednja vrijednost 287%) te Cyanobacteria(srednja
vrijednost 843%), osim za metodK1 gdje su pripadnici koljenActinobacteriotgpokazali
n a j eredaiivrevrijednosti(srednja vrijednost 336%). Pripadnici koljena Proteobacterit
SuU naj Vvi ¢emedPs(dredrgalvijjednost 428%),a najmanjal metodiK1 (srednja
vrijednost30,5%). Cyanobacteriagu bilemanjezastupljenas metodama K1 i P u odnosu na
biokemijske metode B1, B2 B3 (Slika 3.6A). Zanimljivo je da jeu svim metodama, osim K1,
zabil j e tpksononski Aelasgificiran a k i na r azi ninielpnpadhg ev st v
ni bakterijama ni arhejama.

Na razini koljenaBacteroidotaProteobacteria Cyanobacteriau bili zastupljeni u
najvelim relativnim udj e luiuzomimaprikspgnimu 08 i t i v a
godini. Bacteroidotasu bili najzastulpeniji u metodi P ¢rednja vrijednost8,9%), a hajmanje
zastupljeniu metodi B1 ¢rednja vrijednos87,08%). Naprotiv,Cyanobacterissu pokazale
naj vel u r el at srednjavrijednogt 59%)satnajmanjBulRetnja vrijednost
8,2%). Pripadici koljenaProteobacteriau bili najzastupljeniju metodiP (srednja vrijednost
42,6%), a najmanje metod B1 (srednja vrijednos29,2%) (Slika 3.6B). Ovosuprvi rezultati
sastavanorskeb a kt er i j ske zajednice s pHtuaednkrol®ée r o g an

zajednicenavedené ok aci j e samo po sebi nije bilo cil]
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(A) 7

B2

B3

Relativna abundancija %

. Bacteroidota
. Chloroflexi

Dadabacteria

Firmicutes

Other

4

6

ID uzorka

10

(B) o

B2

B3

K1

K2

25

Relativna abundancija %

I Bacteroidota
| Firmicutes

[ other

. Actinobacteriota

. Crenarchaeota
Cyanobacteria
Desulfobacterota

Gemmatimonadota
Marinimicrobia (SAR406 clade)

- Planctomycetota
. Proteobacteria
- Thermoplasmatota
- Verrucomicrobiota

Actinobacteriota

. Cyanobacteria

[ Planctomycetota
Proteobacteria
B Verrucomicrobiota

. Marinimicrobia (SAR406 clade)

Slika 3.6.St up| asti dijagr ami sastava mi krobne za
prikupljene A) 2020. godine Ka gt el a n,sBk2022. gpdinma elvaig i Strogar
analizirani r a z imi nleiodama izolacije DNA ili izravnm PCRom. Bl: st&ncardna

fenol/kloroform/izoamilizolacija, B2 i B3: izopropanol i etanol precipitacija, K1.: DNeasy
PowerWater Kit (QIAGEN), K2: modificirani DNeasy PowerWater KHAGEN), P:izravni

PCR, Platinum Universal Master Mix (Invitrogemezultati su dobiveni sekvenciranjem-V4

V5 hipervarijabilnih regija 16S rRNA gena na Illlumina Miseq (2x250bp).

Usporedba strukture zajednio@ razini rodgprikazana jek o r i g PP@Anbpletan

(Sika3.4 Ci D). lako je u uzorcima iz 2020. godineo | g@snoodvajanje uzoraka izoliranih

kori gtenjem ki t azragnsglPCRa &) sjdrigk samo je ddva@meemetdde

izravnog PCRa
pokazal. s u
Razli ke wu

vkealou

uo| e2022. godineUaorciza 2022. godint z ol i r ani

kori gt

ivatrailjoagbeinljneo sitz o,mdnospcaB3)o | om i

strukturi

zajednice

nastal e

kao r €

statistil kiO. i202a. lgaih(PERMANOVA, 6254558, p=(0002 za 2020.
odnosno F= B437 p=00048 za 2023 (Tablica 3.2. St r ukt ur a
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razl i kov adtodeziavnerRCR amplifikacije (P) i biokemijskih metoda B1/B2/B3 te

i zmelu metoda temeljenih na k Navedeno je bilo o k e mi
dosljednoza obamjestao dnosno vremena uzorkovanja. Osim
Bl1 znalajno odvojila od metoda B2/B3 za 202
mal enog broja jedinstveni h permutacija (35)
raznotrene (Tablica 3.2

Konal no, testirane zaj engdiuc gednh odedougd e b i

obzirom da jedna predstavifamo c k i z a jrege dviexckio |l i gne zafedni c
razlilitim |l okacijama i g opdo dnraumaj,u iua®bol ijzoign iu
j e i ppajyedenbkom vi zua lnaigtancHCA biptotu Slka 8.7).u z o r a
Najveli izvor varijacije bilo je melusobno

nadmagil o ono uvedenaistupima!| i | i tim metodol ogki
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O

Hyphomogiadaceae Family

vinf A
Marinobacte

Bacillus Mf10308
Roseovarius

(12020

2 2022
mock

icrobacteriu

PC2 glﬁ%]

Erythrobacter /|
SO qrine group Family

NS5 marine group
\ NS4 marine group

Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia

Polaribgcter <>
Sedimijinibacteriu

Limnohabitans
Pseudarcice <>

N

<
o
@ ¢
Flavobacterium <><>
4
-4 -2 0 2
PC1 [53.9%]

55 samples & 219 taxa (Genus). PCA tax_transform=cir

Slika 3.7.Biplot prikaz rezultatanalize glavnih komponenti (PCA, engiincipal component
analysi9 na Aitchisonovim udaljenostima ukupndgupapodatakaVektorima je pikazano
18 n aj z n a baktgrifskihjtaksbna aglomeriranih na mazrodaz a s |hzajauvajanje

uzoraka
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3.3. Rezultati analize ukupne mikrobne zajednice srednjeg Jadrana

3.3.1. Fizikalno-kemijskio k ol liigmmbie ni c i

Uzorkovanje je provedend u gl av no no u razdoblg eoll rgode dana
(2021./2022.na tri postajg(ST101,CJ0O07 i CJO09¥rednjeg Jadranaa z | i | i t i h f i zi
kemijskih karakter i sVried#nesti fizikamakenajskia h b mb eroidk ai |
prikazanesunaSlici 3.8, a minimalne, maksimalne i medijalne vrijednbsti mbeni ka okol
dane sw Tablici3 . 3. O efpemtiasen, its pi t i v akeetaau rgspodurod | | u
108 0 AC ,@ld\ Comedijanomod 15012AC. Se z o n s kratala se odndo ROl i n a
m, aformiranajeu t r a v nj seddprosmeadakaplad cpa | @ zimskolvartikakad i |
uj e dn alvaenagstipea Salinitetj e zabi |l j e§e3243w priolkaldmo nu 0 ¢
povr gi nsdoB902 sdredrjem slojotvorenogmora Naj ni ge vrijedno:
zabil fegeneovr gi nskom psrliogua |l maojgpliG.cer Nphg sated je
vrijednosti saliniteta izmjerene su u najdubljem sloju (f@Qna otvorenom morna postaji
CJ009

Koncentracije hranjivih tvari pokazale su suprotan trend u usporedbi sa salinitetom i

ukupnim fosforom, z n a Inegjpado | jprema stvoeemoin umpru. | i od
Prema definiranim stehiometrijskim kriterijima,o d r utt j ek pm razdobl ja ist
Pograni |l enograhi| apoli N

Tablica 3.3. Vrijednostifizikalno-kemijskih] i mb eprnikugfjesnih u srednjem Jadranskom

moruna tri postaje tijekon2021. 2022. godindraspon imedijan temperatural, salinitetS,

nitrati-NOs", nitriti-NO2", amonijev ioANHs", 0t o p | j e ni a-DbNgang&k-pndudu
NTOT, topljivi reaktivni fosforPQy, ukupni fosforPTOT, silikatSiOs? , klorofil- Chl a).

NOs NO> NH4* NTOT SRP PTOT Si0 4 Chla

Omolt | Omolt| Omol* | Omol* | Omol* | Omolt | Omo It mg m-=3

Min 10801 | 32434 0,136 0,004 0,000 5,503 0,000 0,069 0,111 0,040

Max 27,010 39,024 7,817 0,841 0,690 32,658 0,137 1,019 7,433 1,630

Med 15,012 38,661 0,976 0,138 0,198 1,363 11,892 0,031 0,140 1,695
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Kastelanski zaljev ST101

PO4, PTOT, NO2, NH4 NO3, DIN, Si04, NTOT Temperatura, Salinitet
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Slika 3.8 Vrijednosti fizikalnck e mi | s ki h par amet r arednjegzladranas pi t i
u razdobljuod godine dan&021/2022.)prikazaniza tri postaje (ST101, CJOG7CIO®) po
mjesecima nax-osi te razdvojeniprema dubini uzorkovanja Varijable su prikazane
jedinstvenim bojamdemperatural emp, saliniteiSal, nitratiNOs’, nitriti-NO2", amonijev ioR

NHs, 0t opl j eni a-DIN,ukymids gkNKOT togljivi leaktivni fosfofortofosfat

-POs, ukupni fosforPTOT, silikatSiOs>.
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Korelacijski (Draftsman) dijagrai prikazanina S| i c i 3.9. ni su p oK
korelaciju(r >07)i zmelLu vige abiotil kih wvarijabli, S

analiza.

