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Proces oksidacije amonija je v plitvih obalnih morjih z izrazitimi sezonskimi nihanji temperature,
dlanosti in hranil, slabo raziskan. Vpliv okoljskih dgjavnikov na razSirjenost in sestavo zdruzbe
oksidatorjev amonija (AO) smo preucevali v morski vodi Trzaskega zaliva (severno Jadransko
morje). S kvantifikacijo arhejskega in bakterijskega gena amoA z metodo gPCR smo spremljali
dinamiko amonij-oksidirgjocih arhgl (AOA) in bakterij (AOB) v pridnenem ter povrsinskem sloju
od aprila 2010 do marca 2011. Ngjvi§o koncentracijo AOA in AOB smo zaznali v pridnenem sloju,
v obdobju niZjih temperatur (november, december). S statisticno analizo smo potrdili neposredno
povezavo Sevila AO z izmerjenimi koncentracijami nitrita in nitrata, ne pa tudi z ostalimi
okoljskimi dejavniki. |zkazalo se je, da AOA predstavljajo vecinski del amonij-oksidirajoce zdruzbe
v Trzaskem zalivu. Zdruzba AOA (dolocena na podlagi DGGE in genskih knjiZznic gena amoA) se
ob prehodu iz toplejSega dela leta v hladnejSi del spremeni. Na podlagi analize gena amoA se vse
AOA iz Trzaskega zaliva uvr&go v Thaumachaeota klaster Nitrosopumilus, ve¢inoma v N.
maritimus- sorodni podklaster, znotraj katerega tvorijo dve skupini glede na ¢as vzorcenja. 1z
novembrskega in decembrskega vzorca morske vode smo v obogateni kulturi (~98 %) izolirali
amonij- oksidirgjoci arheji, ki se filogenetsko uvr&tata v rod Nitrosopumilus. 1zmerjena optimalna
temperatura za njnjuno rast je ~30 °C, optimalna pH vrednost pamed 7,2 in 7,5. Morfolodke znake
celic v kulturah smo dologili z vrsticno elektronsko mikroskopijo (SEM). Andliza je pokazaa
prevlado celic pravilnih palicastih oblik, dolgih ~1 pmin Sirokih 0,2 pm. V nadaljnih analizah smo
dolocali prisotnost AOA in AOB v organsko bogatih agregatih morskega snega ter vecjih agegatih,
ki se pojavljgo v Severnem Jadranu. Dolocili smo strukturo arhejske in bakterijske zdruzbe vezane
na agregate in v okolni vodi. Tako v vodi kot na delcih morksega snega prevladujejo AOA iz rodu
Nitrosopumilus, modtem ko prisotnosti AOB v bakterijski zdruzbi nismo zaznali. Bakterijska
zdruzba v morski vodi, agregatih in morskem snegu sestoji predvsem iz predstavnikov Stirih
bakterijskih razredov Cyanobacteria, Alpha- in Gamma — Proteobacteria ter Bacteroidetes.
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In shallow coastal regions with pronounced seasonal variations, the ammonia-oxidation process is
not well studied. We therefore examined how environmental factors influence the abundance and
community structure of the ammonia-oxidizing community in the sea water of the Gulf of Trieste
(northern Adriatic Sea). An annua dynamic of ammonia-oxidizing archaea (AOA) and bacteria
(AOB) was assessed based on amoA gene quantification in the bottom and surface layer from April
2010 till March 2011. The highest concentrations of AOA and AOB cells were detected in late
autumn- early winter (November, December) and were mostly higher near the bottom layer.
Statistical analyses showed a clear positive correlation between the number of AOA and AOB and
the concentrations of nitrate and nitrate, but no statistically significant correlation with other
examined environmental factors have been observed. Our results show that AOA is the most
abundant AO in the Gulf of Trieste and that its structure changes during the summer to winter
transition period. Based on amoA gene al AOA detected in the Gulf of Trieste belong to
Nitrosopumilus claster, most of them in N. maritimus-related subclaster within which they form two
distinct groups according to the sampling season. From the November and December seawater
samples, we isolated AOA in an enrichment cultures (~98 %). Both strains were phylogeneticaly
classified into the genus Nitrosopumilus. Their temperature optimum is ~30 °C, and a pH optimum
between 7.2 and 7.5. The morphology of the cultures was determined with Scan Electron
Microscopy (SEM) and the analysis showed the prevalence of rod-shaped cells ~1 um long and 0.2
pm wide, similar to N. maritimus. To examine whether AOA and AOB are also present in marine
snow and larger organic aggregates, which are characteristic for the northern Adriatic Sea, we
assessed the composition of marine snow- attached and free-living archaeal and bacterial
communities based on 16S rRNA gene variability. In both types of samples AOA from the genus
Nitrosopumilus dominated the archaeal community, while AOB were not detected in any of the
examined samples. The bacterial community in marine snow, aggregates and seawater is mostly
dominated by the members of four bacteria taxa: Cyanobacteria, Alpha- and Gamma -
Proteobacteria and Bacteroidetes.
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1 uvoD

Oksidacija amonija je prva stopnja v procesu nitrifikacije, ki je pomemben ¢len pri
kroZzenju dudka v okolju. Amonij (NH."), ki ga ob razgradnji organske snovi v okolico
sprostajo heterotrofni mikroorganizmi (amonifikacija), v oksi¢nih okoljih sluzi kot vir
energije za rast nitrifikatorjev, ki ga v procesu nitrifikacije oksidirgjo do NOs". Prvo in
omegujoco stopnjo nitrifikacije predstavlja oksidacija amonija, ki jo vrSjo amonij-
oksidatorji (AO). Vec kot stoletje je veljalo prepricanje, da oksidacijo amonija vrsijo samo
nekatere bakterije iz razredov beta- in gama- proteobakterij. Pred slabim desetletjem pa so
Venter in sodelavci (2004) odkrili presenetljivo povezavo med arhgiskimi geni 16S rRNA
in homologi bakterijskega gena amoA, ki kodira o-podenoto encima amonij-
monooksiganaza (AMO), prvega encima v procesu oksidacije amonija. V ¢isti kulturi
izolirana arhgja N. maritimus, ki oksidira NH;" do NO,, je kmau za tem potrdila
domnevo, da so poleg amonij-oksidirgjocih bakterij (AOB) v morskih okoljih oksidatorji
NH," tudi mezofilne arheje (AOA). Nadaljnje raziskave so pokazale, da so AOA mnogo
bolj razSirjene kot AOB in danes veljg o za ngjpomembnejSe vrsilce tega procesa v oceanih
ter v mnogih kopenskih ekosistemih. Proces se danes uporablja tudi v biotehnoloskih

P 4%

procesih ¢is¢enja odpadnih vod.

V primerjavi z zdruzbami AOB se je pokazalo, da je za zdruzbe AOA v razli¢nih morskih
okoljih, znatilna zelo velika genetska pestrost (Francis in sod., 2005). Kateri okoljski
dgavniki vplivgjo narazSirjenost in pestrost posamezne skupine AO v morskih okoljih pa
Se ni povsem znano. V morju Trzaskega zaliva so sezonska nihanja temperature, slanosti in
koncentracij hranil, zaradi plitvosti bazena (< 30 m) ter Stevilnih pritokov rek, zelo izrazita.
Ker so tako mikrobne zdruzbe v Trzaskem zalivu tekom leta izpostavlijene mnogim
spremembam v okolju, le ta predstavlja idealni modelni sistem za preucevanje vlioge
posameznih degjavnikov narazsirjenost in sestavo mikrobnih zdruzb, kot je zdruzba AO.

Poleg sprememb v koncentracijah anorganskih hranil, predvsem zaradi vnosa s kopnega, se
v pomladnem in poletnem casu pojavljgo vecje koncentracije organske snovi, ki se ob
stabilnih vremenskih razmerah agregirgjo v t.i. morski sneg ali vecje skupke, agregate.
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Pojav velikih agregatov, ki lahko dosezejo velikosti tudi po ve¢ metrov je zelo znatilen za
Severni Jadran (pregled v Turk in sod., (2007)). Sestava bakterijskih zdruzb, ki naseljujejo
morski sneg ali vecje organske agregate pa je slabo poznana, medtem ko zdruzbe
mezofilnih arhgy v Jadranskem morju, Se niso bile raziskovane. Organsko obogateni
agregati kot tudi manjSi delci morskega snega, predstavljgo mikrookolja, kjer se zaradi
pospeSene razgradnje organske snovi spros¢a amonij. Poleg tega se pri razgradnji porablja
kisik, kar vodi do nastanka suboksi¢nih mikrookolij v katerih lahko potekala oksidacija
NH,;" s strani AOA, Kar je bilo Ze potrjeno v drugih suboksiénih okoljih (Coolen in sod.,
2007).

Kljub nenehnemu razvoju modernih molekularnih metod, ki jih danes s pridom
uporabljamo pri raziskovanju mikrobnih zdruzb v okolju, so za poznavanje fiziologije
posameznih mikrobnih skupin, izrednega pomena predstavniki izolirani v akseni¢nih
kulturah. Amonij-oksidirajoce arheje so bile odkrite Sele nedavno, njihovarast paje zaradi
kemolitotrofnega metabolizma pocasna, zato ne preseneca, da je raziskovalcem do seda
uspelo v akseni¢nih kulturah pridobit zelo malo predstavnikov amonij- oksidirgjo¢ih arhej
v akseni¢nih kulturah. Vsaka na novo vzpostavljena kultura je tako izrednega pomena za
nadaljnje raziskave fiziologije teh slabo raziskanih mikroorganizmov ter njihove vioge pri

kroZenju dusika v oceanih in v atmosferi.
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2 PREGLED OBJAV

2.2 KROZENJE DUSIKA V MORSKIH OKOLJIH

Dusik (N) je eden izmed esencialnih elementov za Zivljenje vseh organizmov, sg je kot
gradnik beljakovin in nukleinskih kislin, udelezen v skorg vseh bioloskih procesih.
Dusikov krog je zato eden od ngjpomembnejSih biogeokemicnih ciklov v naravi. Najvecji
rezervoar duSika predstavlja atmosferski dusik - Nj, ki sestavlja kar 78 % atmosfere,
vendar je zaradi svoje trojne vezi izredno nereaktiven in zato nedostopen za veliko vecino
Zivih organizmov. Podobno kot na kopnem tudi v morski vodi dusik nastopa najpogosteje
kot raztopljeni N, (Gruber, 2008). Iz istih razlogov je dusik velikokrat limitativen element
za biolosko produktivnost v morskih ekosistemih ter tako vpliva tudi na krozenje drugih
pomembnih elementov, Se posebe ogljika in fosforja (Ryther in Dunstan, 1971; Gruber,
2008). Dusikov krog je zelo kompleksen, sgf dusik zavzema veliko razli¢nih oksidativnih
stanj in tvori razlicne kemijske spojine. Vecino pretvorb v morskem dusikovem krogu
vrsijo morski mikroorganizmi, ki dusikove spojine izrabljgo za izgradnjo biomolekul ali

kot vir energije (Gruber, 2008).

Dusik vstopa v prehranjevalno verigo s procesom fiksacije No, ki jo v morskih okoljih
opravljgjo diazotrofne cianobakterije med katerimi je nagbolj raziskana vrsta
Trichodesmium spp. (Sohm in sod., 2011). Te s pomocjo encima nitrogenaze reducirgjo N
in dusik vgradijo v celicno biomaso, kar oznacujemo kot partikulatni organski dusik
(Particulate Organic Nitrogen - PON). Pri procesih razgradnje organske snovi s strani
heterotrofnih mikroorganizmov prihgja do sproscanja amonija. Proces poteka v oksi¢nih in
suboksi¢nih slojih in ga imenujemo amonifikacija (Gruber, 2008). Gre za stranski proces,
sg je glavno vodilo heterotrofne razgradnje oksidacija v organsko snov vezanega ogljika,
ki heterotrofnim bakterijam sluzi kot vir energije in vir ogljika za izgradnjo bakterijske
biomase. Razgradnja PON pa ne vodi vedno do popolne remineralizacije dusika, del dusika
se lahko sprosca v obliki raztopljenega organskega dusika (Dissolved Organic Nitrogen -
DON), ki ponovno vstopa v proces razgradnje s strani heterotrofnih bakterij (Slika2.1). V
prisotnosti kisika zdruzba nitrifikatorjev oksidira NH4" v procesu nitrifikacije do nitrata
(NO3). V suboksi¢nih slojin pa NOs kot akceptor elektronov sodeluje v procesu
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denitrifikacije, kjer denitrifikatorji reducirajo NOs preko nitrita (NO;"), duSikovega oksida
(NO) in didusikovega oksida (N2O) do No, ki se zopet spros¢av atmosfero (Francisin sod.,
2007). Tako je dusikov krog sklenjen.

V anaerobnih okoljih, kjer se zaradi odsotnosti nitrifikacije kopi¢i NH,", je bil leta 1995
odkrit proces, ki ga vodijo posamezne bakterije iz reda Planctomycetales (Mulder in sod.,
1995). Te v odsotnosti kisika oksidirajo NH;" do N, pri ¢emer je sprejemnik elektronov
NO,". Proces so poimenovali ANAMMOX (anaerobic ammonium oxidation) (Mulder in
sod., 1995; Jetten in sod., 1998).

N

—p =

N,-fixation Nitrification

Ammonia Oxidation Nitrite Oxidation

PON < NH;* —» NH,OH —» NO; —» NO;

Slika 2.1: Mikrobne pretvorbe dusika nad, pod in vzdolZ oksi¢no/suboksiéne meje v morskem okolju
(povzeto po Francisin sod. (2007)).

Na diki je nitrit oznacen z rdeco, zaradi njegove pomembne vloge kot metabolni vmesni produkt znotraj in
med procesi dusikovega kroga. Geni, ki kodirajo encime klju¢nih procesov so oznateni z belo: amo- amonij-
mono-oksigenaza; hao- bakterijska hidroksilamin oksidoreduktaza (?= gen/encim pri AOA ni bil najden);
nir- nitritna reduktaza; nor- reduktaza duSikovega oksida. Prevod izrazov: nitrification - nitrifikacija,
ammonia oxidation - oksidacija amonija, nitrite oxidation - oksidacija nitrita, No-fixation - fiksacija N,
remineralization - remineralizacija, oxic - oksi¢no obmocje, suboxic - suboksiéno obmocje, DNRA

(dissimilatory nitrate reduction to ammonium) - disimilatorna redukcija nitrita do amonija.
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Figure2.1: Micrabial nitrogen transfor mations above, below and across an oxic/anoxic interface in the
marine environment (from Francis et al. (2007)).