Sal

NH4 NO2 NO3

oha 20, F_;kjir:f"_,'
POy

J_-'.:'_:. - ,:li:-ﬂi:‘-_:;‘ﬂ._._.. . f.ﬁ-' :)

e
e .-

0.05 0" ) S LT i EE - Tepm e, vyt "t ¥ " e et LT,
5. T T PR - XA o i | AR Y

.
R
-

’ .. . .
o R R W T Bl T o P - N - e RORPRg 5 e

Si04 PTOT PO4 NTOT DIN

| WL e N R R - o R S st ' A |
15 20 25 34 36 38 2 4 6 02 04 0608 02 04 06 2 4 65 8 10 15 20 25 30 005 010 0204060810
Temp sal NO3 NO2 NH4 DIN NTOT PO4 PTOT

Slika 3.9.Korelacijski (Draftsman) dijagrai i zme Lu abitemperdtukaiemp, var i j ¢
salinitetSal, nitratiNOs’, nitriti-NO2", amonijev ioANHs", 0t op | j e nii a-DIblr gans k-
u k up ni-NTOTy tppljiki reaktivni fosfofortofosfat-PQs>, ukupni fosforPTOT, silikat

Si042'.

3.32.Bi ol wkgdliliigmmbi e n i c-FISH re2uli&i Drezultati sekvenciranja

Autotrofna komponentna pikoplanktske zajednice mal a j e naj vel e sre
brojnostiu zimuip r 0 12j0e2ile. godi ne, wiedasgnprigobabpemi po.
na postaji ST101 Synechococcusdo n a j vhrognesti 115 x 1C stanica mt?,
Prochlorococcusdon a j ‘brojrpsti 209 x 1¢ stanica mit, pikoeukarioti 779 x 1d stanica
mL™). Brojnosti su opadale d pr i ob al premg otvorendm mndry. @ ljeto i jesen,
Prochlorococcus pi koeukari ot pokazal i imawapsstap r ot an
CJO009 (Slika 3.0).
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SYNECHOCOCCUS
120
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X103 stanica/mL
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Slika 3.10. Sezonska i prostorna raspodjela autotrofnog pikoplanktoaa i s pi ti vano p
srednjeg Jadranarazdobljuod godine dan#2021.2022.) A) Rod SynechococcuB) Rod
Prochlorococcu<C) pikoeukarioti. Sré nj a | i ni ja u stuplastom di]j i
donja |linija predstavlja prvi kvartil, a gor
stuplastog dijagr adnajpraend st ajedngstiajj w erl &s p o n

Brojnost heterotrofin bakterija kretala se u rasponu od®x 1 stanica mt! na
otvorenom moru do ,83 x 1@ stanica mtl u prio b al no m p ojdsnilusegonskin b e z
promjenaali sr a s t gradijermom od obale prema otvorenom m@lika 3.11). Bakterijska
proizvodnja ketala se oghajmanjihvrijednostio,04 x 1¢ stanica fmL™* na postaji CJ00€o
naj vwijedndstio57 x 1¢ stanica HmL™ na postajiST101 Sezonske promjengile su
u o | lujpiow ainh vaijednostmazajesen2021.i zimu 2022 godine S obziromnas a d r § a |

nukleinskih kiselinay i s pi t i v a ndominiraleLNApbaktkrijau [cijelom razdoblju
i stralye x ann al aj-serohskippromjerjivosti (nige prikazan®pstotakHNA
bakterija pokazo je z n a | apgrostorpesezonskupromjen|ivost, n a | priobglreom

podr ul j uje postatgk VH&A bakterijau pr i obal n o nposgjicSTIOL | j u n
z a b i Izimi@&. godinea najmaniji ljetna istoj postaji, dok je za prijelaznu postaju CJ007

uol en suprotni obrazabi bj eg@Eerviehighjmpvis ti ¢ teadinm:e
(Slika 3.11). Na postaji otvorenog mora CJO0O09 ni su

promjeniudjelaHNA bakterija.
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Slika 3.11. Sezonska i prostorna raspodjela heterotrefistavnic@ikoplanktora za ispitivano

p o d r srddnjeg Jadranarazdobljuod godine dan§021. 2022.) A) apsolutne brojnosti

heterotrofiih bakterip B) bakterijska proizvodnja C) udio HNA bakterija. Srednja linija u

stuplastom dijagr amu

tr&iviartil

Linije

naj ni ge vdjanostiaj vi ge

Prema rezultatim&ARD-FISH metode u prokariotskoj zajedni¢ su prevliadavale

Eubacteriautv r L ®mpé o m
obi | j EBUB&38HIIhprobom iznosio jeu rasponu od 289% do 896% (podéci nisu

prikazani).Ui s t r a ¢gdpvoadnrounh j u

| e gsu najbojnije

p r 0338+, P&stotBk broja DAPbbojanih stanica

p r SAR11 (@rdba 8AR11k 44 Rhakon
bile skupine o pH Alphaproteobacteria (proba ALF968)

Gammaproteobacter{proba GAM 42s) Bacteroidetegproba CF319afe Roseobactefproba

ROS537)Slika 3.122).
Za

od sijelnja

studeni i prosinac jesen (Artegiainsur.,1997).U zimskim sumjesecimao p| ema jt wi ¢ e

do

travnj a

smatr al

o d subdkemskeskupineu o | sezomlnepromjenep r i

| emu

Zi mom,

S

relativne udjele imalpripadnici razred@lphaproteobacteria u raspu 0d2,24% do 523%,
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n a jivbrojgostiuuzorcimgp r i kupl j eni ma u veljal.i na post a
postaji CJ007 (50nt) e u oguj ku na postaji CJO0O9 na mor
Suprotno navedenomjeti suz abi | pegyehane r edtaripadvikae br o
razredaGammaproteobacteriarasponu 0d,52% do 560% naj vi gi h uzordmae dno st
prikupljenimauk ol ovozu na postaj.i ST101 (0 m) te ta
m).
Pripadnici klad&8AR 11bili su najbrojnijiu prijelaznim razdobljima, p r o | jesed, e i
u rasponwdijelaod 529% do 53%s a naj vi gim brojnostima u pro
m), svibnju na postaji CJ007 (50 m) te u travnju (50 m), lipnju (30 i 75 m) i prosincu (0 i 100
m) na postaji CJOQ9
Pripadnici loljena Bacteroidetesprevladavalisuu  pr o(p j el e ¢jesecu
svibnju) na svim postajama wasponuvrijednosti od minimalnih 2,32% do maksimalnih
49,92%, a naj v e luisvibnjlona @gsmjioGIO0D (100 m) T a keou celo
previadavanjeove skyine na dubinamadubokay klorofiinog maksimuna bez obzira na
godi gnj,87%do8®78%).( 3
Pripadnici kladd&Roseobactesu bili prisutni uorojnostmarasponad 528 % do 3136
%. Na otvorenommoron aj vel e vriijmdnals ek {O&ld§0ng doksu na
priobalnoj postaji ST10: a b i | j kasjezime (38n),p r o | (9 i8% m)i jesen (35 m)
(Slika3.2).Na prijelaznoj postaji CJOO0O7 maksi mal ne
svibnju (30 m) i lipnju (50 m).
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e a i Al A R | R ==t L aa | e B 2.

23456811121 23456811121 2345681121 23 45681121 23456811121
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Slika 3.12. Sezonska i prostormaspodjelaudjela (%)pet bakterijskih skupiné&AR11(proba

SAR11 441R) Alphaproteobacteria (proba AF968) Gammaproteobacteria(proba

GAM 42s) Bacteroidetegproba CF319ale Roseobacte(proba ROS537) d r e ICARD: h

FISH metodom prikazanih po postajama, mjesecimaidubiai i s pi t i wradmjeg podr u
Jadranai razdobljuod godine dané2021/2022.)

Rezultati metabarkodiranja 16S rRNA gelobiveniu ov om i redstavjgjuv anj u
prvi detaljan opis sastava baktekgs i arhealne zajednice srednjeg Jadrana na finijoj
taksonomskoj ljestvici do razine ro”d.E RMANOVA j e pokazala statis
u sastavu zajednice u pogledu sezonalnosti i sloja, ali ne za prostorni profil (Tablica 3.4).
Neznal aj aRERMDEP tasta({Fali1315 p= 0,4298)pokazao je da se grupe ne

razlikuuur aspr.genost.
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Tablica 3.4. Rezultati permutacijske multivarijantne analize varijance (PERMANOVA) na

podacimal6S rRNA metabarkodiranj&kup podatakeareficiranje i log(X+1) transformiran,
P ERMA N OV UBrarCurtik umaljengsti. &akteri: Sesezona (fiksni), Re

a Z a

regija (fiksni), Lad o |

( f aktregij).sdwjegdienom su

Faktor df SS MS PseudeF P(perm) Jedinstvene
permutacije
Se 3 6598,3 2199,4 10,292 0,0001* 9883
Re 2 1553,7 776,85 1,5614 0,1887 9445
La(Re) 6 3357,4 559,57 2,2884 0,0001* 9857
Se xRe 6 2034,6 339,1 1,5895 0,0423* 9892
Se x 16 3365,5 210,34 0,86021 0,875 9766
La(Re)**
Res 54 13204 244,52
Total 87 31521

Kvalitativne promjene u sastavu zajednice na prosteremenskoj
pri miejsev eefa razinikoljena (Slika 3.3). Za b i lojjeepjesladavanjeéoljena

Proteobacteria relativnim brojnostima i preko 70% ukupne zajedrfeglavnimrazredima

ljestvici

o0z nO&.| ene

Alpha- i Gammaproteobacteria) u svim uzorcimevisno o postajiili razdobljii. d u [j ev i ngae

relativne brojnosti imala su koljer@yanobacteria i Bacteroidota, dok su najbrejkipljena
arheja bila Thermoplasmatota i Crenarchaeotfaelativha brojnostpripadnika koljena

Bacteroidotao p i eni t o

podrul je.

relativnu brojnost u dubljim slojevinrsaotvorenom moru, posée tijekom hladnijih mjeseci
snajveledmti vnom br oj no q&wim postgamaPepadnici kolieha s i j e |
Marinimicrobia klad SAR406) bili su o p | e niska pastupljen u

povel ani masuirdpostdjamaru slojevimmradubine> 35m RazredActinobacteria

je bio prisutanu

mora dubined o 50

m,

S e

dok

s u

S e

povelaval a

Ki

wbinem ek ¢bzrh ma

riti mat.

relativnim brojnostimal svibnjuna dubinama manjim d&0 m na postaji CJ0Q9
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IIIII II I I . Dadabacteria
IIIII III IIIII IIIII Planctomycetota

Nitrospinota

. Other
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@
2
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Slika 3.13. Sezonska i prostorna raspodjeddativnih brojnosti (%) 13 glavnih bakterijskih

kol jena u ispitivano(ostedTiol,lGJOo7 i<ioewbivgnie g J ad
metabarkodiranjem /5 hipervarijabilnih regija 16S rRNA gena na lllumina Novaseq 6000

ur e l(2x250bp).KategorijalOt her © obuhvala koljena relati)
ukupne zajedniceRa z | i | i t i panel i odgovaraju mjesecir

godine.

Razlike u strukturi zajedniaea prostornevremenskopkalib i | e s u naraziniageni j
rodova prikazarih za glavne bakterijskeskupine (Slika 3.4). Pripadnici Proteobacteria
predstavljali sunajraznolikije bakterijskokoljenosu t v r 3% radova i 17jedinstvenim
rodom. Na finijoj taksonomskajazini n aj z n a | a j Alphg iiGammaprateelddtier
pokazal su obrnuto proporcionalne sezonalneslativre brojnosti proi | emu :
Gammaproteobactermo k azi val e naj vi ge v rAlphaproteoloastdria t i | e
dominirale u zimskim mjesecima.

Gammaproteobactersu predstavljat najrazmolikij i razredProteobacteria odnosu na
sve ostale bakterijske skupineastuplees naj vel i m brojem od 49 |j
Naj znal aj ni j isurpdowNR36&aOMEO(NORS)be i obzira na pooc
godi gnj e Gldoetomimaofeaae | u r ezhstupljenest zimskim mjesecima
na postajama ST101 i CJOGBuprotno navedenaniod Litoricola seu v e relativmom
udjelu pojavicu p r olietp,ef et € gno u p o vmoigiRod¥ikrio pnr is miojj e ivé m.
je u velim pbpetamihvmiamslvi onj most gpea otairana pr os i
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dubinu.RodPseudohongiellpojaviosaey vel i m rel ativnim brojnost.i
bez obzira na podrpuoljjeed.i nBarlonjinhi dd¥ppredstavdiaoad onvain |
s u zam adiozajednicaazredaGammaproteobacteria

L | a nrazredaAlphaproteobacteria bili su zastupljeni s 35 jedinstvenih rodva
glavnim doprinosom sveprisutnog kla@AR11 late AEGEAN169 (red Rhodospirillales)
| dul i naj znal aj n$AR11 llippmmeargognjes vod Actdiaceilbabitangiz s u
obitelji RhodobacteraceaeKlad SAR11 lllpoj avi o s e dbprirmsuna sim vel em
postaj ama u pmora Kjad BARRIGImaogel ej u rel ati vnu zas
svibnju, lipnju i kolovozu nasvi m post aj ama. Naj wipabnika r el a't
Al phaprot eobact er igarnjopepul f dmjtzohlo p rev eunos|tevnean ou p o v
sloju mora U svim uzorcima do ~25% zajednicerazredaAlphaproteobacterianoglo se
pripisatibrojnim rodovimarelativnih brojnosti manjh od 3%.

Koljenom Cyanobacteria dominirao jeod Synechococcusoja CC9902 na svim
postajama, godi gnj i m do lradBRrechlorocataubopMIaadlB8. S dr
poj avi o se u brojreoétimana dubénhnaat50 nv, a poseise na postaji CJ009 u
mjesecima i j e | nj UWRodiCyanobiarsomPQLC-6307bio jeprisutanu svimuzorcima,

dok je u lipnjutaksonomskneklasificiranirod¢ d r e L e n  sna koligna@yanobactezia)

zabi luj es¢ed mj z a svimuppstajarean o s t i na
Koljeno Bacteroidotas a | i n j a6vjedinstvenjh @odova s glavnim doprinosima
nekulturabilniHinija NS4i NS5na svim postajamaidubinama | duil i naj znal aj ni

bili suNS2i Fluviicola. NS9imaojen aj v el u r e dtrabtioremom moru wpjosinou,
sijelnju i wveljald.i Baneaapopvionsa urstoju izrag5d ch i imdd m. R
j e najmanju relativnu abundanciju u prosincet
u svibnju, lipnju i kolovozuRodMarinoscilumpr et egi t o j e bi o zabiljeg
i CJ 009 rojmosatind iznap 3% ma dubinama od 75 i ¥0Mez jasne sezonalnosti.
DomenaArchaep e u i s pi t ibillapredstavljepadimijonMdrine Group Il
koliena Thermoplasmata, te rodovima Canddatus Nitrosopelagicusi Canddatus
Nitrosopumilusieovisno o postaji, dubiniimjesecu U manj i m rel ativnim ui
su pripadnicilinije Marine Group Il na svim postajama i u svim mjesecinaapripadnici

obitelji Nitrosgoumilaceae abi | j e geni su pretegito na post a
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Slika 3.14. Prostornevremenska raspodjela glavnih proteobakterijskin razreda Alpha
Gammaproteobacteritoljena Cyanobacteria i Bacteroidota te domene Archaekats/nim
brojnostman aj znal aj.ni Kdthe gordiojvea AOt her fi brjnostd st av |
manijih od 3%Uzorci su odvojeni ponjesecima (0y) te postajama ST101, CJ007 i CJO09 s
pripadajul i m i pand)iunzaontak ov ey podr ul jegkem sr edn
2021./2022.Rezultati su dobiveni metabarkodiranjem-V8 hipervarijabilnih regija 16S

rRNA gena na lllumina Novaseq 6000 (2x250bp).
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3.3.3. NG analiza CARD-FISH rezultata

Relativni udjelipet bakterijskih skupina Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Bacteroidetes, SAR11 tRoseobactero d r e CARDIFISH metodom,su p o mo NQu
algoritma svrstanu devet r a-ava indzvaninCARD-B3Wbest match units
(CFBMU). Za svaki CFBMU odrelLene su srednje vri
kako bi seudjeli bakterijskih grupa povedzal s odr el eni m (Bkkald3bgni m u
CARD-FISH skupine bakterija (ROS537, SAR11_441R, GAM42A, CF319A, ALF96&a
svaki CFBMU promatrane uk i o & pagaikete (heterotrofne bakterij@HB, bakterije s
visokim udjelom nukleinske kiseliAdiIGH, Synechococcu$SYN, Prochlorococcus
PROCHL, pikoeukariotPE, bakterijska proizvodnjBP, hetrotrofni nanoflagelatiNF,
aerobni anoksigeni fototrefAAP) te fizikalnokemijske | i mikeank ol i ga (t emper
Temp, salinitefSal, nitratiNOs", nitriti-NO2", anpnijevionNHs*, ot opl j eni -anor ga
DI N, u k u-NTIOT, todljivigeaktivni fosforSRP, ukupni fosfePTOT, silikatSiOs?,
klorofil a-Chla).

Klad SAR11 jepreviladavau CFBMUl,o0 k o | i gu pr el¥V,8%uaorakgZa nom s ¢
CFBMU1l su palbiell jaepripadritg kiatlaRoseobactern a j vapsbletne
vrijednosti Prochlorococcusa i Synechococcus, visoke vrijednostipikoeukariota, AAr,
bakterijske proizvodnjeen aj vel a i z mj er eadovsj grupsworbturhaveaail jean i C
uzorci prikupljeni na dubinama rasponwd 30 do 50 m,asrednjomtemperaturom ispod
16 AC potpuno neovisni o godignjem dobu.

CFBMU2j e obuhvati o nadhosmd2% ukipnog skuppadatakaa k a
gdie suz abi | j e g eistiirelatorti pdjeli dvih akerijskih skupina Ov a | okol i ¢
okarakterizirap r o0 sj e| nom neenaipdes @md dip b 6nd Callniteiorm32,

naj vigom koncentraci j g amorganskgrda t@aQka ja jedinicame i |
obuhvatilauzorke az |1 i | i t i h hp @dotbaj a u gy b dripdrissig sezoni
i lokaciji.

U CFBMU3 su prevladavali pripadnici Gammaproteobacteria zatim
AlphaproteobacteriaBacteroidetesSAR11 i naposljetkuRoseobacterUzorcio bu hv al eni
ovim okol i gem, &9 ukupneyskuga palatakaisapokazaldldir e Leno st
godi gnj i mk amwoélotme prdsdotnonraspodielomalii m j e bil a zaj ¢

temperaturanor ske vode iznad 16AC.
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Sio; 222 | 144 | 175 | 113 | 1.53 | 2.06 | 1.62
Chla [EOXM 022 | 0.24 012 | 019 | 037 | 021 | 0.34

A ] B ) © yl \e) Q
o??’\‘\\) o‘??’@\ﬂo?%\\\) o‘?‘b@\) o??’\r\o o?%\ho o?@‘\\) o?%“\\) cﬁ‘e"\\!\\>

Slika 3.15. Udjeli bakterijskh skupira AlphaproteobacteriALF968), Gammaprotebacteria

(GAM42A), Bacteroidetes GF319A), SAR11 SAR11 441R te RoseobactefROS537

odr e L e n i-HiSH @étdidm srednje vrijednostb i o |h ayakmedra (UHB, HIGH,

SYN, PROCHL, PE, BP, HNF, AAPX b i ohtoik ok ii ©§ m BkaTeimp, Sal, N@,NOy

, NH4*, DIN, NTOT, SRP, PTOT, Si#, Chl a) za svakiCFBMU. Nijanse od bijele do

sr ed(ngiej edrei)g eddan o ¢

tamnoplavebojeo z nal avaj u

raspon

(tamnoplave) vrijednosti za svaki parametar u svakiidMU.