Nitrite is highlighted in red to emphasize the central role of this metabolic intermediate/product within and
between N cycling pathways. Key functional genes discussed in the text are shown in white: amo- ammonia
mono-oxygenase; hao- bacterial hydroxylamine oxidoreductase (?=unknown gene/enzyme in AOA); nir-

nitrite reductase; and nor- nitric oxide reductase, DNRA- dissimilatory nitrate reduction to ammonium.

Bioloska fiksacija N, je kot vir dudika v prehranjevalni verigi pomembna predvsem v
odprtih oligotrofnih morjih, medtem ko so v priobanih morjih pomembni vir dusika tudi
vnosi antropogenega dusSika s kopnega, katerih vir so predvsem pritoki rek in
nenadzorovanimi izpusti industrijskih in gospodinjskih komunalnih odplak (Gruber in
Galloway, 2008). V nos antropogenega reaktivnega dusika v morje se je bistveno povecal v
zadnjin 100 letih po odkritju Haber-Boschovega postopka za kemijsko fiksacijo
atmosferskega N, v amonij, ki je omogocil proizvodnjo umetnih dusikovih gnojil. Zaradi
njihove povecane uporabe na kmetijskih povrSinah mobilne oblike dusika (NO3z in NOy) s
spiranjem prsti prehajajo v podtalnico, v reke in konéno v morje. Clovek je tako s svojim
vplivom moc¢no pospesil globalni krog dusika. Ker je dusik v morskem okolju veckrat
limitativen element, njegovi povecani vnosi v priobalnih morjih povzrocao prekomerno
primarno in sekundarno produkcijo in s tem prispevao k procesu evtrofikacije (Rabalais,
2002). Povecana primarna produkcija v oceanih, sicer pripomore k vegjemu ponoru
atmosferskega CO,, vendar ima tudi negativne posledice. Ob povecani fitoplanktonski in
bakterijski produktivnosti (cvetenje morja) se znizuje koncentracija raztopljenega kisika,
dviguje se mega suboksi¢nosti vodnega stolpca in s tem se povecuje sproscanje
toplogrednih plinov, kot sta duSikovega oksid (NO) in didusikov oksid (N20O), ki nastgjata
tekom denitrifikacije in nitrifikacije v suboksi¢nem okolju (Gruber, 2008). Dolgorocni
vplivi pospeSenega dusikovega cikla na krozenja ostalih elementov, predvsem na cikel
ogljika, Se niso povsem znani. Poznavanje in razumevanje poteka dusikovih pretvorb ter
razumevanje fiziologije in dinamike vpletenih mikrobov je zato klju¢nega pomena za

globalno zmanjSevanje vplivov na okolje.
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2.2.1 Nitrifikacijain oksidacija amonija

Nitrifikacija je proces, ki povezuje nagjbolj reducirano (NH4") in najbolj oksidirano (NOz)
obliko dusika in je pomemben pri kroZenju duSika v morskem okolju, kot tudi v
sladkovodnih ekosistemih, v tleh in v biotehnoloskih procesih cisenja odpadnih vod.
Proces nitrifikacije vrS zdruzba nitrifikatorjev, ki kot kemoavtotrofni aerobi z oksidacijo
amonija in NO," pridobivajo energijo za izgradnjo celicne biomase iz CO,. Z oksidacijo,
tekom amonifikacije spro&enega NH;" do NOz, povezejo procese razgradnje organske

snovi z denitrifikacijo, ki dusik zopet pretvori v atmosferski No.

2211 Amonij v morskih okoljih

V vodi raztopljen NHs tvori amonijev kation (NH,4") in deluje kot baza. NHz in NH," stav

vodni raztopini v dinami¢nem ravnovesu:

NH3 + H,O <Kb> NH4+ + OH",

na katerega moc¢no vpliva pH in temperatura vode. Ob zniZanju pH vrednosti se ravnovese
pomakne v desno — kar pomeni zviZevanje koncentracije NH,4". Pri obi¢ajni pH vrednosti
morske vode (~ 8,1), prevladuje amonijev ion NH,", NH3 pa predstavlja priblizno 6 %
vsega amonija. Celokupen amonij (NHz + NH4) v morskem okolju zato veckrat
oznacujemo kar z NH,". Poleg amonifikacije je lahko vir amonija v morski vodi tudi vnos
iz atmosfere, kadar je koncentracija NH3 v atmosferi vecja kot v morski vodi. Tak pojav so
opazili v nekaterih obalnih regijah Severnega in BaltiSkega morja, ki so zelo obremenjena
Z industrijsko in kmetijsko dgjavnostjo (Asman in sod., 1994).

2212 Proces nitrifikacije

Nasprotno kot pri denitrifikaciji, kjer posamezen mikroorganizem vrS celoten
vecstopenjski proces (NOs” 2 NO, =2 NO - N2O - Ny), je proces nitrifikacije razdeljen
na dve stopnji, ki ju vrsitaloceni skupini prokariontov (Francisin sod., 2007):
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- Prvain obenem limitativna stopnja v procesu nitrifikacije je oksidacija amonija do
nitrita. Proces je dobro preucen v primeru amonij-oksidirajocih bakterij in poteka v
dveh korakih: (1) v prvem koraku encim amonij-monooksigenaza (AMO) oksidira
amonij do vmesnega produkta hidroksilamina (NH,OH). (2) v drugem koraku
encim hidroksilamin-oksidoreduktaza (HAO) oksidiraNH,OH do NO,..

NH;3 + O, + 2H+ + 2 > NH,OH + H,0 Amonij- monooksigenaza (AMO) (1)
NH>OH + H,O — NO; + 5H + 4¢ Hidroksilamin oksidoreduktaza (HAO) (2)

Ceprav je za prvi korak oksidacije amonija potreben vnos redukcijske energije, je konéna
energetska bilanca pozitivna (2e-), sg se pri oksidaciji NH,OH sprostijo 4e-. Energijski
izkupicek celotnega procesa (NH; > NO,) je AG™ = - 271 kJ/ mol, kar je malo glede na
obsezno spremembo oksidacijskega stanja (iz -3 do +3).

Oksidacijo amonija vrSijo bakterijski in arhejski amonij-oksidatorji (AO), ki jih
poimenujemo s predpono Nitrozo-.

- Druga stopnja nitrifikacije je oksidacija nitrita (NO,) do nitrata (NO3) , ki jo

opravljajo bakterije - nitrit-oksidatorji z encimom nitritna oksidoreduktaza

NO, + %20, 2> NO5 Nitrit oksidoreduktaza (3)

Bakterije, ki vrSjo drugo stopnjo nitrifikacije, poimenujemo s predpono Nitro-.

Analoga nitrit oksidoreduktaze pri arhejah Se niso nadli.

2213 Amonij-oksidirgjoce bakterije (AOB)

Leta 1980 je Winogradsky prvi ugotovil, da proces nitrifikacije v tleh opravljata dve loceni
skupini bakterij: oksidatorji amonija (AOB) in oksidatorji nitrita (NOB) in proces poveza
s kemoavtotrofijo (Winogradsky, 1890). Predstavnike obeh skupin je tudi izolira v Cisti
kulturi (Ward, 2011). Danes je znano, da so AOB avtolitotrofne bakterije, ki z oksidacijo
amonija pridobijo energijo za sintezo organske snov iz CO, preko Kalvinovega cikla.

NajniZja koncentracija amonija pri kateri AOB Se lahko rastgjo je ~ 1 uM pri nevtralnem
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pH. Koncentracije NH;" pa so v oceanih pogosto niZje in nekatere AOB so se prilagodile
tako, akumulirgjo amonij znotrg celice v visokih koncentracijah (Schmidt in sod., 2004).
Raziskave nakazujgjo, da AOB aktivno &rpajo NH4" preko citoplazemske membrane s
pomo¢jo transporterjev tipa Amt/Rh (Weidinger in sod., 2007). Struktura takSnega
integralnega membranskega proteina NeRh5S0V je bila doloc¢ena v primeru Nitrosomonas
europaea, vendar natanéen mehanizem prenosa NH;" 3e ni povsem pojasnjen (Li in sod.,
2007). Predvidevajo, da se NH;" ob vezavi na periplazemski del proteina NeRh50
deprotonira in v nenabiti obliki (NH3) prehgja skozi kanal v citoplazmo, kje se ponovno
protonira v.NH4" (Van Kim in sod., 2006; Tremblay in Hallenbeck, 2009). Aktivni
transport AOB zagotavlja dovolj visoko intracelularno koncentracijo amonija za nemoten

potek oksidacije tudi pri nizkih koncentracijah amonija.

Oksidacija amonija pri AOB poteka po zgorg opisani enachbi (enacba (1) in (2)). Prvi
korak - pretvorbo NH3; do NH,OH, katalizira amonij-monooksigenaza (AMO), ki se nahga
v citoplazemski membrani. Doslg ta transmembranski metaloprotein Se ni bil izoliran v
aktivni obliki, zato strukturo in mehanizem njegovega delovanje preucujgo z
biokemijskimi Studijami bakterijskih kultur, oziroma lizatov celic, ter na podlagi
genomskih Studij in primerjav s sorodnim proteinom metan-monooksidazo (pMMO) (Arp
in sod., 2002; Gilch in sod., 2009) Raziskave topne oblike proteinaizoliranega iz bakterije
N. euroopaea so pokazale, daje AMO sestavljen iz dveh podenot: AmoA ali o (27 kD) in
AmoB ai B (28 kD). Ceprav amo-operon (amoCAB) vsebuje zapis za tri peptide,
domnevajo, da peptid AmoC (31,4 kD) ni podenota encima AMO. Kataliticno oksidacijo
amonija ng bi omogoc¢ala a-podencta (AmMoA), katere aktivni center vsebuje baker (Cu).
Poleg bakra AMO vsebuje tudi zelezo (Fe) in cink (Zn), vendar vlioga teh kovin pri
oksidaciji amonija e ni povsem znana (Gilch in sod., 2009). Ker AMO ni aktivna pri pH
vrednostih nizjih od 6,5 njegov substrat pa je NH3, domnevgo, da oksidacija ne poteka na
periplazmatski strani membrane, kjer je pH < 6 (N. europaea), ampak na citoplazemski
strani, kjer je pH vrednost okrog 7,5 (N. europaea)., kar pomeni da je tudi koncentracija
NH3 viga (Gilch in sod., 2009). AMO za oksidacijo ene NH3 molekule potrebuje dva
elektronain en atom kisika (Slika 2.2).
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a AOB (Nitrosomonas europaeal)

Outer
membrane
[—r HAO - 2H* + HNO; /
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H.O + NH;OH /4&-‘ o cM552':
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4H* H* ADP +P; ATP

4H*
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(cytochrome aas) (NADH:ubiquinone (ATP synthase)

oxidoreductase)

Slika 2.2: Shematski prikaz poteka oksidacije NH; pri AOB Nitrosomonas europaea (povzeto po Stahl
in DelLaTorre(2012))
AMO — amonij-monooksigenaza, HAO — hidroksilamin-oksidoreduktaza, cyt — citokromi

Figure 2.2: Proposed respiratory pathways for ammonia oxidation in AOB Nitrosomonas europaea
(from Stahl & DelLaTorre (2012))

AMO- ammonia monooxygenaze, HAO — hydroxylamine-oxydoreductase, cyt - cytochromes

Nadaljnja oksidacija, od hidroksilamina (NH,OH) do nitrita (NO,), poteka v periplazmi,
kjer reakcijo katalizira encim hidroksilamin-oksidoreduktaza (HAO) (enacba (2), Slika
2.2). Mehanizem transporta NH,OH iz citoplazme v periplazmo ni poznan. Elektroni (4 e-
), ki se sprostijo pri delovanju HAO pa potujgjo preko citokromov v dihalni verigi in
ustvarjgjo elektrokemijski koncentracijski gradient, s kopicenjem ionov H+ v periplazmi
(Slika2.2).

Filogenetsko vecino bakterij, ki oksidirgjo amonij, uvrs¢amo v razred betaproteobakterij,
monofiletsko skupino Nitrosomonadaceae s tremi rodovi: Nitrosomonas, Nitrosospira in
Nitrosovibrio. lzjema je bakterijski rod Nitrosococcus, ki ga uvrs¢amo v razred
gamaproteobakterij in predstavlja samostojen rod znotra) druzine Chromatiaceae (Costain
sod., 2006). Ceprav Si beta- in gama- proteobakterijski rodovi AOB niso sorodni, izhajgjo
iz skupnega fotosintetskega prednika in so se locili v skupine Se pred razvojem
nitrifikacijskih zmogljivosti (Teskein sod., 1994).
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V genskih knjiznicah gena 16S rRNA morskih okolij prevliadujejo sekvence bakterij iz
rodu Nitrosospira (Bano in Hollibaugh, 2000; O'Mullan in Ward, 2005), medtem ko so
AOB iz rodu Nitrosomonas, pogosteje dolocene v obogatenih kulturah AOB. Edini rod
gamaproteobakterijskin AOB - Nitrosococcus, zajema le tri vrste: N. oceani, N. halophilus
in N. watsonii. Vse tri vrste so bileizolirane iz morja, oziromaiz slanih okolij. N. oceani je
razSirjen v vseh morjih, vendar je Stevilo njihovih sekvenc v genskih knjiznicah zelo nizko
in prav tako je raznolikost sekvenc zelo nizka (Ward in O'Mullan, 2002; O'Mullan in
Ward, 2005).

2214 Amonij- oksidirgoce arhgje (AOA)

Vet kot sto let po prvi izolaciji amonij-oksidirgjocih bakterij je veljalo prepricanje, da so
AOB glavni vrsilci oksidacije amonija. Vendar pa izmerjene hitrosti oksidacije amonija v
¢istih kulturah AOB niso sovpadale s hitrostmi oksidacije amonija v oceanih (Kaplan,
1983). Poleg tega je bilo presenetljivo tudi dejstvo, da oksidacijav oceanih poteka pri zelo
nizkih koncentracijah amonija. Meritve so namred pokazale, da je afiniteta za NH;" v
akseni¢nih kulturah vzgojenih AOB (Nitrosomonas europaea; Km=0,3-1,6 x 10° pM
NH,") ves kot 1000- krat nizja od afinitete izmerjene v oceanih (Km < 0,1 uM NHj)
(Hashimoto in sod., 1983; Kaplan, 1983).

22141  Mezofilne arhge - Thaumarchaeota

Razvoj molekularnih tehnik v osemdesetih letih je v podrocje morske mikrobiologije
prinesel veliko novih spoznanj. Morske prokarionte so do tedag preucevali le s pomogjo
biokemicnih in gojitvenih metod. Kasngje se je izkazalo, da lahko gojimo priblizno le 1 %
vseh prokariontskih vrst. Z odkritjem verizne reakcije s polimerazo (PCR) in metod
sekvenciranjater uporabo bakterijskih genov 16S rRNA za namen filogenetkih analiz, seje
izkazalo, da je pestrost mikrobov v naravnih okoljih mnogo vecja kot so predvidevali.
Velik preboj pri raziskovanju pestrosti mikroorganizmov v morju predstavlja odkritje
mezofilnih arhgy v vzorcu morske vode. Fuhrman in sodelavci (1992) so v vzorcu iz
Tihega oceana naleteli na sekvence gena 16S rRNA, katerih podobnost je bila z do tedq

znanimi bakterijskimi sekvencami izjemno nizka, bile pa so bolj sorodne ekstremofilnim

10
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termofilnim arhgjam. Izkazalo se je, da gre za mezofilne arhgje, kar je bilo v nasprotju z
dotlgf znanim dejstvom, da so arhgje omegjene izkljucno na ekstremna okolja (visoke
temperature, povisane dlanosti in visoke koncentracije Zvepla). Z uporabo specifi¢nih
zacetnih oligonukleotidov v vzorcih morske vode je Del.ong (1992) sekvenciral 16S rRNA
gene prisotnih arhgj ter ugotovil, da prevladujeta dve arhejski liniji in so predstavniki le teh
dovolj razSirjeni v obalnih morjih, da predstavljgjo pomembne tekmece heterotrofnim
bakterijam. Znotrgj Ze poznanega arhejskega filogenetskega drevesa sta ti dve skupini
tvorili samostojna klastra, ki so jih poimenovali skupinal in skupinall. Skupinall seje na
podlagi distancne analize zanedljivo uvrstila v deblo Euryarchaeota, v katerem se je
kasneje oblikovala Se ena skupina mezofilnih arhej — Skupina Il (Munson in sod., 1997),
predstavniki paizhajajo iz razliénih morskih okolij (Bano in sod., 2004). Uvrstitev skupine
| v deblo Crenarchaeota je bila manj zanedjiva. Znotrgj debla Crenarchaeota so bile
uvrscene ekstremne termofilne vrste z visokim delezem G+C baznih parov (0,63 - 0,68),
medtem ko je delez G+C baznih parov skupine | nizji (~ 0,51). Kljub temu, so bile arhge
skupine | uvrscene v deblo Crenarchaeota, ker znotrgj gena 16S rRNA vsebujeo dolo¢eno

12-nukleotidno zaporedje, znano kot »podpis« debla Crenarchaeota.

KasngjSe raziskave so pokazale, da so mezofilne arhge v morskih okoljih zelo razsirjene.
Z razvojem nukleotidnih sond specificnih za vsako skupino se je izkazalo, da so
Euryarchaeota iz skupine Il razSirjene predvsem v povrsinskem sloju obalnega morja (npr.
kanal St. Barbard), krenarhg iz skupine | pa v globinah pod 100 m (Massana in sod.,
1997). Tudi Murry in sodelavci (1999) so potrdili, da Stevilo arhgiskih 16S rRNA genov
naras¢a z globino in se navecjih globinah po delezu (20-40 %) pribliZuje delezu bakterij. Z
globino narastgjoce Stevilo krenarhej so potrdili tudi v Tihem oceanu pod globino 1000 m
(Karner in sod., 2001). Na podlagi Stetja fluorescentno oznacenih celic oznacenih z metodo
fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) so avtorji izracunali, da celokupno stevilo arhel v
oceanih zna%a 1,3 x 10% | celokupno &evilo bakterij pa 3,1 x 10%® (Karner in sod., 2001).
To potrjuje, da so mezofilne arheje, poleg bakterij najbolj pogosta prokariontska skupina v
oceanih. Stevilne pa so tudi &udije prisotnosti 16S rRNA genov sorodnih Crenarchaeota
skupini 1, v razli¢nih okoljih, v tleh (Bintrim in sod., 1997; Buckley in sod., 1998; Simon
in sod., 2000; Ochsenreiter in sod., 2003), estuarijih (Crump in Baross, 2000), razli¢nih
regijah oceanov (DelLong, 1998), ter morskih in sladkovodnih sedimentih (Schleper in

11
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sod., 1997; Vetriani in sod., 1998). Z narascgocim Stevilom sekvenc gena 16S rRNA
arhgiske skupine | iz razlicnih morskih in kopenskih ekosistemov so se znotraj skupine
oblikovale razli¢ne podskupine (Slika 2.3). Vecina sekvenc iz morskih okolij se je uvrstila
v Skupino I.1a (MGI — Marine Group I), vecina sekvenc iz vzorcev tal pav Skupino I.1b
(Schleper in Nicol, 2010).

Filogenetska analiza na podlagi sekvenc genov za 53 ribosomalnih proteinov, ki so postale
dostopne z objavo zaporedij celotnih genomov arhej, je pokazala, da se je skupina
mezofilnih krenarhg locila od ostalih arhgl Se pred locitvijo debel Crenarchaeota in
Euryarchaeota. Zato je bila predlagana nova taksonomska opredelitev, kjer mezofilne
arhgje tvorijo povsem novo arhejsko deblo Thaumarchaeota (iz grske besede »thaumas;
cudo) (Brochier-Armanet in sod., 2008). Za predstavnike debla Thaumarchaeota je
znxilen lipid taumarheol, ki so ga prvotno imenovali krenarheol (Damsté in sod., 2002;
Pester in sod., 2011)

Korarchaeum cryptofilum OPF8 53 concatenated
0.1 ribosomal proteins

Euryarchaeota

Nanoarchaeum equitans Kind-M

Crenarchaeota
Nitrososphaera gargensis | Group L1b
::Nnmsopumlms maritimus SCM1 Thaumarchaeota
Cenarchaeum symbiosum A Group 1.1

Slika 2.3: Shematski prikaz filogenetskih povezav med arhejskimi linijami (povzeto po Pester in sod.,
2011).
Filogenetsko drevo temelji na koreninjeni metodi najvecje podobnosti neprekinjenega zaporedja 53-ih

ribosomalnih proteinov (4853 aminokislinskih ostankov). Velikostna oznacba predstavlja 10 % ocenjene

evolucijske oddaljenosti.

Figure 2.3: Schematic phylogeny of Archaea (from Pester et al. (2011).
Phylogenetic tree redrawn after a rooted maximum likelihood tree of 53 concatenated ribosomal proteins of
Archaea (4853 deduced amino acid positions)). The scale bar represents 10 % estimated sequence

divergence.
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Kljub Stevilnim objavam o prisotnosti mezofilnih arhg v naravnih okoljih, je njihova
ekolodka vloga in fiziologija ostala dolgo nepojasnjena. Studije na osnovi oznatevanja
celic po metodi FISH v kombinaciji z mikroradiografijo (MAR-FISH) so pokazale, da
polovica morskih arhgj privzema proste aminokisline iz okolja, kar nakazuje na njihove
heterotrofne lastnosti (Ouverney in Fuhrman, 2000; Teira in sod., 2004; Teira in sod.,
2006). Istocasno so analize izotopske sestave arhejskih lipidov nakazovele, da so lahko
tudi avtotrofi (Pearson in sod., 2001), kar je potrdil tudi eksperiment privzema [**C]-
bikarbonata (Wuchter in sod., 2003).

22142  Amonij- oksidirgoce arheje debla Thaumar chaeota

Razvoj novih visoko-zmogljivih metod dolocanja nukleotidnih zaporedij in metagenomike,
je potrdil da oksidacijo amonijav oceanih in kopenskih ekosistemih poleg AOB vrSijo tudi
predstavniki debla Thaumarchaeota. Pri analizi metagenomskih podatkov vzorcev vode
Sargaskega morja so namre¢ odkrili del genoma, ki glede na gen 16S rRNA pripada
krearhegjski skupini I, hkrati pa vsebuje homologe bakterijskih genov, ki kodirgo encim
amonij- monooksigenaza (amoA, amoB in amoC). Isto¢asno so bili odkriti amo geni v
povezavi z arhgjskim genom 16S rRNA, v fozmidni knjiznici talnih zdruzb (Treusch in
sod., 2005). Koli¢ina transkripta (cDNA) v fozmidni knjiznici odkritega gena amoA
krenarhgiske skupine | je naraS¢ala po dodatku amonija v vzorcih tal (Treusch in sod.,
2005). To je okrepilo domnevo o obstoju amonij-oksidirgocih arhg, ki je bila kon¢no
potrjena, ko so Konneke in sodelavci (2005) opisali prvo v cisti kulturi izolirano amonij-
oksidirgjo¢o arhgjo Nitrosopumilus maritimus. Sledile so raziskave razSirjenosti in

raznolikosti arhejskega genaamoA v razli¢nih morskih in kopenskih okoljih.

2.2.2 RazSrjenost in diverziteta arhgskih in bakterijskih genov amoA v
mor skih okoljih

Za analize filogenetskih odnosov in razsirjenosti amonij-oksidirgocih arhej in bakterij kot
genski oznatevalec uporabljamo gen amoA, ki kodira a-podenoto encima AMO. Ta
omogoca boljso filogenetsko locljivost med zelo sorodnimi sevi kot gen 16S rRNA, ki je

zaradi pomembne fizioloSke funkcije, evolucijsko bolj ohranjen (Francisin sod., 2005).
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Primerjava koncentracij arhejskih in bakterijskih amoA genov je pokazala, da so AOA bolj
razSirjene kot AOB tako v odprtih, kot tudi v priobalnih morjih Severnega morja,
Atlantskega in Tihega oceana ter vzhodnega Mediterana (Wuchter in sod., 2006; Mincer in
sod., 2007; Agogue in sod., 2008; De Corte in sod., 2009). Koncentracije AOA gena amoA
so v omenjenih &udijah variirale od 10 do 6 x 10° kopij amoA/ml morske vode, odvisno od
letnega casa, globine in vzorcevane vodne mase. Arhegjski amoA geni so bili v nekaterih
primerih tudi do tri velikostne razrede bolj razSirjeni od bakterijskih. Vertikalna
razporeditev je pokazala, da se koncentracija arhejskih genov amoA z globino povecuje in
je ngjvi§a na dnu evfoti¢cne cone (50 — 100 m), kjer so bile izmerjene nizje koncentracije
klorofila (Beman in sod., 2007; Mincer in sod., 2007; Agogue in sod., 2008). Viga
koncentracija arhgjskih amoA genov je bila zaznana tudi v obmogjih niZjih koncentracij
kisika (oxygen minimum zones), kar lahko pomeni, da so AOA odgovorne za produkcijo
toplogrednega plina N,O, ki je nastga v obmo¢jih z nizkimi koncentracijami kisika
(Francisin sod., 2005; Lam in sod., 2007; Beman in sod., 2008).

Mnoge raziskave so pokazale, da koncentracije arheskega gena amoA v razli¢nih morskih
okoljih sovpadgo s koncentracijami 16S rRNA genov MGI (Marine Group 1), tako
¢asovno (Wuchter in sod., 2006), kot tudi po globini vodnega stolpca (Mincer in sod.,
2007; Beman in sod., 2008). To nakazuje, da oksidatorji amonija predstavljgo vecinski del
arhejske skupine MGI. Koncentracije arhejskega amoA gena kljub temu le redko sovpadajo
s koncentracijami NH,4", pozitivne korelacije so bile zaznane v povezavi s koncentracijami
NOs in hitrostjo oksidacije NH, (Wuchter in sod., 2006; Beman in sod., 2008; Newell in
sod., 2013).

Filogenetska analiza vseh dotlgl dostopnih zaporedij arhgjskega gena amoA iz razli¢nih
okolij (tla, morska voda, sladka voda, morski sediment, vro¢i vrelci in estuarji), je
pokazala, da se amonij-oksidirgoce arhege razvrséajo v pet monofiletskih klastrov: klaster
Nitrosopumilus (pred tem imenovan morski ali 1.1a AOA linija (DeLong, 1998)), klaster
Nitrososphaera (pred tem imenovan talni ali I.1b AOA linija), klaster Nitrosocaldus (pred
tem imenovan ThAOA ai HWCGIII linija), klaster Nitrosotalea in klaster Nitrososphaera-
sesterski klaster (Pester in sod., 2012) (Slika 2.4). Klastri so bili poimenovani po prvemu v

kulturi izoliranem posamezniku in ne zdruzujego le AOA iz posameznega okolja, kot so
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predvidevali pred tem, ampak se v njih zngjdgo AOA iz vecih razli¢nih okolij. Na primer

najvecji klaster - klaster Nitrosopumilus, kljub previadi sekvenc iz morskih okolij vsebuje

tudi sekvence iz kopenskih in sladkovodnih okolij. Se vetja habitatna pestrost je zajeta

znotrg) klastera Nitrososphaera, ki je bil pred tem poimenovan »talni« klaster (Pester in

sod., 2012).
A

Nitrosopumilus cluster
(including I.1a ADA)

Nitrosotalea cluste
{incl. SAGMGC-1)

Nitrosocaldus cluster

\ sasphaera cluster
\ (including I.1b AOQA)

=\ Nitrososphaera sister cluster
(no corresponding 165 rRNA
genes known)

bacterial amoA

Slika 2.4: Filogenetkso drevo pridobljeno z analizo sekvenc arhejskih genov amoA (povzeto po Pester
in sod. (2012)).

Figure 2.4: Phylogenetic relationships among ar chaeal amoA sequences (from Pester et. al. (2012)).

Klaster Nitrosopumilus,ki zdruzuje najvec AOA iz morskega okolja, se nadalje razdeli na
ve¢ podklastrov, ki so jih v preteklosti poimenovali glede na izvor prvih zaznanih
predstavnikov. Tako so v grobem klaster razdelili na podklaster »vodni stolp« ter
podklastre iz ostalih morskih okolij (sediment, korale) (Slika 2.5). 1zkazalo se je, da se geni
amoA v vzorcih iz globljih slojev oceana filogenetsko razlikujegjo od genov v vzorcih iz
povrsinskih slojev. Tako se geni amoA znotra) podklastra »vodni stolpec« loc¢ijo na dve
skupini A: »plitvo-morska« (shallow) in B: »globoko-morska« (deep) skupina AOA
(Hallam in sod., 2006). Beaman in sodelavci (2010) so s specificnimi zacetnimi
oligonukleotidi preverili razSirjenost teh dveh skupin po globini vodnega stolpca in
pokazali, da se je vecina genov pridobljenih iz globine 60 m uvrstila v »plitvo-morsko«
skupino, medtem ko so se geni iz globine 450 m uvrstili v »plitvo-morsko« in v »globoko-
morsko« skupino (Slika 2.5).
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Slika 2.5: Prikaz razdelitve klastra Nitrosopumilus glede na izvor analiziranih genov amoA (povzeto po
Beman in sod. (2008)).