CFBMU4 obuhvatioje malu grupu uzorakaudjela5,5% ukupnog skupa podataka

kojoj su previadavalin a j veiativmi udjeli pripadnikaBacteroidetesp o p r iavisakim

udjelom pripadnika klada Roseobacter,p o v e | @nojhostima AAF, bakterijskom

proizvodnjomi

povel anom & mmjeviaiotar aci j om

Ok o ICFBYIUS je obuhvdio 12,2% ukupnog &upa podatakau kojima jeu o | e n a

dominacijapripadnika razredalphaproteobacteria. Ova k o previgdavage u dubljim

slojevima otvorenog morarskordnovisokim salinitetonvrijednosti 3883.

CFBMU6 je bio predstavliennaj vel i m

Bacteroidetes RoseobactelO v

aj

je & b 0 h \¥y18% ukupnogskupapodataka
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brojnostiAAF-a i naj vel a labilnscue ngtlraavcniaj ao bSRHA egj a ov o
zabi | j p g e s temperatun morske vodg18,75A T

Pripadnici razredAlphaproteobacteria dominiiggdu uo k o ICFBMU7spr osj el ni m
relativnim udjelom o r i b 40PegUowwmijeocko | it @k @ladr Injag gagsdluini
broj heterotrofnih bakterja. Ov a | ] e o0k o b5,6%)ukupnoge skippdpadataka
uglavnomuzorke otvorenog mora ili dubgslojeveprio bal ni h podrul ja s vi's

O k o CRBMIUS jeobuhvatio8,8% ukupnog &upapodatakagdjesu pripadnici klada
SARllpreviadavh sprosj el ni m r el at i 44%. Qwajjeborkoojdlmubgato i ma o «
uzorke prikupljeneapostajiotvoren@ mora CJ009 prijelaznojpostajiCJO07s pr osj el nor
temperatusm od 16 A C visokim salinitttomod 3845.

CFBMUQ9 je predstavljaonajmany jedinicu koja je obuhvatila3,3% ukupnog kupa
podatakaokarakteriziranan aj vel i m r e | pripdadnkakiagaSARdljie & jowe | i m
relativnim brojnostimapripadnikaAlphaproteobacteriss n a j v é&dneceniracijom nitrata,

naj manj om temperatuyrosol I297MCn aj ni gi m vri j edn8sti ma

3.3.4. NG analiza podataka dobivenih metabarkodiranjem 16S rRNA gena

Metabarkodiranjem VA/5 hipervarijabilnih regija 16S rRNA genaz i | jse24 e n a
jedinstvena bakterijska i arhealna koljeRalativre brojnogi OTU-ovaza ova koljenauNG
algoritmomklasificirareu | gdinstvenegrupenazvand?hylabestmatchunits (PHBMU).

Relativne brojnosti koljenasu za svaki PHBMUprikazanes bi ot i | ki m i abi
| i mb e noikcoi Ima&kama3.16 i 3.17. U sval etiri 0 k o Iprevipdavalge bakterijsko
koljenoProteobacteria
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Acidobacteriota 2 il 2

Actinobacteriota 80 1191 1017
Bacteroidota | 3025 2538 0 4205
Bdellovibrionota 4 19 24
Chloroflexi 68 8 61 241
Crenarchaeota 2415 8 645 997
Cyanobacteria 3220 1804 05e+04 3178
Dadabacteria : 39
Desulfobacterota 12 13 |
Firmicutes 4 2
Gemmatimonadota 68 16
Hydrogenedentes 1 1
Margulisbacteria 1 1 1 1
Marinimicrobia_(SAR406_clade) 880 969 174
Myxococcota 4 11 16
NB1-j 8 20 17 19
Nitrospinota 21 11 15
PAUC34f 6 6 7
Planctomycetota 288 8 202 199
Proteobacteria 1.749e+04 | 1.827e+04 WAGHRIEEI
SAR324_clade(Marine_group_B) 209 468 70 133
Thermoplasmatota 64 449 165 973
Unclassified ‘ 4 15
Verrucomicrobiota 693 686 84 829

PHBMU1 PHBMU2 PHBMU3 PHBMU4

Slika 3.16. Rareficirani broj sekvendgrelativnabrojnost)za24 bakterijska i arhealna koljena
grupiranal e tPHBMUp o moNGalgoritmaNi j anse od bijele do tam
raspon vrijednosti od najmanj( bi j el e)ih (thmnophaae) zesvdko koljenou
jedinstvenonPHBMU.
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UHB 0.33 0.44

HNA 8.4 26.03 96 249
SYN 5.25
PROCHL 0.59 1.5 4 9.4
PE 3.18 3.51 4.88
BP 0.13 0.13 0.16
HNF 0.42 0.26 0.58
AAP 1.1 1.22 0 149
Temp 15.4 15.68 6.6
Sal 8.89 38.11 37.99
NO; 1.13 122 [
NO; 0.34 0.15 0.14
NH.; 0.28 0.18 0.18 0.22
DIN 1.6 1.55 1.68
NTOT 64 11.68 13.23
SRP 0.04 0.06 0.04 0.03
PTOT 0 0.14 0.17
Siof 1.85 96 1.84 94
Chl a 0.13 0.4
PHBMU1 PHBMU2 PHBMU3 PHBMU4

Slika3.177.Sr ednj e vr i | @dB KHIGH, SYNPPROCH,PE, BR HNF, AAP)

i abhokol kgni h(Temp, Bed, @ iNOA, NH4*, DIN, NTOT, SRP, PTOT,

SiOs#, Chla) za svakiPHBMU.Ni j anse od bijele do tanmopl av
vrijednosti od najmaitj ( b i j e | e )h (tadnooplave)jzasseaki parametajedinstvenom

PHBMU.

Detaljni prikaz relativne zastupljenostrodova n a j z n a |peteabakterijskih

razreda Alphai Gammaproteobacteria, koljena Cyanobacteria i Bacteroidota te domene

Archaeaprikazanje naSlici 3.18 za svaki PHBMU.
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Alphaproteobacteria Cyanobacteria Bacteroidota Archaea
ST101_2_ 359 o | [ [ | [ ] ‘
2?1 %11 - %1_ 33 4 -| [— [ | ] Alphaproteobacteria
ST101 71354 ] m - . Ynlassified
CJO07_ 2”50 | [ — ] | ther
CJ007 — 3~ 50 H | | D [ Clade_la ‘
CJO07 — 8 50+ [ | | - | | [ | [ ] AEGEAN-169_marine_group
€J007 _11_0+ ] [ 1 [ ] I B Ascidiaceihabitans
CJO07 711 730+ | ] T ] B Clade_li
Cégggfqisg- -. | I — -. Clade_ll
_12_0+ R by
cioor 2301 ] BN | | CE— B B Aererythrobacter
CJ007 _ 12 50+ ] B | | E = -
Clog7 S T_0+ ] H | | CE— B w| | Evrobacter
€J007 _1_30+ u H | | ] = [0 Cohaesibacter
CJoor 150 = BE | | -I c Clade_Ib
J009_ 20+ = | -
CJ009 _2_ 30+ ] —
., - | .
c%gggjzzj 501 -= = — -l Gammaproteobacteria
CJong 3 754 | ;
cfoge 71001 x | a— = g‘;rfgss'“e”
5 75+ [ T
CJO09 17 _ 0 ] o | [ [ SARS6 clade
cJo0s 12 754 o | |- — — 1 — | OMBO(NORS)_clade
CJO0S _ T 0+ SRR DI | Pseudoalteromonas
CJO09 1 _304 N | | [ ] Litoricola
CJ009 _1_ 50 N | | — [ Claciecola
1 I I —
6%839—11_—153 1 Hi— | | n §HP0_5_°‘U5!ef
canivorax
ST101_4_ 354 I | [ e = ] W Pseudohongiella
ST101 712735: (A 1 ] Acinetobacter
€100 5~ 1001 -l —_ __ m I KIB9A_dlade
CJO0T_ 6_ 75+ i I = B Halomonas
CJ009 100+ H | | D [ o | c [l SAR92_clade
CJO0g_8_ 754 N | | . ——— T N Idiomarina
CJD0S_B_ 100+ B | | [ OM182_clade
CJ00g_ 11— 1004 B | | I B Focss
CJ00S ~ 12~ 100+ o | | —— | — 5 Vibrio
ST101_3_ 04 N | (s - OM43_clade
ST101_4 0+ I | | 1 Ga0077536
S?IEJT _65 _32 ] = u P | Marinobacter
_B_35+ I— ;
€J007 ~ 3301 — — o UBA10353_marine_group
GJO07 —5_ 304 | | — Z
CJ007 —5_ 50 | | — I— = )
CJ007 ~82 304 I | | 1 b Cyanobacteria
CJ009 3~ 30 I | — | —
CJ009 _3_ 504 I [ ] B Synechococcus_CC9902
CJ009 _ 5 30 ] I B Prochlorococcus_MIT9313
CJ009 —5_ 50 | | — [ Unclassffied
CJ009 _8_ 50+ N | | — | I | Cyanobium_PCC-6307
ST101_2 0 | [ aaam [ & ] Other
1 e - |
0+ | I
0+ [ M B | I )
5+ | | | T Bacteroidota
- [T ‘
e | | — | E— W NS4 marine_group
5+ H | | e [T | NS5_marine_group
0- H | | | E— Unclassified
0+ H | | e I M Balneola
0+ | | — = | Fluvicola
1 - ;
01 = | | — | — NS2b_marine_group
0+ H | | [ | NS11-12_marine_group
0+ |- N | | M NS9_marine_group
g - I | | - ] Tenacibaculum
1 | | - [ | o
‘] —— || — g H o
0 ] | ee— IS Other
04 I — - NS7_marine_group
0+ e [
0+ H | | — — T
1 [ [ &
g_ m | . Archaea
0+ | | - I Unclassified
04 __ _- __ Candidatus_Nitrosopelagicus
0 I | | E— | | Candidatus_Nitrosopumilus
0+ I | | N | | CE Marine_Group_II
0+ I H | | Marine_Group_Il
0+ | | — H | | S Nitrosopumilaceae
I | R
| | [T
— 1 N
[ ] -
S e © ©6 SLe 6 6 5 26 o v o 2o 5 o 5 5 & © o o
g B 8 & 88 ® 8 F 88 B 3 & 88 B g 3 g B &8 & B8