Klaster Nitrosopumilus predstavlja zgornja glavna veja drevesa. Znotraj skupine »vodni stolpec« (water
column) sta oznac¢eni podskupina A (svetlo sivo; »plitvo-morska«) ter podskupina B (temno sivo; »globoko-
morska«). Na desni strani, poleg klastrov, stolpni diagram podaja Stevilo sekvenc glede na globino in
posamezno vzoréno mesto. Filogenetsko drevo je izdelano po metodi zdruzevanja sosedov (angl. Neighbour

Joining method) in testirano z bootstrap metodo.

Figure 2.5: Structure of Nitrosopumilus claster regarding the sour ce of the analysed amoA genes (from
Beman et al. (2008)).

Nitrosopumilus claster is shown as the upper main branch of the tree. The water column group A is shaded
light gray (»shallow«) and the group B is shaded dark gray (»deep«); bar graphs indicate the number of
sequences recovered in clone libraries from the GOC that are contained in each group. Generated using

Neighbour-joining bootstrap tree construction method.

Nedavno so Sintes in sodelavci (2013) pokazali, da so AOA znotrag skupine A in B vezane
na okolja z razli¢nimi koncentracijami NH;". AOA iz skupine A so prilagojene na vi§e
koncentracije amonija »HAC« (High ammonia concentration AOA), medtem ko so AOA
iz skupine B prisotne v okoljih z nizkimi koncentracijami NH4" ( »LAC« -Low ammonia
concentration). Kar nakazuje na obstoj dveh razlicic encima AMO, ki se razlikujeta glede
na afiniteto do substrata (Sintesin sod., 2013).
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223 AOA v ¢istih in visoko obogatenih kulturah kot modelni or ganizem

Konneke in sodelavci so leta 2005 prvi opisali izolirano AOA v ¢isti kulturi, ki so jo zaradi
majhne velikosti celic poimenovali Nitrosopumilus maritimus (lat. Pumilus : Skrat). N.
maritimus je bil izoliran iz morske vode tropskega akvarija, natancneje iz prodnatega
sedimenta v akvariju (Konneke in sod., 2005). Skorgj stehimetri¢na pretvorba NH4". kot
edinega vira energije v kulturi v NO;, je potrdila da gre za oksidatorja amonija. Po
dodatku organskih spojin je bila rast inhibirana, kar dokazuje kemoavtotrofnost organizem
(Konneke in sod., 2005). Ngjvi§a doseZzena koncentracija celic N. maritimus v kulturi je
bila 1,4 x 10" celic /ml pri 28 °C, zaetni koncentraciji NH4": 500 uM in generacijskim
¢asu 21 ur. Hitrost rasti izolirane arhge je bila 2x viga (0,78 /dan) od maksimalne
izmerjene hitrosti v okoljskih vzorcih (0,3 /dan). Morfoloska analiza z uporabo vrsti¢nega
el oktronskega mikroskopa je pokazala previado pali¢astih od 0,17 do 0,2 um &irokih in do
1 pm dolgih celic, brez bicka. Filogenetsko se arhgja N. maritimus, tako kot vecina
morskih AOA, uvrsca v nekdanjo skupino Crenarhaeota marine group 1.1a, ki danes spada
v novo deblo Thaumarchaeota. Na podlagi veriabilnosti gena amoA pa se N. maritimus

uvrstav klaster Nitrosopumilus (Pester in sod., 2012).

Kasngje so fiziologijo in kinetiko oksidacije NH;" v kulturi arheje N. maritimus
podrobneje opisa Martens-Habbena in sodelavci (2009). Pokazali so, da oksidacija
amonija poteka v skladu z Michaelis-Mentlovim principom encimske kinetike, tako kot je
znacilno tudi za AOB. Rezultati so pokazali visoko afiniteto arheje N. maritimus za NH4"
(Km = 0,134 uM). Najnizja koncentracija amonija pri kateri so Se zaznali rast je bila <10
nM, kar je 100- krat manj kot najniZja koncentracija, pri kateri Se rastejo AOB. Aktivnost
oksidacije amonija v kulturi arhgje N. maritimus je bila (51,9 pumol NH,4'/mg proteina /h)
priblizno enako visoka, kot aktivnost v kulturah AOB (30-80 pmol NH4/mg proteina /h)
(Martens-Habbena in sod., 2009).

Od prve izolacije AOA v ¢isti kulturi do danes, so raziskovalci v obogatenih kulturah
pridobili Se nekatere AOA iz razli¢nih morskih okolij (Severno morje - obalni pas, morski
sediment obalnega morja, odprto morje — Severno-vzhodni Tihi ocean (globine: 25, 75,
150 m)) (Wuchter in sod., 2006; Matsutani in sod., 2009; Santoro in Casciotti, 2011). V
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vseh primerih je primerjava 16S rRNA genov pokazala visoko stopnjo sorodnosti z arhejo
N. maritimus (98-99 %), razen v primeru AOA evfoti¢nega pasu odprtega morja Tihega
oceana (globine: 25 in 75 m), kjer je bila podobnost na nivoju 16S rRNA genov z arhegjo N.
maritimus 92 % (Santoro in Casciotti, 2011). Iz sedimenta re¢nega ustja je bila izolirana
arhgja Ca. »Nitrosopumilus salaria«, ki je prilagojena narast v okolju z velikimi nihanji v
dlanosti. Njena podobnost z arhgjo N. maritimus na 16S rRNA nivoju znasa 98 % (Mosier
in sod., 2012b). 1z sedimentov v obmocju nizke slanosti je bila izolirana tudi AOA, ki ne

sodi v rod Nitrosopumilis; Ca. »Nitrosoarchaeum limnia« (Mosier in sod., 2012a).

Zelo pomemben dosezek na podroc¢ju raziskav oksidatorjev amonija predstavlja izolacija
prve amonij-oksidirgoce arhegje iz prsti - Nitrososphaera viennensis, ki so jo Tourna in
sodelavci (2011) pridobili v ¢isti kulturi. Arhegja se na podlagi gena 16S rRNA uvr&a v
Skupino 1.1b , na podlagi gena amoA pa jo uvscamo Vv klaster Nitorsosphaera (Pester in
sod., 2012). Kot ze samo ime pove, gre za celice kokoidne oblike, optimalna temperatura
zanjeno rast paje viga (> 35 °C), kot je v primeru arhgje N. maritimus (30 °C) (Martens-
Habbena in sod., 2009; Tourna in sod., 2011). Kasngje je bilaiz vzorca tal, natanénegje iz
rizosfere rastline Caragana sinica, v obogateni kulturi pridobljena tudi Thaumarchaea Ca.
“ Nitrosoarchaeum koreensis’, ki je evolucijsko blizje Ca. »Nitrosoarchaeum limniag, kot
N. viennensis (Kim in sod., 2011). Zelo pomembno tudi odkritje in obogatitev prve
acidofilne talne AOA Ca. »Nitrosotalea devanaterrak, sgj kislatla (pH < 5,5) predstavljgo
~ 30 % kopnega in je nitrifikacija v takih tleh zalo intenzivna (Lehtovirta-Morley in sod.,
2011). Ta se na podlagi gena amoA uvrsta v povsem samostojen klaster - Nitrosotalea
(Pester in sod., 2012).

V visoko obogateni kulturi so bile vzgojene tudi nekatere termofilne AOA. Iz mikrobne
preproge v Sibirkem vrocem vrelcu Garga je bila izolirana zmerno termofilna arheja Ca.
»Nitrososphaera gargensis«, ki se taksonomsko uvrsca v arhejsko skupino I.1b, optimalna
temperatura za njeno rast pa je 46 °C (Hatzenpichler in sod., 2008). 1z vroc¢ega vrelca v
parku Yellostone pa so raziskovalci v obogateni kulturi izolirali Ca. »Nitrosocaldus
yellowstonii«, katere optimalna temperatura za rast je med 65 in 71°C in jo uvrs¢amo v
bolj oddaljen klaster- ThAOA oziroma HWCG-III (De La Torre in sod., 2008), po novem
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imenovan klaster Nitrosocaldus (Pester in sod., 2012). Visoke optimane temperature za

rast termofilnih AOA, govorijo v prid teoriji o skupnem termofilnem predniku vseh AOA.

2231 Genomske in metagenomske analize AOCA

Razvoj visoko-zmogljivih metod sekvenciranja je omogocil dolocanje nukleotidnega
zaporedja celotnih genomov arhgj, ki Se niso bile izolirane v ¢isti ai obogateni kulturi, kot
na primer arhgja Cenarchaeum symbiosum, ki Zivi v simbiozi z morsko spuzvo vrste
Axinella mexicana (Hallam in sod., 2006). Prav tako so danes znana zaporedja genomov
vecine obogatenih in v cisti kulturi izoliranih AOA. Primerjava genomskih zaporedij je
pokazala, da fiksacija CO, pri AOA poteka s 3-hidroksipropionatnim ciklom, ki je sicer
znatilen za termofilne arhgje iz rodu Sulfolobus (Hallam in sod., 2006). Z analizo genoma
arhge N. maritimus SCM1, so potrdili kemoavtotrofni metabolizem in prisotnost 3-
hidroksipropionat/4-hidroksibutirat-ne poti fiksacije ogljika iz CO,. Isto¢asno so zaznali
tudi zaporedja genov za prevzem nekaterih organskih hranil (Walker in sod., 2010).
Mehanizem oksidacije NH,4" ter sama dihalna veriga se pri AOA razlikuje od mehanizma
znxtilnega za AOB, mehanizem pridobivanja energije pa Se ni popolnoma razjasnjen
(Slika 2.6). Najpomembnejsi encim je, tako kot pri AOB, amonij- monooksigenaza, vendar
so genomski podatki pokazali da AOA ne vsebujgo nobenega drugega elementa, ki je
prisoten pri AOB. Tako na primer homologa encima hidroksil-oksidaze (HAO) pri AOCA
niso nadli, zato predvidevgo, da NH,OH ni produkt encima AMO. Razvila se je
alternativna hipoteza, ki pravi daje vmesni produkt nitroksil (HNO) (Walker in sod., 2010;
Stahl in De la Torre, 2012). Kljub temu pa je bila produkcija in poraba NH,OH pri arheji
N. maritimus nedavno dokazana z uporabo stabilnega izotopa °N. To nakazuje, da je za
oksidacijo NH,OH odgovoren encim, ki ni homolog AOB encima - hidroksilamin oksidaze
(Vgraain sod., 2013).
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Slika 2.6: Predlagan potek oksidacije amonija pri arheji Nitrosopumilus maritimus po treh
alternativnih poteh (povzeto po Stahl in Dela Torre (2012)).

Predlagana pot (1) in (2) predvidevata, da je hidroksilamin (NH,OH) produkt encima AMO pri oksidaciji
NHs. Pot (1) predvideva vracanje dveh elektronov iz dihalne verige na AMO, kot pri AOB, oksidacijo
NH,OH pa opravlja Cu — vsebujoca hidroksilamin oksidoreduktaza (CuHAOQO). Pot (2) predvideva, da sta
elektrona za iniciacijo oksidacije NH; pridobljena z oksidacijo NO, ki nastane z redukcijo NO,™ z predlagano
Cu- odvisno nitrit reduktazo (CuNIR). Pot (3) predvideva HNO kot vmesni produkt in njegovo oksidacijo z
hipoteti¢no nitroksil - oksidoreduktazo (NXOR).

Figure 2.6: Proposed pathway for ammonia oxidation in the AOA Nitrosopumilus maritimus following
three alter native pathways (from Stahl & Dela Torre (2012)).

In pathways (1) and (2), the immediate product of ammonia oxidation by the archaeal AMO would be
hydroxylamine. According to pathway (1) two electrons would be recycled to AMO and the remaining two
electrons would be transferred to the electron transport chain. Pathway (2) speculates that NO, produced by
the reduction of nitrite by a proposed copper-dependent nitrite reductase (CuNIR), is the source of electrons
for AMO. NH,OH would be oxidazed by copper hydroxylamine oxidoreductase (CuHAO). Pathway 3
represents a possibility that HNO is the product of the archaecal AMO and it would be oxidized to nitrite by a
putative nitroxyl oxidoreductase (NXOR).
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2.3 MORSKI SNEG IN MAKROAGREGATI

231 Pojav morskega snega in njegov ekoloski pomen v oceanih in priobalnih

morjih

Morski sneg (ang. marin snow) je obi¢gien pojav v vseh morskih okoljih. Gre za
makroskopske plavagjoce delce partikulatne organske snovi (POM - particulate organic
matter) velikosti od 500 um do 1 cm ali veg. lzvor in sestava delcev sta zelo razli¢na,
najpogosteje pa jih povezujemo s fitoplanktonskimi eksudati in razgradnjo fitoplanktonske
biomase, kot napomembnejSega izvora organske snovi v morju (Alldredge in Silver,
1988). Koncentracije morskega snega so vige v priobanih morjih in v evfoticnem
obmocju oceanov, kjer poteka primarna produkcija. Delci morskega snega v odprtih
oligotrofnih morjih tongo v mezopelagi¢ni in batipelagicni pas, kjer predstavljgo
pomemben vir organske snovi za heterotrofne mikroorganizme v globljih slojih, kjer v
odsotnosti svetlobe organska snov nastgjale kemolitotrofno in so njene koncentracije nizke
(Fowler in Knauer, 1986). Delci, ki se med tonjenjem ne razgradijo, se posedao na
oceansko dno. Tako prihgja do ponora organske snovi nastale s fotosintezo v povrsinskem
dloju.. Morski sneg igra pomembno vliogo pri biogeokemi¢nem kroZenju elementov ter pri

znizevanju koncentracije CO, v atmosferi (Fowler in Knauer, 1986; Kigrboe, 2001).