Relativna brojnost
Slika 3.18. Relativni udio(relativha brojnostyrodova najzastupljejiih skupina bakterija i
domenearheja prikazanih za svaki PHBMBMU1-4). Uzorcina osiy 0 z n a gugopdstaji
mjesecu i dubiniKkat egori ja AOther i p brembsgimanjhlog 3%. r odo v
Rezultati su dobiveni metabarkodiranjem-V8 hipewarijabilnih regija 16S rRNA gena na
lllumina Novaseq 6000 r e l[2x35Qbp).
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PHBMUlo k ol i § o B3%whzorakaOvwjedjnieuopisivalajevi soka pr osj e
relativna zastupljenost koljena Thermoplasmatota, Cyanobacteria, Bacteroidota,
Crenarchaeotactinobacteriota i Marinimicrobiakoljena Dadabacteria, Desulfobacterota i
Firmicutesimala sumaksimalnurelativhu brojnost u owva PHBMU. O v a | okoli g moga
opisati kao najhladrijs pr osj el n o mspadéaWpCe ria t nkarjoaniragijanma
amonijevih iona, uk upnog dugi ka i najvelim postotkor
nukleinskh kiselina Naj v el a raa zhreg lai Keodsnméni iedeksomjet ak oLl er
zabiljegena u oV 0] predstavnika kolfena Trermoglasmatotg li a v n a
Crenarclaeota(Tablica 35). Nataksonomskoj razinioda glavniarhealni predstavnikoji je
doprinion aj v e | i m biojedstiansbio je Marime Groupll koljenaThermoplasmatota,

a slijedli su Canddatus NitrosopumilusCanddatus NitrosopelagicukoljenaCrenarchaeota.
PripadniciMarine Grouplll imalisunaj vel u prosjelnu relativnu ¢
u usporedbi s ostalima.

PHBMU?2 je najmang jedinica koja je okupilal1% ukupnog &upapodataka Ovaj
o k obioijexz n a | a jzrazito visalom salintetu, visokm koncentracijamaitrata, nitrita,
ukupnog dudnmsredapmidubinomjTakddérijez abi | j egen najveli b
vrsta, bakterijska Shannonova raznolikost i Pielouova ravnomjefhaistica 35). Dvanaest
koliena imalo j e  nearelatied brojnosti u usporedbi s drugim jedinicam#rheje
Crenarchaeota i Thermopl asmatota ovdje su
slijedila su koljena Chloroflexi, Nitrospinota, Planctomycetota, Gemmanadota,
Acidobacterotai Marinimicobi a. Buduli da je najvela zabil
upravo uovoj jedinici,relativni udjeli rodovanajraznovrsnigg koljenaProteobacteriarézredi
Alpha i Gammaproteobacteria), a zatim Bacteroidota i Cyanobacteria, prikazaniSdigina
3.18. Razredom Alphaproteobacteria dominirao je SARIHdDe Ig a zatim Clade liClade Ib
i AEGEAN169(red RhodospirillalesRo d ovi s r el a ispgod5% doptinijelirso j no g 1 1
do 25% OTU-ova koji su pripadalAlphaprotrobacterianau svim uzorcimeov o g o.k ol i g a
Klad SAR86 bio je najdominantniji predstavnik Gammaproteobactera slijedli su
OMG60(NORS5), SUPO05, HOC36 i ro&seudohongiellaZza koljeno Bacteroidota gotovo
podjednakesu bilizastupljenrodoviNS4iNS5a z a b i | j e felativrazagtuplieriet v e | a
NS2b i N9, s lkaoluRHBMU1L. RodoviFluviicola i Marinoscillump r i mi j el eni S
pov eahim relativnim udjelimau ovom BMUu.Naj znal aj ni j i presistavni
rel ati vnoimo®¥%w jwnelgil ui u z oabim jeBrochlorocogcusB M U

PHBMU3obuhvatioje 14% podatakadpisao jevoden stupacs n a j apsolutnom
br oj nhe@rbtwfnih bakterija, AR, Synechococcua, pi koeukariot a i
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bakteriskom proizvodnjomkao i koncentracijom klorofilaa. MelLutim, inici ovoOj
zabiljegena n alpakiaija j arheja(Tallicadb).i Kbljersa CCyanobacteria,
Bacteroidota i Verrumicrobiotdosegli su svoj@ a j wedalivee brojnostiu ovoj jedinici u

usporedbi a drugim PHBMU-ima, dok jeostalin] e t r kogeeasntalo najmanje relativhe

brojnosti Alfaproteobakterijski rod\scidiaceihabitangobitelj Rhodobacteraceae) pokazao je
znatno velu relativnu bPripagnitiGamaproseobaedapodd nos i m
OM60 pokazdls u v el u zast uopiSyPesn HEBE niswetektirak Kokedo
Bacteroidotaje bilo dominirano linjjom NS4, s velom relativmdam abu
Balneola Za razliku od PHBMU1 i PHBMUZ2,0dovi Fluviicolai Marinoscillumni su uol eni
u ovom okoli gu.

Ok o | FHBMU4 obuhvatio jenajwelikol i | i nu pokdlentoaka (
Proteobacteripr ednjmaji Vel gm rel ati vnourorcgnaasiijgdinci j om
su ga Bacteroidota, Cyanobacteria, Actinobacteriota, Crenarchaeota, Thermoplasmatota,
Verrucomicrobiota, Marinimicrobiota i Dadatteriau vel i m rel aZdoapi m ud |
ok obiilga | en azj amdl i@ jajemperatuai apsolutra brojnostProchlorococcuss,
bakterigka proizvodnjaPielowv indeksravnomjernostarheja  p oakaongeetnacgnitrata
i amonijevih iona. Naazini roda, Alphaproteobactertarythrobacterz abi | j egena | e
uzorkauv el o j relativnoj brojnost.i [ do 10% s 0]
169 u usporedbi s drugim jedinicama. Koljeno Bacteroidota je bilo zastapliem i o m
relativnom brojo ¢ | uovaBaingolai NS11-12 u odnosu na druge jedinice.

3.3.5. Raznolikostukupne mikrobne zajednice
Krivulja rarefakcije (engl.rarefaction curvg pokazala jez ad ov o | dubiruaj ul u

sekvenciranjaizoraka koja jéila dovoljnazaprikladanopisraznolikost arheja i bakterija u
pr oulom vmad srathjegJadranskog morélika 3.19).
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Slika 3.19. Krivulja rarefakcijekoja pokazuje dovoljnu dubinu sekvencirapja uzorkuza

procjenuukupnemikrobne raznolikostzajednice

Uzi maj uli u obakterijskih katheamitkdljen putern NGalgoritmau
|l etir-a BMUsani h kao jedinstveni okoligi, an
pikoplanktona prema svakoRHBMU-u (Tablica 3%5).Pr osj el ne vri jednost. i
bakterijskih O’'U-ova, Shannonov indeks raznolikosti i Pielowdvakterijskeravnomjernost
bile su najnige u kdéelB&dBEa jkwjedhostinabetemipofni a n
bakterija, AAF-a, Synechococcus, pikoeukariota,bakterijske proizvodnje koncentracija
klorofila a. Napr ot naj v salnitetom kpncentracijamaitrata, nitritai ukuprog
du@il PHBMU?2) pokazao |j eShannarjowraznalikosbi @ielousvu i j s k u
uj edn aHladn oo i bogatamonipkom (PHBMU1) opisanje n a j v arlgealnmm
Shannonovim indeksome jekarakteriziann aj vel i m post ot kom bakter:i
nukl einske kiseline. NarpejgeriamiPji eil @ua vjae rw vk
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Tablica 35. Indeksi raznolikosti arhealnih i bakterijskih kraljevst@geasvakom PHBMU

PHBMU1 PHBMU2 PHBMU3 PHBMU4
Broj uzoraka 30 10 13 36
Prosjelan broj| 4113 (309;26 | 459 (846,42, |2746 (34;19,| 3203 18,127,
sd; min, max) 49) 50) 33) 43)
Prosjelna razn|2274 2881704, 2106 ,306 1935 37N 2225 (N
( S h a n nsd; min, méix) 2,588) 1,635, 2637) 1,279, 2453) 1,424, 2637)
Prosjelna ravngd 0615 ,068Q405, 055 ©™; 0/ 0, 91,13¢N 0652 10N

(Pielouov indeg 0,738) 0,437, 0685 0,373, 790) 0,419, Q800)

max)

Prosjelan broj| 571,37 (443;3| 575 @92;5227| 53492 (,M9;4 55031 @BMN; 4
vista (N sd; 503, 631) 608) 445, 591) 336, 616)
Prosjelna bal 4394 20813962, 46 4 4 236\ 3973 2N 4197 BN

raznolikost( Shannon; 4,973) 4,368; 5097) 3,120, 4275) 3,579, 4523)

min, max)