Delci morskega snega so pogosto obogateni z anorganskimi in organskimi spojinami in
tako predstavljgjo ugodna mikrookolja za rast mikrobnih zdruzb. Koncentracije mikrobnih
celic so obicgno tudi do dva velikostna razreda vige kot v okolni vodi (Alldredge in
Silver, 1988; Simon in sod., 2002). Poleg bakterijskih celic lahko na agregatih morskega
snega ngjdemo tudi veliko Stevilo aktivnih fitoplanktonskih celic, nanoflagelatov,
protozojev ter bakteriofagov (Simon in sod., 1990; Simon in sod., 2002). Bakterijska
produkcija ogljika izmerjena v vzorcih morskega snega je skorg vedno viga kot v okolni
vodi, kar nakazuje na intenzivno rast heterotrofnih prokariontov, ki jo omogoca razgradnja
v agregate vezane organske snovi (Alldredge in sod., 1986). Na podlagi bakterijske
produkcije ogljika (BCP) izmerjene z asimilacijo 3H-levcina, so Simon in sodelavci (1990)
izracunali, da je bakterijska potreba po organskem ogljiku na agregat morskega snega
pritrjenih bakterij tako nizka, da bi za asimilacijo vse v agregat vezane organske snovi
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bakterijska zdruzba potrebovala ved kot leto dni. Izmerjene poviSane aktivnosti
hidroliticnih ekto- in ekso- celicnih encimov (proteaze, fosfataze, o in R-glukozidaze in
hitinaze), pa nakazujgo, da se vecina bakterijsko razgrajene organske snovi porazgubi v
okolico agregata (Smith in sod., 1992). Delec morskega snega tako obdaa gradient
raztopljene organske snovi in anorganskih hranil, ki v njegovo okolico privabljgo gibljive
kemotakticne bakterije. Na ta natin zdruzba na agregat vezanih bakterij podpira rast
prostozivece zdruzbe v svoji okalici (Azam in Long, 2001; Kigrboe in Jackson, 2001,
Stocker in sod., 2008) (Slika 2.7). Gradient raztopljenih hranil pa zaznavajo tudi
nanoflagelatni predatorji, kar jim omogoca detekcijo vecjih koncentracij bakterijskih celic.
Bakteriovorni nanoflagelati kot tudi bakteriofagi z usmerjenim hranjenjem preoblikujgo
bakterijsko zdruzbo na agregatu (Caron, 1987; Fenchel in Blackburn, 1999; Kigrboe in
sod., 2004).
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Slika 2.7: Shematski prikaz procesov in poti mikrobnerazgradnje nain v okolici makroskopskih
agregatov. POM — partikulatna or ganska snov (povzeto po Simon in sod. (2002)).

Figure 2.7: Scheme of loss processes and microbial decomposition pathways of macroscopic organic

aggregates. POM - Particulate organic matter (from Simon at al.(2002))
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2.3.2 Pojavnost mor skega snega in makroagregatov v Trzaskem zalivu

Morski sneg in vegji organski agregati so v polzaprtih morjih Mediterana zelo pogost
pojav. Za Severni Jadran in njegov ngjseverngsi del — Trzaski zaliv, so znatilni pojavi zelo
velikih sluznih agregatov, ki lahko v dolzino dosezejo tudi do neka) metrov in zavzemao
razli¢ne oblike (Stachowitsch in sod., 1990; Turk in sod., 2010). Vegji organski agregati se
v Trzaskem zalivu pojavljajo predvsem konec pomladi in v polethem obdobju, ko je vodni
stolpec razslojen. Pojav je bil v Severnem Jadranu prvi¢ omenjen leta 1729 in opisan kot
»mare Sporco« 0ziroma »umazano morjek, vendar pa je bolj pogosto dokumentiran v
zadnjih 20 letih (Danovaro in sod., 2009). Pojav negativno vpliva na veje gospodarstva, ki
SO povezane z morjem, kot je ribistvo in turizem ter ima velik vpliv na ekoloske procese v
morju (Rinadi in sod., 1995). V primerih ko se agregati usedgo na morsko dno, in se
razgrajujgo, lahko pride do pomanjkanja kisika ter nastanka hipoksij in anoksij, kar
negativno vpliva na bentoske organizme (Welker in Nichetto, 1996). Zaradi naStetih
negativnih vplivov je raziskovanje nastanka in ekoloske vloge tega pojava zelo pomembno
(Giani in sod., 2005; Turk in sod., 2010).

Nastanek vecjih sluznih agregatov, kot jih poznamo v Trzaskem zalivu je kompleksen
proces, ki ni povsem pojasnjen. Razvilo se je neka hipotez o njihovem nastanku. Nanj ngj
bi vplivali tako biotski kot abiotski dejavniki. Nekateri avtorji, kot vzrok za pojav tako
velikih sluznih agregatov, navajajo prekomerno namnozitev fitoplanktona. Ve¢ raziskav je
namre¢ pokazalo, da fitoplankton, Se posebej diatomeje, ob koncu rasti, ko se koncentracije
hranil mo¢no znizgjo in fitoplanktonske celice preidgo v stacionarno fazo rasti, sproscao
v okolico velike kolicine eksopolisaharidnih substanc (EPS), ki se ob mirnih hidroloskih
pogojih povezujgo v vetje agregate (Passow in sod., 1994; Obernosterer in Herndl, 1995).
Problem razgradnje velikih koli¢in organske snovi je verjetno pogojen z nizko
koncentracijo fosfata in duSikovih anorganskih spojin, ki so se porabile med cvetenjem
fitoplanktona. Delez C:N in C:P sta posedi¢cno previsoka za uspesno bakterijsko
razgradnjo in asimilacijo organske snovi, kar imenujemo tudi »motnja v delovanju
mikrobne zanke« ali »microbial loop malfunctioning« (Thingstad in sod., 1997; Lipizer in
sod., 2011). Poleg tega je znano, da se morski sneg s starostjo siromasi tako da je vsebnost

lahko-razgradljive POM vedno niZja in razmerje C:N ter C:P vedno vi§e (Obernosterer in

23



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju Trzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Herndl, 1995). K temu Se dodatno pripomorejo bakterije s produkcijo tezko-razgradljivih
bakterijskih ovojnic, s katerimi se lazje pritrdijo na trdno podlago (Heissenberger in sod.,
19964).

K pojavu velikin agregatov pripomorgo tudi geografske in hidroloSke posebnosti
Trzaskega zaliva. Zaradi zaprtosti in plitkosti je vpliv recnih pritokov in vnosa hranil s
kopnega v morje trzaskega zaliva Se posebej pomemben. V spomladanskem casu se zaradi
povecanega vnosa rek in aohtonih hranil s kopnega ter zaradi zviSanja temperature morja
pojavi cvetenje fitoplanktona (Turk in sod., 2007; Mozeti¢ in sod., 2012). Poleg tega se v
poletnem casu oblikuje poseben krozni tok, ki Trzaski zaliv izolira od juzng/Sih morskih
mas, ki se v hladngjSih delih leta stekgjo vanj in povecuje zadrzevalni ¢as vode v zalivu
(Supi¢ in Orli¢, 1999). Zaradi tega se v poletnem obdobju vzpostavi izrazita temperaturna
razslojenost vodnega stolpa in meSanje vode med soji zelo omejeno, kar pripomore k
vzdrzevanju nizkih koncentracij anorganskih hranil v slojih, kjer je bila rast fitoplanktona
in heterotrofna razgradnja fitoplanktonskih izlockov zelo intenzivha. To onemogoca
remineralizacijo organske snovi in povzroca njeno kopicenje v posameznem temperaturno-

gostotnem sloju, kjer seta zdruzuje v vecje strukture (Turk in sod., 2010).

Slika 2.8: Primer vedjih agregatov mor skega snega v TrZaskem zalivu ter nadin vzor éenja
Fotografiji stabili posneti 26. 8. 2010 (fotograf: Tihomir Makovec)

Figure 2.8: An example of larger marine snow aggregates in the Gulf of Trieste and its sampling

method
The photos were taken on 26. 8. 2010 (photografer: Tihomir Makovec)
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Kemijske analize so pokazale, da vecji del agregata predstavlja vodna faza (95 — 99 %) in
VvV njg raztopljene organske in anorganske snovi. Preostali del (1- 5 % mase) predstavlja
suha snov, ki sestoji iz 18 — 57 % organske snovi. V njg prevliadujeo ogljikovi hidrati (79
%), medtem ko je proteinov manj (8 %), nggmanj paje lipidov (okoli 1 %) (Kovac in sod.,
2004; Turk in sod., 2010).

2.3.3 Vlogain raznolikost prokariontske zdruzbe na agregatih mor skega snega

Procesi razgradnje in vlioga bakterijske zdruzbe pri razgradnji agragata so bili pogosto
raziskani, medtem ko je manj znanega o vlogi bakterijske zdruzbe pri nastanku agregatov.
Razgradnja v agregat vezane organske snovi poteka s pomocjo bakterijskih ekso- in ekto-
encimov, kar dokazujgo poviSane aktivnosti hidroliticnih  encimov, kot so:
aminopeptidaza, akana fosfataza, a- in B- glukozidaza, proteaze, lipaze, nukleaze in
drugih, s katerimi bakterije ucinkovito razgrajujegjo organske polimere (Obernosterer in
Herndl, 1995; Herndl in sod., 1999; Zoppini in sod., 2005). Poleg tega pa bakterije
sodelujgo tudi pri samem nastanku agregata. Bakterije na agregatih sintetizirgjo mnogo
vedje eksopolisaharidne ovojnice, kot jih opazimo pri pelagi¢nih bakterijah (Heissenberger
in sod., 1996a). ObseZzen polisaharidni sloj omogoca pritrjanje bakterijskih celic na
agregat, poleg tega pa je verjetno namenjen tudi zasCiti ekto- in ekso- encimov in deluje
kot nekaksna »past« za raztopljene produkte hidrolize polimerov (Heissenberger in Herndl,
1994; Heissenberger in sod., 1996a; Heissenberger in sod., 1996b). Bakterijske
polisaharidne kapsule so za nadaljnjo bakterijsko razgradnjo zelo odporne, kar Se dodatno
poveca koncentracije tezko-razgradljivih komponent morskega snega (Heissenberger in
sod., 1996a), ki se s starostjo agregata visa (Herndl in sod., 1999). Bakterijske celice, ki
izlocgo ekstracelularni matriks, bi lahko bile odgovorne za nastanek kompleksne
tridimenzionalne strukture v obliki satovja, ki jo opazimo znotrg sluznih agregatov z
uporabo elektronskega mikroskopa (Turk in sod., 2010). Zelo podobne strukture so namrec
opazili v tekocih kulturah nekaterih sevov razSirjenih bakterij, kot je na primer
Pseudomonas fluorescence in P. aeruginosa (Schaudinn in sod., 2007; Baum in sod.,
2009). Kaksna je funkcija takdnih tridimenzionanih mrez ni S povsem znano,
predvidevajo pa, da lahko predstavljgjo komunikacijsko omrezje za prenos signalov med
bakterijskimi celicami, transportne poti po katerih se celice premikgo ali celo »elektri¢no
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omrezjex za prenos elektronov med celicami oziroma na trdne elektronske akceptorje
(Schaudinn in sod., 2007). Ker so tvorbe taksnih struktur zmozne le nekatere vrste bakterij
in ker predvidevajo, da je lastnost gensko pogojena, je poznavanje zdruzbe bakterij, ki

naseljuje agregate pomembno za bolje razumevanj e nastanka vecjih agregatov.

Slika 2.9: Elektronske mikrografije sluznih agregatov iz Severnega Jadrana (30. junij 2004) (povzeto
po Turk in sod. (2010)).

(a) in (b): Mikrografiji mukoznega matriksa agregata posneti z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom (Philips
XL20) pri 145x in 625x, po obdelavi vzorca z metodo visokotlatnega zamrzovanja (Cryo SEM). (c):
Mikrografija ultra tanke rezine mukoznega matriksa agregata posneta s presevnim elektronskim
mikroskopom (Jeol 100 CX).

Figure 2.9: Electron microscopy images of the mucus aggregates from the northern Adriatic (30th
June 2004) (from Turk et al. (2010)).

(a) and (b): micrographs of mucus matrix taken with scanning electron microscope (SEM: Philips XL20) at
145x in 625x magnification. Specimens were prepared using the high pressure freezing method (Cryo SEM).
(C) Micrograph of ultra thin layers of mucus matrix taken with transmission electron microscope (Jeol 100
CX) Sheets of materia at lower magnification. (b) The inner core of the mucus consisted of fibbers forming

irregular network-like structures.

Taksonomska sestava bakterijske zdruzbe na organskih agregatih iz TrZzaskega zaliva je
bila analizirana z majhnim Stevilom analiziranih genov 16S rRNA, ko so bili postopki
sekvenciranja Se na zacetku razvoja (Rath in sod., 1998). Raziskava je pokazalavelik delez
deltaproteobakterijskin celic (23 % populacije) ter priblizno enakovredne deleze
bakteroidet, gamaproteobakterij in gram-pozitivnih bakterij (15.3 — 17 %). Danovaro in
sodelavci (2009) pa so v vzorcih agregatov iz severozahodnega dela Jadranskega morja z
metodo FISH odkrili velik delez vibrijev ter opazili vecjo diverziteto celic na agregatu, v
primerjavi z okolno vodo. Dosedanje raziskave so obravnavale vecinoma bakterijske ne pa
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tudi arhejske na agregat vezane zdruzbe, ravno tako Se ni bila raziskana zdruzba
nitrifikatorjev oziroma oksidatorjev amonija, ki se spros¢a tekom aktivne heterotrofne

razgradnje v agregat vezane organske snovi.
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3 CILJI INHIPOTEZE

Prvi cilj doktorskega dela je pridobiti vpogled v sezonsko dinamiko in strukturo zdruzbe
amonij- oksidirgjo¢ih arhgj in bakterij v obalnem morju Trzaskega zaliva ter preuciti vpliv
okoljskih dejavnikov na proces oksidacije amonija, kar bo pripomoglo k boljSemu
razumevanju geokemijskega krozenja dusika v plitvem obalnem morju Trzaskem zalivu.

- Predvidevamo, da v obmocju TrZzaskega zaliva prevliadujgjo amonij- oksidirgoce
arhgje (AOA) nad amonij- oksidirgjocimi bakterijami (AOB).

- Predvidevamo, da poleg koncentracije dusikovih spojin na razporeditev in Stevil¢nost
AOA in AOB vplivgo tudi drugi fizikalni, kemijski in bioloski dejavniki.

Predvidevamo, da se amonij- oksidirgoce arhegje v vzorcih iz Trzaskega zaliva na
podlagi variabilnosti gena amoA filogenetsko uvrscgo v podklaster »morski vodni
stolp« in sicer v skupino »plitvo-morskih« AOA (skupina A) in ne v skupino
»globoko-morskih« AOA (skupina B).

Cilj dela je tudi izolacija AOA iz morske vode Trzaskega zaliva in gojenje v visoko

obogateni oziroma isti kulturi, ter dolocitev njenih fizioloskih in biokemic¢nih lastnosti.

Drugi cilj doktorskega dela je raziskati bakterijsko in arhgjsko zdruzbo vezano na delce
morskega snega in morskih agregatov, ki predstavljgo organsko bogato okolje za Stevilne
mikroorganizme in zaradi intenzivne remineralizacije organske snovi tudi potencialno

zivljenjsko niso zanitrifikacijsko zdruzbo.