Prosjelna rav|0692 0280686 | 0731 034 0,6 32 046y 0665 029

bakterija (Pie 0,753) 0,690, Q799) 0,508; 0673) 0,611, Q710)

sd; min, max)

3.4. Rezultati analize zajednice aerobnih anoksigenih fototrofa

srednjeg Jadrana

3.4.1. Brojnost aerobnih anoksigenih fototrofa

AAFsuz abi |y swilj ®0OruzorakdSlika 3.20)aprose |l na apsol utna br
i stragi vanimosiajedd? @ |,784 x010 stanica mt. Najmanjavrijednost
zabiljedgena je na postaji ,BXkads@EniamLiaddk¢geyv oz u n
naj ejhostzabi | j egena nsviporsjtwiajna Sphilxordgtaniai mor a
mL?1) (Slika3.20)Pr osj el na rel at i \Br6& %PE680jAajnwasje,54B% no s i | :
na postaji CJ007 u kolovozu na 30 m dubing j v1@258% na CJ0O09 u travnju na 50 m
dubine)Na mj e s e |nnagjv eri aaz bmmnosts & eil Njae g e n A4 9j3e68 Ol i pn
x 10*stanicamtl,agot ov o i de ntzialbnd jvetdejoed Bods4at x 00
stanica mt!. Najmanjabrojnostz a b i | jp® ¢ £ in jaG22.godlines 07 0 4 248 x @*
stanica mt*i v ie2031.as1(8 4 4 ,28B x A0 stanica mt:. PERMANOVA je pokazala
stat izatail lakine r az |AAK@ojnasti oaignes @ deaorni (Peepde=23125,
p=0,0001, jedinstvene permutacije=9957), alowvieno o postajili dubini (Tablica 36.a).
Usporedbenavedene Tablidc 3.6bdodat no su r azjbdog reidlien od ag ojda gp
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dobaz nal aj no ostaliz(lpirloizimaettseds, p=00 0 0 1 ; -fjetont375664d, e

p=0000% p r o |-j¢senit=69196, p=(0006).Me Lium, znal ajan rtestaul t at
(faktor: sezona, F=5,0481, p=0,0067, 9999 permutacija) otkrio je da se grupe razlikuju u
raspr,ge@gtos t amjeendbryaud nal nu i nterpretaciju rezul

Tablica 3.6. Rezultati grmutacijsle multivarijantre analiz varijance (PERMANOVA)na

podatcima apsolutnih brojnosti AA%E (a) skup podataka transformiran je kvadratnim
korijenom, a za PERMANOVU su korSegszenae Euk
(fiksni), Reregia (fiksni), Ladloj (f a k t o tenusayiji);ely) usporedb@arova zasvako

godi ¢ n (Wezimd Gbpar o | j-jedere Sjeta) Zvjezdicom su oznal
p<0,05.

a
( )Faktor df SS MS PseudeF P(perm)  Permutacije
Se 3 2,593 0,86432 23125 0,0001* 9957
Re 2 0,5968 0,2984 2,4257 0,0729 1675
La(Re) 5 0,56493 0,11299 1,5597 0,1907 9955
SexRe 6 0,41104  0,068506 2,4653 0,0768 9953
SexLa(Re) 15 0,41939 0,02796 0,38595 0,9833 9911
Res 58 4,2017 0,072444
Total 89 8,7869
(b)
Grupe t P(perm) Permutacije
W, Sp 5,2351 0,0001* 9840
W, S 1,7528 0,0825 9820
w, A 0,55371 0,5794 9838
Sp, S 7,5603 0,0001* 9833
Sp, A 3,9196 0,0006* 9846
S, A 1,9313 0,0641 9843
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Prikazano po bsopmasé\AFiz,a bgrl g sejgeelzmsilaje2p B 61 Nel e
0,081 x 10 stanica mt?, ljeti 0,86 x 10 stanica mt! (uzorkovano je samo wlovozu), u jesen
1,3 6 4 ,616 x @0 stanica mt, a zimi 12 4 6 ,66¥ x @0 stanica mt! (Slika 3.21). lako je
primijelena razlika u pFiosetobalemostagsSIi®l ut nom
(pbr osj el8n2i1 882003 stahicanL™), prijelazneCJO07(pr osj e |,4a nN6BO oj 1
x 10*stanica mtY) i postag otvorenog mor&€JO09(p r o s j e |,2n8i 5 &% »o0d stahica
mL™Y) u vidu smanjeneg u st ol e pdopdobdinagprenjaeotvorenom morw o | e n e
razlikenisubilest at zeatl.Reknbki ke u brojnoshtdubAABR t2akmel

ni su bile statistilki znal aj ne.

- . Postaja
27 . ST101
CJoo7
: . B
y 3 CJ009

AAF brojnost (x10"4 stanica/mL)

—8
[ ]

: J

T T T
Zima Proljece Ljeto Jesen
Sezona

Slika3.2L.Pri kaz apsolutni h br oj nsefnjeg Jadhrdnk (pastajé s pi t
ST101, CJOO7 i CJO0Pp sezontijekom 2021./2022. godine

342 Rezultaii brojnosti AAMIGHKHSHpmetodam odr el enii

Kako bi se kvantificirao udi o AAF k o
Alphaproteobacteria (probal4&968) i Gammaproteobacteria (probaAfd42a) ili kladu
Roseobacter(proba RFOS537) unutar razredaAlphaproteobateria, kor ispojdvim | e
mikroskopskih metoda: infracrvene epifluorescentne mikroskopije i fluorescenmijsiti
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hibridizacije (IGFISH). Brojevi dobiveni ovom metodom prikazani lsaio relativne brojnosti
odnosnagostotak ukupne brojnosti AAF.

Kaogt o j e prethodno uol eno za apsolutne br
] e bila statistiFIIIBIH zreraludijtma e . StaatliGtil ka
PERMANOVOM na BrayCurtisovim udaljenostima relativnih brojno¢tseudeF= 4,3159,
p=0,004, jedinstvene permutacije=9960ablica 3.7 uz prikazr ezul t at a nemet
vigedi menzional n{(bka3)al i ranja (nMDS)

Transform: Square root
R ce: $17 Bray-Curtis similarity

2D Stress: 0,16 m
A Zima

Proljece
Ljeto
Jesen

A A
L A
A A
A
& A ‘A A A A
A A - A
AA » AA A Av,
A A A A
A A
2 A
A a A
A
Slika 3.22. Prikaz rezultattn e met r i | kog Vvi gedi menzrelatmnh!l nog s
brojnosti bakterijskih grupa daivenihIC-FISHmet odom u i spitivanom p.

Jadrana (postaje ST101, CJ0O07 i CJ009) po sezonama tijekom 2021./2022. godine.

Ni su uol ene st at iubrojnmostiRailC-Fzl nSaH agjrnuep ar a zzl mekleu

p o d r (wekujtadi PERMANOVA analize, Tablica 3.7a). Usporedbe parova otkrile suyeala

lieto jedimmg o di § ni a z ddod tstalih (Tablic8.7b).N e z n a teauftabPERMDISP
testa(faktor. sezonaF=0,44762, p=0,749, 9999 permutacija) wageda se grupe ne razlikuju
urasprgleniosti aga diramlojru ti j ekom jednogodignj e
pripadajurazreduGa mmapr ot eobacteria pokazali 280 pr os|
AAF koji pripadaju razredu Alphaproteobacteria, 1820 te AAF koji pripadaju kladu
Roseobacte87,66%.
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Tablica 3.7. Rezultati permutacijskenultivarijantne analize varijance (PERMANOV /AR
podacimarelativnihbrojnostilC-FISH grupa (a) skup podataka transformirge kvadratnim
kor i j enom,suBray-Ruotisovegdalgmosti. Faktori: Seezona (fiksni), Reegija
(fiksni), Ladl 0 j ( f akt cegij), @mojsepptreerd bie parova za svako

zima,Sppr ol j-jeskred j#to). Zvjezdicom su oznalene v
(a) |
Faktor df SS MS PseudeF P(perm) ;g?r':jttgg?ee
Se 3 12262 40874 4,3159 0,004* 9960
Re 2 21371 10686 0,88152 0,5378 4310
La(Re) 5 57964 11593 1,7652 0,0703 9934
SexRe 6 48288 80,481 1,0677 0,4218 9937
SexLa(Re)** 14 10414 74,387 1,1326 0,3086 9900
Res 58 38092 65,676
Total 88 73672
(b)
Grupe t P(perm) Permutacije
W, Sp 1,7217 0,0808 9964
W, S 3,2674 0,0023* 9967
W, A 1,499 0,1603 9958
Sp, S 2,4999 0,0103* 9958
Sp, A 1,9106 0,062 9962
S, A 2,5567 0,0145* 9956
Na razini mjeseca, postaje i dubine, AAF koji pripadajugda Alphaproteobacteria
pokazal. su najvelu relativnu b rnorjampessj od -
otvorenog mora CJO0O09. Druga najvela relativt

dubini od 100m na istoj postaji. Suprotno navedenonjprajabrojnost( 7 %) z abi | j ege
na postaji ST101 na dubini od 35 m u prosincu te na postaji CJO09 na dubini od 100 m u
studenom. Detaljni kvantitativni prikaz relativnih brojnosti AAF skupitedivenihIC-FISH
metodonprikazan je n&lici 3.23. AAF dodijeljeni razredu Gammaproteobacteria pokazali su
najvelu relativnu br oj no s tpostaje atwrenogmoradJOpr i k u p
u veljaldi (~79 %), a slijedil:@ SuUu uzorci s a
ST101 na 35m t a k ckdil®azu (472%). Najmanje vrijednosti od ~8% ukupne AAF
zdgedni ce zabiljegene su na povr rAjF koji prippdajua u s |
kladu Roseobactep o k az al i su naj vel,iv%)rnepriabalnojypastaji br oj n
ST101 na dubini od 3% u kolovozu i najmanju (129%) na postaji CJO07 na 50 m u

kolovozu.
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Slika 3.23. Relativre brojnosti(%) AAF grupaAlphaproteobacteria, Gammaproteobacteria i
Roseobactedobivere IC-FISH metodomprikazam za svakiuzorak a podr ul j e wuzor
u sredhjem Jadran(postaje ST101, CJOQGTJI009 N uzoraka =90) tijekom 2021./2022.

Promatrajulid sezonsku | jestvicu i prosj e
razredu Al phaproteobacteri a zastpjénosti(3850%)naj vel
zabil jegene u | j,380) 0 jesenallikan az@)mzanAAle koj{ @igadaju

Gammaproteobacterilma, uol en j e slilan trend kao i za
prosjelnom incBf@&hci pomal np A8l @lkd3l2). Esskach ( 2 6
Roseobacteuo| en j e obrnuti obrazac neg\hoajxel pr e

prosj el n arojnosz akiilvineag e n a,73%)ea najmagnja 8 leto (FRLK) 1
pr ol j 87%Glika3a).
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Slika 3.24. Relativna zastupljenost (%) AAF grupa Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria Roseobactedobivena ICGFI SH met odom po sezoni
uzorkovanja u srednjem Jadrafpostaje ST101, CJO07 i CJOQ9;uzoraka =90) tijekom
2021./2022.

3.4.3. Sastav AAF zajednice na prostornevremenskoj skali odr el en
metabarkodiranjem pufM gena

U ovom je jednogodi gnjem istragivanju pryv
taksonomske razine roda u po-tremehskouljestvicie dn | e c
Uzi maj uli u zap zidmni ceaenstabarkodrdnempufM gena biljega
PERMANOVA |je pokazal a st &Aitchissrovin ukalenostima U aj n e
pogledu sezonalnos{PseudeF=2,0572, p=0,0037, jedinstvene permutacije=98B4blica
3.8.a) ali ne za prostorni ili vertikalni pripf(Tablica 3.8a)Usporedbe parova pokazale su da
je | jeto jedino godignj e do bzajeduzice @rabach 1&b).r az | i
PERMDISPtest (faktor. sezona, F=1,8899, p=0,2035, 9999 permutapgkpzao je da se
grupe neazlikuju ur a s p r .P€EA M Aitchisonovim udaljenostinpufV skupa podataka
aglomeriranog naazinu roda pokazala je odvajanje ljetnih uzoraka, dok su glavni taksoni
zasl ugni z a ppddnia yodowaj Painicelbacteriumte UBA868 i obitelji
Xanthobacterazaete Maricaulaceae (Slika 3.25).
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Tablica 3.8.Rezultati permutacijske multivarijantne analize varijance (PERMANOVARha
Aitchisonovim udaljenostimpufM skupa podatakaglomeriranog na razinu rod@aktori: Se

sezona (fiksni), Reegija (fiksni), Las | 0 | ( f a k tremiji); (y wspoeedbe parmvawza
svako godi @azinjagSppdrooblaj 4efed/, 9 jAet 0) . Zvjezdicom
vrijednosti p<0,05.

(a)
Faktor df SS MS PseudeF P(perm) ;Zﬂ:jgg?:
Se 3 13317 4439 2,0572 0,0037* 9890
Re 2 60451 30226 1,8323 0,0528 7809
La(Re) 5 79515 15903 0,70723 0,9791 9834
SexRe 6 15888 26438 1,3683 0,0703 9875
SexLa(Re) 15 28451 18967 0,84349 0,9247 9753
Res 49 11018 22486
Total 80 18218
(b)
Grupe t P(perm) Permutacije
W, Sp 1,0833 0,2694 9933
W, A 1,4719 0,0156* 9909
W, S 1,4807 0,0304* 9923
Sp, A 1,0437 0,3383 9891
Sp, S 1,5988 0,0115* 9916
A'S 1,6526 0,0079* 9926
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' Nereida |

Maricaulace iy

Rhizobiales Ord —{ =
UBAB86E8
0

n}(anrhobacreraceae Fémily

-2 Alphaproteobacteria Class L \
Puniceibacterium
‘ A_002705045

[ _Ji Rhodobacterales Order CACIHZO01

Jesen

A Ljeto

Proljece

JT

C2 [14.6%)

_L Zima

PC1 [18.7%]

81 samples & 86 taxa (Genus). PCA tax_transform=cir

Slika 3.25. Biplot prikaz rezitata analize glavnih komponenti (PCA, engkincipal
componenanalysig na Aitchisonovim udaljenostinmufV skupa podatakabojanihpo sezoni

za podrulje uzor koypestaje 8T10L, CJA02I CIOPOpzaorakd @) r a n u
tijekom 2021./2022.

Na razini koljena pripadnici Proteobacterigpreviadavali su u svim uzorcima.
Zanimljivo je da je koljeno Gemmatimonadppaiedstavljeno s dva ASY (ASV 550 i ASV
559) iz obitelji Gemmatimonadaceaeo | eno u uz or kravnjpna dukini @3¢ e nom
m na postaji CJ007 u vrlo niskoj relativratpundanciji(srednja vrijednost,002%).0Ova dva
ASV-a bila su istovremeno prisutna u spomenutom uzorku, kawekoliko drugihuzoraka
ali u vrlo malom brojusekvencin<10)

Na razini razreda, sastavom AAF edpice dominirali su pripadnici
Gamma pr ot eobacter 9&) ( pr osyjiehna z or5¢ci ma S naj
zabi |l jaa @gresméuma postajama ST101 i CJO07 te u studenom na postaji CJ0O09.
Najmaniji relativni doprinog a bi ljjee guernv el j al i na povrgini mo r
njihova relativna brojnostnosila<40%t e u o guj ku, rmmoaakapls@jiCIG0A povr
s relativnombrojnosti ~50% (Slika 3.26) Pripadnici razreda Alphaproteobacteria imali su
prosjelnu r el atdl24%%su reaajsetatipirh mlogrinoesut povr gi ns ko
slojumorau v el postdjis T h@1 ( ~ 6 0 %)postajgCIoO7Y(tAPIW.u n a
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Slika3.26.Sezonska i prostorna raspodjela relatiyv
srednjeg Jadrana na postajama ST101, CJO07 i Ctijed®m 2021/2022. dobivenih
sekvenciranjempufM gena na lllumina Misequr e L(agd xu250bp) . Kategori

predstavlja AAF razrede relativnih doprinosa <1%.

Na taksonomskoj razini reda, gamaproteobakterijski red Pseudomonadales previadavao
je na svim postajamdijekom svih mjeseci unutar razdoblja uzorkovaigbka 3.27) Naj ni g e
relativne brojnosti pripadnika reda Pseudomo
postaje ST101 (<40%) i u oguj ku, takolLer n é
Burkhdderiales pokazajgv e f u r el ati vnu brojnost (~10%) u

i u svibnju na dChIMax(nestandardnaoceanografskadubing 68 m) postaje CJO009.

Al faproteobakterijski red Rhodobacterales t
mesecima s najvelim rel atniav nponw rdy mv e hnpoarbam m
ST101 ( ~60 %) [ 0 ¢ u Naprotiv, mlapro@dbakeerijski fed RiUz@bjales

pojavio se u relativnoj brojnosti >1% u kolovozu na svim postaj@uabine0 mnaST101i
CJO07te 75 m naCJ009) svibnju na postaji CJOQYa dubiniod30m t e u pr osi ncu

na postaji CJ00fa dubinama od 5 odnosno 0 mRed Sphingomondalaes imao je relativhe

brojnosti vige od 1% samo na pmsdolajeired CIJ0O07
Caul obacterales imao najvelu relativnm brojn
(Slika 3.2).
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Slika3.2Z7.Sezonska i prostorna raspodjela relatiyv
srednjeg Jadrana na postajama ST101, CJOCJ009 tijekom 2021./2022.dobivenih
sekvenciranjenpufM gena na lllumina Miseq r e L(2x35@bp). KategorijdUn c | assi f i e o

)

o83

—
@ o b= W o @ o w
ChH Ch &L Cvh ChH Ch T&H ThH Ch

Dubina (m)

o83

CJDOQ

Relativna by ruj nost ('!"u')

mmmm a o w = & B W NS o v o 3 o g
< 2 o 3 2 =] 3 S & v g S © 8
m}

o a8 = o 8
Dubina (m}

predstavlja taksonomski neklasificirane AAF redove.