Predvidevamo, da se bakterijske in arhejske zdruzbe na agregatih zaradi specifi¢nih
fizikalno kemijskih gradientov v agregatu, razlikujejo od prostozivecih zdruzb.

Predvidevamo, da obstgjarazlikatako v Stevil¢nosti kot tudi v sestavi zdruzbe amonij-

oksidirgjo¢ih arhg in bakterij v primerjavi z okolno morsko vodo.
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4 MATERIALI INMETODE

4.2 LETNA DINAMIKA AMONIJ-OKSIDIRAJOCIH ARHEJ IN BAKTERIJ

RazSijenost amonij-oksidirgjocih arhg in bakterij smo spremljali na dveh globinah (5 m,
21 m) tekom enega leta. Njihovo vertikalno razporeditev pa smo preverili v dveh ¢asovnih
tockah (februar in julij), v odsotnosti in v prisotnosti vertikalne razslojenosti vodnega
stolpca. Sezonske spremembe v sestavi zdruzbe amonij-oksidergjocih arhej smo nadalje

andizirali napodlagi variabilnosti gena amoA tekom leta.
4.2.1 Znacilnosti Trzaskega zaliva

Trzaski zaliv je predd severovzhodnega Jadranskega morja. Zaradi njegove plitkosti (< 30
m), zaprtosti in Stevilnih pritokov rek, ima ta del Jadrana specificne oceanografske
lastnosti. Velik vpliv na te lastnosti imajo predvsem izmenjujoci se pretoki vodnih mas iz
juzngisih delov Jadrana, sladkovodni vnosi rek (glavni vnos predstavlja raka So¢a/ 1sonzo)
ter meteoroloski pojavi in znacilnosti (Ma&i¢ in Petelin, 2001; Comici in Bussani, 2007,
Zanchettin in sod., 2008; Ma&Ci¢ in sod., 2009). Znilna so velika sezonska nihanja
danosti (od 32,8 do 36,7 PSU) in temperature (od 9,2 °C pozimi do 25 °C poleti). V
zimskem obdobju (od novembra do aprila) previaduje homotermija ai enakomerna
porazdelitev temperature po celothem vodnem stolpcu. V ¢asu spomladanskega segrevanja
pride do vzpostavitve vertikalne stratifikacije. Ta se stopnjuje do sredine poletja oziroma
vse, dokler ne pride do vertikalnega meSanja vodnega stolpca (Ma&ic in Petelin, 2001).
Na vsebnost anorganskih nutrienotv (NOs, NH4*, PO,>) vpliva predvsem pogostost in
koli¢ina vnosa sladke vode iz kopnega. Koncentracije tako sovpadajo s pretoki rek in
kolicino padavin (Turk in sod., 2007). Sezonska nihanja okoljskih parametrov moc¢no
vplivgo na sestavo in aktivnost mikrobne zdruzbe, na razsirjenost posameznih skupin
mikroorganizmov ter posledicno na dinamiko razgradnje organske snovi in

biogeokemijsko krozenje elementov.
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4.2.2 Vzor ¢enje in obdelava vzor cev

V zor¢enje morske vode za analizo letne dinamike AOA in AOB je potekalo v obdobju od
aprila 2010 do marca 2011. Vzorcenje smo izvaali enkrat mese¢no v okviru rednih
vzor¢evanj za kontrolo kakovosti slovenskega morja. Vzoréevano mesto 00BF se nahgav
neposredni blizini oceanografske boje VIDA (45° 32' 55,68" N, 13° 33' 1,89" E;

Slika 4.1). Vzorci morske vode so bili zajeti s 5-litrskimi Niskin posodami pritrjenimi na
vzoréevalno rozeto (Sea-Bird SBE 32 Carousdl Water Sampler). Rozeta je standardna
oceanografska vzorcevalna naprava, ki omogoca vzoréenje do 12 vzorcev morske vode
hkrati (tekom enega spusta v morje), globina zajema vzorcev je vnaprg racunanisko
doloc¢ena in kontrolirana, kar zagotavlja zgjemanje vzorcev vedno naisti globini. Tekom
vzoréenja smo opravili meritve sledecih fizikalnih parametrov: temperatura, slanost, pH ter
vsebnost raztopljenega kisika. Vzorce morske vode smo v roku ene ure od vzoréenja v
temnih steklenih posodah transportirali v laboratorij, kjer je potekala takojsnja nadaljnja

obdelava ter shranjevanje vzorcev.
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Slika 4.1: Geografski polozaj oceanografske boje Vida in hkrati polozaj vzor ¢evalnega mesta 00BF
Vzoréevalno mesto 00BF se nahaja v neposredni blizini oceanografske doje Vide - oznaceno s polnim
krogom.

Figure 4.1: Geographical location of oceanographic buoy Vida and sampling site OOBF at the same
time.

Sampling site 00BF islocated in close vicinity of oceanographic buoy Vida— denoted by filled circle.
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Zanamen izolacije DNA, smo 1 | morske vode filtrirali skozi polietersulfonski (PES) filter
z velikostjo por 0,22 um in premerom 47 mm (Pall corporation). V primerih, ko je zaradi
visoke gostote celic filtracija potekala zelo pocasi, kar bi lahko vplivao na integriteto
vzorca, smo volumen vzorca zmanjsali in zabelezili kolicino prefiltrirane vode. Filtre smo
po koncani filtraciji prenesli v krio-tubice in shranili pri temperaturi -80 °C do nadaljnje
obdelave.

4.2.3 Dolo¢anje koncentracije nutrientov

Koncentracije sledecih nutrientov: nitrat (NOs), nitrit (NO,), amonij (NH4"), ortofosfat
(PO,%), raztopljeni O, so bile dologene v vzorcih nefiltrirane morske vode po standardnih
kolorimetricnih metodah (Grasshoff in sod., 1999). Celokupni fosfor (Piy:) in celokupni
dusik (Ni) predstavijata vsoto anorganskih N oziroma P vrst ter organsko vezanega N

oziromaP.
4.2.4 Izolacija DNA

Celokupno DNA iz vzorcev morske vode smo izolirali po metodi opisani v Bostrom in
s0d.(2004) z nekaterimi modifikacijami. Za izolacijo DNA smo uporabili ¥ filtra ki smo

ga po vzorcenju shranili na-80 °C (poglavje 4.2.2).

V sterilni 2 ml mikrocentrifugirki smo s sterilnim rezilom razrezali filter na manjSe dele ter
dodali 525 ul predogretega (37 °C) liznega pufra (400 mM NaCl, 750 mM saharoza, 20
mM EDTA pH 8, 50 mM Tris-HCI pH 9; pufer je bil steriliziran s filtracijo skozi 0,2 um
Millex filter enoto). Nato smo dodali 10,5 pl sveze pripravljene raztopine lizocima v
koncni koncentraciji Img/ml (50 mg/ml v 5 x TE pufru (50 mM Tris HCI pH 7,5; 50 mM
EDTA)) ter inkubirali 30 min pri 37 °C. Po kon¢ani inkubaciji smo dodali 53,5 ul 10 %
detergenta SDS (natrijev dodecil sulfat; steriliziran s filtracijo skozi 0,2 pm Millex®
Syringe Filter Unit enoto (Millipore); kon¢na koncentracijal % ) in 3 pl proteinaze K (20
mg/ml v ddH,O; konc¢na koncentracija: 100 pg/ml). Mikrocentrifugirke smo dodatno
zatesnili s parafilmom ter inkubirali pri 55 °C preko noci (max 16h).
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Po konc¢ani inkubaciji smo lizat prenesli v svezo 2 ml mikrocentrifugirko ter preostanke
filtra sprali s 500 ul 5x TE pufra. V obe mikrocentrifugirki (s koscki filtra in z lizatom)
smo dodali enak volumen (1 V) Ze pripravljene meSanice fenol/klorof orm/izoamilalkohol
(25:24:1) ter temeljito premesali. S centrifugiranjem (20.000x g, 5 min) smo locili vodno
fazo od organske. Vodno fazo smo prenesli v svezo 2 ml mikrocentrifugirko in ponovili
korak z meSanico fenol/kloroform/izoamilalkohol (25:24:1). Po centrifugiranju smo vodno
fazo zopet prenesli v svezo 2 ml mikrocentrifugirko in dodai 1 V meSanice
kloroform/izoamilalkohol (24:1) ter po temeljitem meSanju, locili fazi s centrifugiranjem
(20.000 x g, 5 min). Zgornjo- vodno fazo iz obeh mikrocentrifugirk smo zdruzili v svezi
mikrocentrifugirki, ter oborili DNA z dodatkom 1/10 V 3 M natrijevega acetata (Sigma),
0,6 V hladnega izopropanola (Sigma) in 3 pl raztopine za obarjanje - GlycoBlue (Ambion)
ter inkubirali 2 uri pri -20 °C. Po inkubaciji smo DNA sedimentirali s centrifugiranjem (4
°C, 20 min, 20.000 x g), previdno odstranili izopropanol ter pelet sprali z 500 ul ledeno-
hladnega 70 % etanola, po ponovnem centrifugiranju (4 °C, 20 min, 20000 x g) sSmo
odstranili etanol in spiranje e enkrat ponovil. DNA smo posusili v vakuumskem susilcu
(20 min, 30 °C), raztopili v 50 pl H,O (Sigma) ogrete na 45 °C ter shranili pri -20 °C.

425 Dolo¢anje stevila amonij-oksidirajocih arhg (AOA) in bakterij (AOB)

Sezonsko razsirjenost AOA in AOB v morski vodi TrzaSkega zaliva, smo doloc¢ali
posredno s kvantifikacijo arhejskega in bakterijskega amoA gena, ki kodirata a— podenoto
encima amonij- monooksigenaze (AMO). Gen amoA smo kvantitativno doloc¢ali z metodo
verizne reakcije s polimerazo v realnem casu ali kvantitativno PCR (gPCR). Koli¢ino
namnozenih produktov, ki je v eksponentni fazi pomnozevanja premosorazmerna S
koncentracijo zacetnega Stevila kopij tar¢nega gena, smo spremljali s pomocjo
reporterskega barvila Sybr Green (Invitrogen), ki se nespecificno veZze na dvoverizno

DNA. Stevilo kopij gena amoA smo podali namililiter morske vode.

Da bi preverili kaksna je korelacija med Stevilom kopij arhejskega 16S rRNA gena in
Stevilom kopij arhejskega amoA gena, smo v vzorcih morske vode dologili Stevilo kopij
arhgjskega 16S rRNA gena, specifi¢nega za Taumarchaeota Marine Group | (MGI). To
razmerje nam pove kakSen delez vseh arhg vsebuje gen amoA in je zato potencialno
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zmozen oksidacije amonija do nitrita oziroma koliko kopij gena amoA vsebuje posamezen

arhegjski genom.

4.25.1 Priprava plazmidnih standardov

Za namen kvantifikacije arhejskega in bakterijskega amoA gena ter gena MGI 16S rRNA
smo pripravili plazmidne standarde na sledeci nacin:

Kot vir arhgjskega amoA gena ter gena MGI 16S rRNA smo uporabili DNA izolirano iz
vzorca morske vode atlantskega oceana odvzetega na globini 100 m, ki so nam ga
posredovali kolegi iz Oddelka za morsko biologijo, Dungske univerze. Kot vir
betaproteobakterijskega amoA gena pa smo uporabili DNA izolirano iz aktivnega blata
odvzetega v cistilni napravi mestne obcine Piran. DNA je bila izolirana iz peleta 3 ml
aktivnega blata, ki smo ga 2x sprali z 1,5 ml 1x PBS pufra. Uporabili smo zgoraj opisano
metodo izolacije DNA (glg poglavje 4.2.4), vendar smo zaradi vecje kompleksnosti
matriksa dodali Se korak razbijanja s kroglicami ali »bead-beating«. Razbijanje materialaje
bilo izvedeno po koncani encimski inkubaciji, v sklopu tretiranja ekstrakcijske meSanice z

meSani co fenol/kloroform/izoamilalkohol (25:24:1).

e Zverizno reakcijo s polimerazo (PCR) smo pomnoZili posamezne gene. Reakcijska
meSanica (V=25 pl) je vsebovala: 16,28 pl H,O (Sigma), 1x reakcijski pufer (Tris
KCI, - MgCl,; Fermentas), 3 mM MgCl, (Fermentas), 0,25 mM dNTP mix
(Fermentas), 0,032 upg/ul BSA (Fermentas), 0,2 pM vsakega zatetnega
oligonukleotida (Preglednica 4.1), 1 enoto Taq polimeraze ter 2 ul DNA (50-100
ng). Reakcijaje potekala pod naslednjimi pogoji:

95°C-10min

94°C-30s

T naleganja* - 40 s 35 ciklov
72°C—-1min

72°C—-7min
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*temperatura naleganja za posamezen par zacetnih oligonukleotidov je podana v

preglednici 1.

Veikost PCR produktov smo preverili z gelsko elektroforezo. Produkte smo
locevai na 1,5 % agaroznem gelu (1,5 % agaroza (Sigma); 1 mg/ml etidijevega
bromida) v 1x TAE pufru (Tris baza (4,84 g¢/l), ledocetna kislina (11,42 mi/l),
EDTA (0,74 g/l)) pri napetosti 120 V, 30 minut. Za dolocitev velikosti PCR
produktov smo uporabili velikostno lestvico 1 kb (Biotools).

Sveze pomnozene PCR produkte ustreznih velikosti (Preglednica 4.1) smo vstavili
v plazmidni vektor pCR®2.1 (Invitrogen) ter z njim transformirali kemijsko
kompetentne celice One Shot® TOPI10, ki so del kita TA Cloning kit (Invitrogen).
Vse postopke smo izvedli v skladu z navodili proizvajalca. Transformirane celice
smo gojili na trdnem LB gojis¢u z ampicilinom (100 pg/ml; LB-Amp), ki smo ga
predhodno premazali s 40 pl 40 mg/ml raztopine X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indol-
[-D-galactopiranosid, Sigma) pri 37 °C, preko noci. Plazmidno DNA smo nato
izolirali iz 2 ml prekonoc¢ne (15 h, 37 °C) kulture v tekocem LB-Amp gojistu, ki
smo jo pridobili iz posamezne bele kolonije. Pri tem smo uporabili kit za izolacijo
plzmidne DNA (GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Fermentas) ter sledili postopku
proizvaalca

Koncentracijo izolirane plazmidne DNA smo izmerili fluorometriécno s pomocjo
kita Quant-ItTM dsDNA HS Assay kit (Invitrogen). Pri tem smo sledili navodilom

proizvajalca.

Da bi zagotovili ucinkovito naleganje zacetnih oligonukleotidov ter pomnoZevanje
DNA standardov, smo plazmidno DNA linearizirali z encimom endonukleazo Bsal,
ki reze ob nukleotidnem zaporedju GGTCTC, ki se nahgja na poziciji 2851 znotrg
plazmidnega vektorja pCR®2.1. Restrikcijska meSanica je vsebovala 1x
restrikcijski pufer NEB4, 2 ul endonukleaze Bsal (20 U), 0,5 pl BSA Bsal (vse
New England Biolabs), 150 - 200 ng plazmidne DNA ter do 50 pl H,O (Sigma).
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Reakcija je potekala pri 37 °C 5 h, nakar smo encim deaktivirali z inkubacijo pri
65 °C 20 min.

« Stevilo kopij posameznega plazmidnega standarda smo dolocili z absolutno
kvantifikacijo z metodo qPCR, pri ¢emer smo kot standard uporabili plazmidni
vektor pCR™2.1-TOPO® znane koncentracije (10 ng /pl, kar ustreza 2,5x10°
kopij/ml), ki je del kita za kloniranje TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen) ter
oligonukleotidne zacetnike, ki specificno nalegagjo na plazmidni vektor pCR®2.1-
TOPO ter na vektor pCR®2.1 izven klonske regije (pCR21_2f: 5-TGC CTG CTT
GCC GAA TAT C-3 and pCR21_2r: 5-CCA CAG TCG ATG AAT CCA GAA
A-3') (Logar in sod., 2012). Reakcijska meSanica (20 ul) je vsebovala 10 pl 2x
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®), 4,4 ul PCR-grade
H.O (Sigma), 400 nM vsakega zacetnega oligonukleotida in 4 pl plazmidne DNA.
Reakcija je potekala v aparaturi ABI prism 7900HT (Applied Biosystems) po
slede¢em inkubacijskem zaporedju:

50°C -2min

95°C-10min

95°C-15s 40 ciklov
60 °C—1min T

Po kon¢anem pomnoZevanju smo z merjenjem zmanjSevanja jakosti fluorescence med
dvigom temperature vzorcaiz 60 °C do 95 °C pridobili podatke za analizo talilnih krivulj

(melting curve analysis), ki nam omogoca preverjanje specifi¢nosti pomnozevanja

Stevilo kopij posameznega plazmidnega vektorja smo izracunali s pomogjo umeritvene
krivulje 10-kratnih serijskih redéenj plazmida pCR™2.1-TOPQO®.

Za namen kvantifikacije posameznih genov v vzorcih morske vode smo pripravili

redcitvene vrste plazmidnih standardov od 108 do 10° kopij na pl.
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4252 Kvantifikacija genov amoA ter gena MGI -16S rRNA z metodo gPCR

Reakcija je potekala v 10 pl reakcijski meSanici, ki je vsebovala H,O (Sigma) 1x Pico
Max pufer (2 mM MgCl, Agilent Technologies), MgCl, (1 mM, Fermentas), BSA (0,4
pHo/ul, Fermentas), dNTP (0,25mM, Invitrogen), DNA polimerazo PicoMaxx (0,5 U,
Agilent Technologies), 50.000 x red¢en SYBR® Green | (Invitrogen), 0,4 mM vsakega od
zatetnih oligonukleotidov ter 2 pul DNA izolirane iz vzorcev morske vode oziroma 2 pl

DNA redcitve plazmidnega standarda.

Z namenom, da bi se pri dolo¢anju Stevila kopij posameznega gena v posameznem vzorcu
izognili napakam zaradi inhibicije pri pomnozevanju, smo pri analizi vsakega vzorca
uporabili tri zaporedne redcitve DNA, od katerih je bila vsaka andizirana v dveh
paralelkah. Medtem ko je bila posamezna redcitev standarda analizirana v treh paralelnih
reakcijah. Reakcija je potekala v aparaturi LightCycler®480 (Roche) pod naslednjimi
inkubacijski pogoji:

95°C-10min

95°C-30s )
T naeganja* - 40 s > 45 ciklov
72°C-30s

80 °C —25s (merjenje fluorescence)

*temperatura naleganja za posamezen par zacetnih oligonukleotidov je podana v

preglednici 1
Po koncanem pomnozevanju je bila izvedena Se analiza talilnih krivul] z merjenjem

zmanjSevanja jakosti fluorescence med dvigom temperature vzorca iz 60 °C do 95 °C, s

pogostostjo merjenja fluorescence 5/ °C, pri hitrosti segrevanja0,11 °C/s.
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Preglednica 4.1: Nukleotidna zaporedja zacetnih oligonukleotidov uporabljenih pri qPCR za
kvantifikacijo arhejskih in bakterijskih genov amoA ter gena MGl — 16SrRNA

Navedena je tudi dolZina pomnozenega produkta in temperatura naleganja za posamezen par za¢etnih
oligonukleotidov. Zatetna nukleotida amoA-1F in amoA-r NEW specifiéno nalegata na betaproteobakterijski

gen amoA.

Table 4.1: Nucleotide sequence of primers used in qPCR for amoA and MGI- 16S rRNA gene
quantification.
Lengths of amplified PCR product and primer annealing temperature are also given for each pair of primers.

Primer pair of amoA-1F and amoA-r NEW targets betaproteobacterial amoA gene.

DolZina Temperatura
Taréni Taréni pomnoZenega naleganja Nukleotidno zaporedje
organizem gen Ime fragmenta (bp) (°C) (5 --> 3) Vir
Marine MCGI-391f AAGGTTARTCCGAGTGRTTTC (Egkoi)
Crenarchaeota ~ 16SrRNA 122 61 Teira
Group | (MCGI) MCGI-554r TGACCACTTGAGGTGCTG (2004)
Arch-amoA-for CTGAYTGGGCY TGGACATC Vy;ggg
AOA amoA 256 59 Wuchter
Arch-amoA-rev TTCTTCTTTGTTGCCCAGTA (2006)
amoA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT ~ Rotthawe
AOB (beta- (1997)
proteobakterije) amoA 490 61 Hornek
amoA-r NEW CCCCTCBGSAAAVCCTTCTTC (2006)
4.2.6 Gelska elektroforeza v denaturacijskem gradientu (DGGE; denaturing

gradient gel electrophoresis)

DGGE je »fingerprinting« metoda, ki jo uporabljamo za dolocanje pestrosti in sprememb v
sestavi mikrobnih zdruzb. Metoda omogoca lo¢evanje molekul DNA enake velikosti (s
PCR pomnozZeni del dolocenega gena) glede na njihovo nukleotidno sestavo. Locevanje
temelji na elektroforetski mobilnosti delno razprtih DNA vijaénic v poliakrilamidnem gelu,
ki je v primerjavi z dvovijacno obliko DNA dlabsa. Razprtje verig DNA poteka med
potovanjem DNA fragmentov iz manjSe v obmocje z vecjo koncentracijo DNA
denaturanta. Potovanje molekul v gelu se popolnoma ustavi, ko sta verigi dvojne DNA
dovolj razpreti, kar paje odvisno od nukleotidne sestave posameznega fragmenta (Muyzer
in sod., 1993).
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S to metodo smo zeleli preveriti kaksna je struktura arhejske zdruzbe amonij-oksidirgocih
arhg in kako se le ta spreminja tekom leta. Kot markerski gen smo izbrali gen amoA ter
spremljali pojavnost razli¢nih genotipov tega gena tekom enega leta na globinah 5in 21 m.

Zaprimerjavo smo dodali tudi vzorec DNA iz Atlantskega oceana (100 m).

4.2.6.1 PomnoZzevanje arhejskega gena amoA zalocevanje z DGGE

Arhgski amoA gen smo pomnoZili z metodo PCR pri ¢emer smo uporabili en zacetni
nukleotid z dodanim GC repom — to je zaporedje ponavljgocih se GC nukleotidov dolgo
40 nt, ki preprecuje, da bi se DNA verigi v gradientu denaturanta popolnoma razprli in

tako predli iz gela kot enojna DNA veriga.

Reakcijska meSanica za pomnozevanje arhejskega amoA gena (V= 50 pl) je vsebovala: 1x
Pico Max pufer (2 mM MgCl,, Agilent Technologies), MgCl, (ImM, Fermentas), BSA
(0,4 pg/ul, Fermentas), dNTP (0,25mM, Invitrogen), DNA polimerazo PicoMaxx (0,5 U,
Agilent Technologies), 0,4 mM zacetnega oligonukleotida Arch-amoA-for (Preglednica
4.1), 0,4 mM zacetnega oligonukleotida Arch-amoA-rev_GC (5' - CGC CCG GGG CGC
GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GTTCTTC TTT GTY GCC CAR
TA - 3) ter 2 pl produkta gPCR. Reakcijaje potekala pod naslednjimi pogoji:

95 °C - 10 min; zatetna denaturacija,
94°C-30s

585°C-40s 35 ciklov
72°C—-40min

72°C—-7min

Velikost produktov je bila preverjena z gelsko elektroforezo. Ker se je poleg Zelenega
produkta velikosti 296 bp pojavlja Se en fragment velikosti nekaj pod 100 bp, smo
fragment Zelene velikosti izrezali in izolirali iz gela s pomogjo kita za ¢iscenje Qiaguick
Gel Extraction kit (Qiagen) ter DNA eluirai v 50 pl oziroma 30 ul elucijskega pufra, glede

na koli¢ino produkta (ocenjeno iz jakosti lise na gelu). Koncentracijo precis¢enih
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produktov smo izmerili fluorimetricno s kitom Quant-ItTM dsDNA HS Assay

(Invitrogen).

4.2.6.2 Priprava poliakrilamidnega denaturacijskega gela in potek locevanja genov

amoA

8 % poliakriilamidni gel smo izdelali s pomocjo gradientnega meSala v katerega smo vlili
11,5 ml 10 in 50 % denaturacijske raztopine (Preglednica 4.2), v katere smo tik pred tem
dodali 115 pl 10 % raztopine amonijevega persulfata (APS) in 11,5 ul raztopine TEMED
(Sigma).

Preglednica 4.2: Sestava denaturacijskih raztopin za izdelavo poliakrilamidnega gela za analizo DGGE
AOA zdruzbe.

Table 4.2: Composition of denaturing solutions used in preparation of polyacrylamide gel for DGGE

analysis of AOA community.

10 % denatur acijska razt. 50 % denaturacijskarazt.

50X TAE pufer 1ml 1ml
Poliakrilamid 40 %; (akrilamid :

_ o 10ml 10ml
bis-akrilamid 37,5:1)
Formamide 2ml 10 ml
Urea 219 1059
ddH,O do 50 ml do 50 ml

Polimeriziracijagelaje trajala 90 do 120 min pri sobni temperaturi, nakar smo v jamice na
vrhu gela nanesli od 300 do 500 ng ocistenega PCR produkta skupa z nanaSalnim
barvilom (10 pl). Gel smo nato prikljucili na elektrode ter polozili v DGGE-kope s
predogretim (60 °C) 1 x TAE pufrom. Lo¢evanje je potekalo pri 200 V (35-40 mA), 60 °C,
45 h.

Po koncanem loc¢evanju smo DNA fragmente obarvali z barvilom SybrGold (Invitrogen),

tako da smo na gel nanesli in enakomerno razporedili 27,5 ml 10x red¢enega barvilav 1X
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TE pufru ter v popolni temi inkubirali 30 min. Gel smo nato pregledali in fotografirali s

pomo¢jo UV transluminatorja BioDocAnayze Gel documentation system (Biometra).

Fotografije gelov smo obdelali z racunalniskim programom Gel Compare (Applied Maths),
pri ¢emer smo bodili matriko prisotnosti posameznih fragmentov v posameznih vzorcih.
To smo nato vnesli v program Primer 6 (v.6.1.7, PRIMER-E Ltd), kjer smo za izracun
podobnosti med razli¢nimi vzorci uporabili Jaccardov koeficient podobnosti. Na podlagi
podobnostne matrike smo vzorce razvrstili v skupine s hirahi¢no metodo »group average«

ter tako generirali dendrogram zdruzb AOA na5 ter na21 m.

4.2.6.3 Izdelava knjiznic arhejskega gena amoA in obdelava sekvenc

Da bi bolj podrobno raziskali sezonske variacije v zdruzbi arhejskih amonij-oksidatorjev
ter preverili sezonske spremembe v sestavi zdruzbe, ki smo jo zaznali z metodo DGGE,
smo izbrali 4 vzorce morske vode iz globine 21 m za izdelavo knjiznic arhejskega amoA

gena.

Z metodo PCR smo pomnoZili celoten arhejski amoA gen (632 bp) z zatetnimi
oligonukleotidi amo F (5-ATG GTC TGG CTA AGA CGM TGT A) (Halam in sod.,
2006) in amoAR (5-GCG GCC ATC CAT CTG TAT GT) (Francis in sod., 2005).
Reakcijska meSanica (V=50 pl) je vshovaa 32,2 ul H,O (Sigma), 1x reakcijski pufer (Tris
KCl, - MgCly), 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP mix, 0,4 ug/pl BSA (vse Fermentas), 0,2 uM
vsakega zacetnega oligonukleotida, 2 enoti Taq polimeraze (Fermentas), ter 2 ul DNA (50-
100 ng). Reakcija je potekala pod naslednjimi pogoji:

95°C-4min

94°C—-1min

55°C-1min 35 ciklov
72°C—1min

72°C—15min
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Sveze pomnozene fragmente smo klonirali z uporabo kita za kloniranje TOPO® TA
Cloning® Kit (Invitrogen) in pri tem sledili navodilom proizvajalca. Bakterijske kolonije,
ki so vsebovale plazmid z vstavljenim fragmentom smo precepili natrdno LB-Amp gojisce
v jamicah mikrotitrske rastne plos¢ice (96 jamic/ plosco) ter tako pripravljene genske
knjiznice podali na sekvenciranje v podjetje GATC Biotech (Nemcija). Nukleotidno
zaporedje je bilo doloceno z uporabo univerzalnega zacetnega oligonukleotida M 13-FP
(5- TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3), ki nalegana plazmidni vektor.