Na finijim taksonomskim razinama, brojni AABdovi (71 od ukupno 86pojavii su
se u relativnoj brojnosti ispod 1%, dok je 15 najzastupljemijiiovas a | i n P9%v al o
zajednice prema rezultatima sekvencirgojeM gena(Slika 3.28) Oplenito, t aks
neklasificirani rodovi pridonijeli su do ~15% ukupnog broja sekvenci do&dé&uminiphilus
(red Pseudomonadales, obitelj Halieaceae) prevladavao na svim postajama, tijekom svih
mj eseci i na svim dubinama s relativnim dopt
Limnohabitansk ar akt er i sti | an z az asblied jg kegpgjo v dngoeanae k 0 s u s
postaji ST101 u relativninbrojnostma >1%, ali ne prema otvorenom moreripadnici
alfaproteobakterijskin rodov@ACIIZO1( u travnj u i studenom na po
CJ009)i Puniceibacterium( u svi bnj u, nkal aowao zpuo sit agiij eClJ 007
CJO09) z obitelji Rhodobacter at®aeazabbi peaganve
30 m, ali ne i na postaji ST101. R&danktomarinap ok azao j e najvelu re
(~20%) na postajir ¢SiTi0 1mau laeenldlizaphosiiu stualenpno v
na postajama ST101 i CJORod MED652 koji pripada obitelji Rhodobacteraced®o je

sveprisutan na svim postaj ama, godi gnjim dol
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10%, osim u prosincu na gagama ST101iCJOQ7pr i sut an u doprinosu >1

mora)te studenom na CJO09 gdje je njegova brojnost smanjena na <1% (S3ka 3.2

ST101 €Joo7
2 3 4 5 ] a " 12 1 2 3 4 5 B a " 12 1
100 100
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g o HIMB 11 e B unciassiied
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g CACIIGOT £ LFERDA
E 50, LFERO1 £ . MED G52
= MED_G52 2 Nereida
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E RS62 z RS62
25~ UBAS145 25- CACIIZO1
Limnohabitans UBA9145
Cther II GCA_014117445
ol o s = ==l =l = =1 H B |en Es o=l B0 S Other
of of § o8 of of of of of cEE oEE oHE ouY osE ofE off oHE £y
Dubina (m}) Dubina {1}
CJoog
2 3 4 5 [3 3 1 12 1
100-
Luminiphilus
Planktomarina
. 75- HIME 11
£ B unciassified
'g CACIGO
.% LFERD1
2 50- MED_G52
% Nereida
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CACIIZO1
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0_-.-.— -_l_- I -I... e E=i_0 s | Sl amll o
o233 ofSugs © € ¥ o2883 o 8 3 o883F c88gs °L &3 o8 g
Dubina (m)
Slika3.28.Sezonska i prostorna raspodjela relatiyv

srednjeg Jadranaa postajama ST101, CJO07 i CJOf@kom 2021./2022.dobivenih
sekvenciranjenpufM gena na lllumina Miseg r e L(2x350bp). KategorijgdUnc |l assi f i ec
predstavlja taksonomski neklasificirane AAdelove.

Indeksi raznoli kost i iprojAVoalzimi (1234Nn Bj0omanj i

dok je najvel:i prosij6e |88 .brPojosy @l emn WBhjaemnrem c
Ssu naj v,A99N 481 eta 1f &) n393N ,682) ,j edsoekn s(u3 prosj el n
za zimske i proljetne mjese bilei z m&34%1 N ,388 odnosno 273N ,387) . Prosjeln
Pielouova ujednal enost pokazala je isti tren

vrijednostima ljeti (731N ,089) i naj ni §70INa,00%) (Tabkca 2 Krigula
rarefakcije pokazala je zadovoljavajulu dubir
adekvatan opis raznoliko®AF zgednice (Slika 3.29).
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Tablica 3.9. Indeksi alfaraznolikost AAF zajednicesa sandardnim devijacijamgst. dev)
temeljen napufM skupu podatakandeksi suprikazan po sezoniffr o s j e |ASV-ovd r 0 |

Shannonov Pielowv indeks).

Prosj St. dev. Prosj e St. dev. Prosjel ni Stdey,
broj pr osj el Shannonov Shannonovog indeks Pielouov
ASV-ova broja ASV-ova indeks indeksa indeksa
Zima 12434 50,90 3451 0,388 0,729 0,045
Prolj 12993 45,59 3,473 0,357 0,722 0,041
Ljeto 12968 50,94 3,499 0,441 0,731 0,039
Jesen 1326 56,38 3,393 0,682 0,701 0,075
§ = 89-puf
ot
- ™~
[z
-
5 R
=]
m = 79-puf
° T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Dubina sekvenciranja

Slika 3.29.Krivulja rarefakcije koja pokazsgj dovoljnu dubinu sekvenciranja po uzorku za

procjenu ukupn@dAF raznolikostiu srednjem Jadranu tijekom 2021./2022

3.4.4. NG analiza podataka pufM metabarkodiranja aglomeriranih na razini
reda

AAF redovi (lr-transfromirane vrijednogtigrupirani su u pet jedstvenih jedinica
odnosnoo k o | (BMyn Za svaki BMU su i zr abdiuolaagek i pfhr o
fizikalno-kemijskih varijablik a k 0 b i se ustanovila Msmmau i zmel
jedinicamaredoviPseudomonadales i Rhodobacteraiéissveprisutini iskazival konstantno
visokk vrijednost.i bez obzira okal Napraivt, redokie i a
Acetobacterale$)JBA8317, Gemmatimonadales, Xanthomonadales i Thalassobaduiales

su konstantno niskeaijednostiu s vi m @¢Skka B30)gi ma
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BMUL1 (34,57% ukupnog &upa podataka)opisuje toplo i nutrijentima najbogatije
okrugenje s najni ¢i n@6)pprroossjjdaehperatunors 2813i rAiCt. e tOo/
je bila najkwe¢liaa jjee ddu hovaaol raal kaa . Uol ena je r
zastupljenostgamaprotebakterijskog reda Burkholderiales i alfaproteobakterijskejel
SP197 Suprotno navedenam\AF redoviRhizobiales, Sphingomonadales, Caulobacterales i
Arenicellalesz a b i | gue gnenjim p r o sim &ijednostma u ovoj jedinic, Ok ol i gni
| imbenici koji definiraju o v u jedinicu su naj wVa,l ukupndhps ol ut
heterotrofnih bakterijaSynechococcua i heterotrofnih nanoflagelatz aj edno s naj v
zabiljegenim koncentracijama nitrata,uzotopl j
visoke koncentracijéklorofilaa. Uz i maj u | IC-FISH reziitaej Roseobacteje imao
naj pr@gesj el ne r el @avoj jedinicie doksu AA-avidakdonomskpripisani
razredlGammapr ot eobacteria i maprii miajasadisegmalnod! o v o |
niti prostorniobrasci.

BMU2 (19,75% ukupnog skup@odatakak ar a kt e r izzaibria preajeyniad a a
temperatura (163 A Cde p o v esivijennosti redova Rhizobiales, Sphingomonadales,
Caulobacterales i Arenicellale®vg o kemd ipijsi ipr osj el nomém,bdzi nom ¢
jasnog prostornsezonskoguzork® akt eri j e s visokim sadrgajem
i mal e su naj abenflancijua pvejoddiniciz@aj edno s vi sokom
Synechococcua Nitratisuimalinap i e pr osj e |, akoroklannacjevBveg®a ci | e
FISHs k upi ne i nbaojnesti su sl i | ne

BMU3 (14,81% ukupnog skupapodataka) s | i kawmoi BMU 2 , j e t akol
karakteriziran redovima Rhizobiales, Sphingomonadales, Caulobacterales i Arenicallales
koje su mapwétijie  eadmest i u ovoj jJjedinibda . Pro
vi ga AoQizdvajéio k o | |iigmmigikaji iopisup ovu jedinicusun a j rbaktgrigska
proizvodnja uzn a j unkbngentracij amonijaka.Uz i maj ul i C-FISH brajmostjr I
pripadnici razreda Gammaproteobacteria i Alphaproteobactén®li s u  n arglatienli u
abundancijuNaprotiv,pripadnici kladeRoseobacteimali su najmanjuelativnuabundanciju.

BMU4 (22,22%ukupnog skuppodataka)za razliku od BMU2 BMU3, karakteriziran
] e naj ni gi m vr iRhieobiales,s $phingamonadaleso Caulobacterales i

Arenicellales, koji su ponovno pokazalia j e dobrazégbojavnosti. Suprotno navedenom,

redovi Acetobacterales i Ggmmavi mopeddas$ eismaa
okol i gu. Ova jedinica definir@&naAGjadigpmosj e
koncentracijama nitrita. Prosjelna dubina ov
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br o] nRragHlomococcusa i pikoeukariota. IGFl SH br oj nost i pokazal
zastupljenost alfaproteobakterijskih AAF u ovoj jedinici.

BMUS5 (8,64% ukupnog skupgodataka)e o k o $ majgnanjim brojem od samo 7
uzoraka Navedenou k azuj e da i eolowloi gnagrjepitivanom
jednog@ di gnj eg .Wradedikioa pradetaviga najhladnfi,ut r i j enti ma naj s
i naj dubl ji okol i ¢, s @ irporsoj sej | dnlmnoonmd &Amer at ur
Salinitet jedosegnua a j vrijednesti od 3&1u ovoj jedinici Zanimljivo jedase AAF red
UBAB8366 pojavio uv erh vrijednostimai s k | juwvojijedinici, kao i neklasificirani red
koji pripadarazreduA|l phapr ot e ob gecztaebriil g.e gTeankao Lnearj manj a b
heterotrofnih bakterijaSynechococcug Prochlorococcus, pikoeukariota, heterotrofnih
nanoflagelataiA%/. Ovo je okolig najoskudniji hranjiywv
ni trita i nitrat a, otopljenog anmajgraingikm gN/dI
omjerom MeLut i m, k aimakaei rbaktrerglka ipjoiavod@jaciasegli su svoje
maksimalne vrijednosti u ovoj jedini¢ilz i ma j ul i-FISH rezultateRaseobaCtekao
i gamaproteobakterijski AR, pokazali swisoke relativne brojnostDvaje jedinicaobuhvatila
postaje prema wbrenom moru (CJ007 i CJO09) bez jasno | e n elnaste z o n
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Slika 3.30. Prikaz ezultaa NG analize temeljene nmaufM skupu podatakaglomeriramm na
razinu reda. Gornji di o tablice predstavlj a
HNF, AAP, posttci IC-F1 SH skupina) i abi ot izINOg Nhsar amet r
DIN, NTOT, SRP, PTOT, Sig, Chla,N/ P) i z r adije wijedndstaeosvaki BMU.

Doniji dio tablice predstavlja jedinstvene AAF redeve p r i p a dvdj¢dooktimazelenia r

boja predsdravijadnajgvtigea crvena najnige.
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