Dele sekvenc, ki niso ustrezali standardom kvalitete, smo odstranili s programom DNA-
Baser (poizkusna verzijav3). S pomocjo spletnega orodja Decrease redundancy (ExPASy)
smo sekvence razporedili v avtonomne taksonomske enote (OTU) na podlagi 98 %
podobnosti. S programom MEGAS5 smo nato pripravili filogenetsko drevo s po eno
sekvenco na OTU. Drevo smo zasnovali z metodo zdruzevanja sosedov (angl. Neighbour
joining method) ter ga graficno opremili s spletnim orodjem iTOL (interactive Tree Of
Life, (Letunicin Bork, 2007)).
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4.3 PESTROST ARHEJSKE IN BAKTERIJSKE ZDRUZBE V MORSKEM
SNEGU IN VECJIH ORGANSKIH AGREGATIH

4.3.1 Vzor ¢enje in obdelava vzor cev

Vzor¢enje morskega snega in organskih makroagregatov je, ravno tako kot vzorcenje
morske vode za doloc¢anje dinamike nitrifikatorjev (glg poglavje 4.2.2), potekalo na
standardnem vzorcevalnem mestu 00BF, ki se nahgja v neposredni bliZini oceanografske
boje VIDA (Slika 4.1). Vzorce morskega snega in makroagregatov so potapljaci odvzeli s
sterilno 60 ml siringo, ob pojavu le teh v obdobju od decembra 2009 do avgusta 2010.
Vzorce morske vode smo zajeli naisti globini kot organske partikle (med 7 in 13 m) po
zgorg opisanem postopku (glg poglavje 4.2.2). Tekom vzoré¢enja Smo vzorce organskih
partiklov shranili v hladilno torbo ter jih v roku 1 ure prenedli v laboratorij, kjer je potekala
nadaljnja obdelava.

Organski partikli, ki so bili vzorceni s siringo so nam sluzili za karakterizacijo mikrobne
zdruzbe, ki je povezana z organskimi delci, medtem ko nam je morska voda suzila za

karakterizacijo prostozivecih mikrobnih zdruzb.

Za namen $tetja celic pod mikroskopom smo vzorce morske vode in morskega snega
fiksirali z paraformaldehidom (PFA) v konéni koncentracij 2-3 %, ki smo ga predhodne
sterilizirali sfiltracijo skozi filter z velikostjo por 0,2 um.

Za molekularne analize smo vse vzorce filtrirali pri nizkem vakuumskem tlaku (200 mbar)
na 0,22 um polikarbonatni filter (GTTP, Millipore) premera 47 mm ter po filtraciji filter
nemudoma zamrznili, tako da smo mikrocentrifugirko v katero smo polozili filter potopili
v tekoci dusik in shranili pri -80 °C do nadaljnje obdelave.

4.3.2 CARD-FISH

Po fiksaciji s PFA, ki je potekala pri 4 °C v temi 8-18 h, smo s pomocjo vakuumske
¢rpalke (200 mBar) filtrirali 1-10 ml fiksiranih vzorcev na polikarbonatni filter (GTTP, 0,2
pum, d=25 mm, Millipore) pod katerega smo vstavili podporni nitrocelulozni filter (HAWP,
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0,45 pum, d=25mm, Millipore). Po koncani filtraciji smo filter posusili in do nadaljnje
obdelave shranili pri -20 °C.

Postopek CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition Fluorescence In  Situ
Hybridization) je bil izveden, kot je opisano v Teirain sod. (2004). Filtre smo obdali s0,1
% agaroznim gelom, posusili (10 min 37 °C) ter izrezali po en delcek (rezino) filtra za
vsako od preiskovanih mikrobnih skupin. Da smo zagotovili permeabilizacijo celi¢ne stene
bakterij smo celice nafiltru inkubirali 1 h pri 37 °C z lizocimom (10 mg/ml v 0,1 M Tris-
HCl in 0,05 M EDTA) oziroma s proteinazoK (10,9 mg/ml v 0,2 M Tris-HCI in 0,05 M
EDTA), za permeabilizacijo arhejske celi¢cne stene. Po inkubaciji smo rezine filtrov sprali
3x v ddH,0, 20-25 min v 0,01 M HCI, ponovno 2x v ddH,0 ter v 95 % etanolu. Rezine
filtrov smo nato hibridizirali pri 35 °C v temi 10- 15 ur z oligonukleotidno sondo na katero
je vezana hrenova peroksidaza (horseradish peroxidase, HRP). Kon¢na koncentracija
posamezne sonde v hibridizacijskem pufru (Priloga A) je znaSala 2,5 ng/ul. Za detekcijo
bakterijskih celic smo uporabili meSanico Eub338 sond (Eub338-1: Eub338-I1: Eub338-I11
=1:1:1), za detekcijo arhejskih celic smo uporabili meSanico sonde Cren537 in sonde
Cren554 v razmerju 1:1, za detekcijo celic skupine Euryarchaeota smo uporabili sondo
Eury806 (Preglednica 4.3). Rezine filtrov smo po hibridizaciji spirali v pufru za spiranje
(Priloga A) 15 min pri 37 °C ter nato tretirali z 0,05 % raztopino tritona X-100 v 1xPBS
pufru 15 min pri sobni temperaturi v temi. Nato je sledilo pomnoZevanje signaa z
inkubacijo rezin filtrov s tiramid-Alexa488 v amplifikacijskem pufru (Priloga A) v
volumskem razmerju 1:100 do 45 min pri 37 °C v temi. Rezine filtrov smo nato spirali v
1xPBS pufru z dodatkom Triton X-100 (0,05 %), nato v ddH»O in kon¢no v 95 % etanolu.
Nakar smo rezine filtrov posusili ter inkubirali v raztopini barvila 4',6-diamidino-2-
phenilindolu (DAPI, 1 pg/ml), 3 min na ledu v temi. Tako smo ozn&ili vse v vzorcu
prisotne prokariontske celice. Rezine filtrov smo sprali z ddH»O in 95 % etanolom ter

posusili.

Suhe rezine filtrov smo nato poloZzili na objektno steklo ter prekrili z ~50 pl meSanice za
vklaplanje filtra in boljSo obstojnost fluorescence: 1xPBS-Vectashield Mounting Medium
(Vector Laboratories) - Glycerol (v PBS,Cituflour Ltd.) v volumskem razmerju 0,5:1:5,5
ter prekrili s krovnim stekelcem.
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Preglednica 4.3: Nukleotidno zaporedje sond za oznadevanje bakterijskih, arhejskih in Euryarchaea
celic v postopku CARD-FISH

Table 4.3: Sequence of Bacteria, Crenachaea and Euryarchaea - specific probes for CARD-FISH
hybridization.

Taréni

organizem Ime Nukleotidno zaporedje (5" --> 3') Vir

Bakterije Eub338 | GCT GCC TCC CGT AGG AGT Amann in sod. (1990)
Eub338 11 GCA GCC ACCCGT AGGTGT Daimsin sod. (1999)
Eub338 111 GCT GCC ACCCGT AGGTGT Daimsin sod. (1999)

Krenarhgje  Cren537 TGA CCA CTT GAG GTG CTG Teirain sod. (2004)
Cren554 (GI554) TTA GGC CCA ATA ATCMTCCT Massanain sod. (1997)

Euryarchaea Eury806 CACAGCGTT TACACCTAG Teirain sod. (2004)

Po oznacevanju celic z metodo CARD-FISH smo DAPI — obarvane in Alexa-pozitivhe
celice smo opazovali ter Steli pod epifluorescentnim mikroskopom Zeiss AXio
Imager.A2m, ki je opremljen z 100 W Hg zarnico in ustreznimi filtri, ki prepus¢ao
emisijski fluorescencni signal barvil DAPI (461 nm) in Alexa488 (519 nm). Stevilo celic
smo dolocali kot povprecje celic na ~10 vidnih poljih, pri ¢emer smo na vidnem polju
izbrali del Stevnega polja z dolo¢eno velikostjo, tako da je ta vseboval ~100 DAPI
pozitivnih celic ter upoStevali velikost izbranega polja pri izracunu. Koncni rezultat smo
preracunali na stevilo posameznih celic naml kulture.

4.3.3 Izolacija DNA/RNA

Zaizolacijo DNA/RNA smo uporabili fenol-kloroform metodo, ki pa se rahlo razlikuje od
zgorg) opisane metode za izolacijo DNA iz vzorcev morske vode (glg poglavje 4.2.4).
Filtre smo s sterilnimi Skarjami razrezali na majhne kosc¢ke in inkubirali v liznem pufru (10
mM TrissHCL; pH 8, 25 mM Na2EDTA; pH 8, 100 mM NaCl) z dodatkom lizocima
(kon¢na koncentracija: 1 mg/ml) 30 min pri 37 °C. Nato smo dodali natrijev dodecil sulfat
(SDS; 1 % konéna koncentracija) in proteinazo K (kon¢na koncentracija: 100 pg /ml) ter
inkubirali pri 55 °C 1 h. Nato smo dodali 1,5 do 2 g cirkonijevih kroglic in horizontalno
stresali na ngjvecji hitrosti stresalnika Vortex-Genie® 2 (Mo-Bio) 10 min. MeSanico smo
nato inkubirali pri 70 °C 30 min. Lizat smo v posameznih korakih tretirali z 3 ml fenola
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(pH 7,9), 3 ml meSanice fenol:kloroform:izoamilalkohol (25:24:1) ter 3 ml kloroforma.
Med posameznimi koraki ekstrakcije z organskimi topili smo locili faze s centrifugiranjem
pri 5000 obr/min 10 min. Nukleinske kisline smo nato precipitirali z 2x koli¢ino 100 %
etanolain 0,02x koli¢ino 5M NaCl, pri -20 °C 1-2 h ter sprali z ohlajenim 70 % etanolom.
Pelet smo posusili pri odprti centrifugirki in garaztopili v 100 pl H,O (DNase/RNase free
water, Sigma) pri +4 °C preko noci ter shranili pri -80 °C.

Iz podvzorca DNA/RNA smo s pomocjo DNazne reakcije odstranili DNA in tako osamili
RNA. Pri tem smo uporabili smo kit Deoxyribonuclease 1, amplification grade
(Invitrogen). Reakcijska meSanica je vsebovala: 1 pl 10x DNase | reakcijskega pufra, 1U
DNase | Amp Grade encimain 8 ul DNA/RNA podvzorca. Inkubacija je potekaa pri 37
°C 30 min, nakar smo encim deaktivirali z dodatkom 1 pl 25 mM EDTA (pH 8.0) in
inkubacijo pri 65 °C 10 min. V vseh RNA vzorcih smo nato preverili morebitno DNA
kontaminacijo tako da smo s PCR pomnozevali bakterijski 16S rRNA gen po spodg
opisanem postopku (glg poglavje 4.3.5). Vzorce RNA, kjer do pomnozZevanja ni prislo
smo uporabili za prepis RNA v cDNA (copy DNA) v reakciji z reverzno transkriptazo.
Vzorce, pri katerih smo opazili pozitiven rezultat, smo ponovno tretirali z DNazo in
ponovno preverili ¢istost RNA.

4.3.4 Priprava cDNA

Iz 6 ul RNA smo s pomogjo reverzne transkriptaze sintetizirali cDNA. Uporabili smo kit
za reverzno transkripcijo Superscript 111 First-Strand Synthesis supermix (Invitrogen), pri
tem smo sledili navodilom proizvajalca.

4.35 T-RFLP fingerprinting bakterijske zdruzbe

Sestavo bakterijske zdruzbe v organskih partiklih in okolni vodi smo v vseh ¢asovnih
tockah preiskovali s pomocjo fingerprinting metode polimorfizema dolzine terminalnih
restrikcijskih fragmentov (T-RFLP; termial restriction fragment lenght polimorfism).
Analiza sestoji iz naslednjih osnovnih korakov:
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. PomnoZevanje bakterijskega 16S rRNA gena z za¢etnimi oligonukleotidi, ki so
oznaceni s fluorescentnim barvilom

. Ci&enje pomnozenih fragmentov

. Rezanje z endonukleazo

. Locevanje in detekcija terminalnih fragmentov po principu kapilarne

elektroforeze v sekvencniku.

Bakterijske 16S rRNA gene smo pomnoZzili z zaéetnim oligonukleotidom 27F (5°- AGA
GTT TGA TCC TGG CTC AG-3'), oznatenim s fluorescencnim barvilom FAM (6-
karboksi-fluorescein) ter z zacetnim oligonukleotidom 1492R (5-GGY TAC CTT GTT
ACG ACT T-3"), ozna¢enim z barvilom VIC. Reakcijska meSanica (50 ul) je vsebovaa: 2
pl DNA oziroma 4 pl cDNA, 0,5 pM vsakega od zacetnih oligonukleotidov, 2 U Taq
polimeraze, 1x Tag pufer (oboje Fermentas), 160 UM vsakega od dNTP (Fermentas), 2
mM MgCl,, 0,4 mg/ml BSA (Fermentas) ter H,O (Sigma) do kon¢nega volumna. Reakcija
je potekala pod naslednjimi pogoji:

95°C-4min

95°C-40s

55°C-30s 35 ciklov
72°C—-15min

72°C—-7min

DolZino PCR produktov smo preverili na 1,5 % agaroznem gelu. PCR fragmente smo po
elektroforetskem locevanju (90 V, 35 min) barvali z 2000x red¢eno raztopino SYBR Gold
Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen), v temi 30 min.

Odvecne nukleotide ter zacetne oligonukleotide smo iz reakcij, ki so vsebovale fragment
ustrezne velikosti (~ 1500 bp) odstranili s PCRExtract Mini Kit (5Prime) pri ¢emer smo
sledili navodilom proizvgjalca. V primerih pojava dodatnih - nespecifi¢nih fragmentov ali
dimerov zacetnih oligonukleotidov, smo fragment prave velikosti izrezali iz gela ter

precistili z uporabo kita Agrose Gelextract Mini Kit (5Prime). Koncentracijo ¢istenih
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produktov smo nato preverili spektrofotometricno z aparaturo NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies). Fluorescentno oznacene PCR fragmente smo nato rezali pri 37
°C 12 h z endonukleazo Hhal, ki reze znotrg) zaporedja 5-GCGC-3'. 20 pl restrikcijska
reakcija je vsebovala 6U encima Hhal (NE BioLabs), 1x NE pufer4, 0,1 mg/ml BSA ter

W MW

100 ng oc¢iscenega PCR produkta. Po inkubaciji smo encim deaktivirali pri 65 °C 20 min.

Alikvotu (1,5 pl) restrikcijske reakcije smo dodali 10 pl Hi-Di formamida in 0,3 pl
internega velikostnega standarda 1200 L1Z (Applied Biosystems) ter denaturirali pri 95 °C
3 min. Locevanje in detekcija fluorescentno oznacenih konénih fragmentov je potekala s
sekvencnikom 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) v 50 cm kapilari
napolnjeni s POP7 polimerom (Applied Biosystems).

T-RFLP elektroferograme smo andizirai z racunalniskim programom GelComparll
(Applied Maths). S pomocjo internega standarda smo izravnali zamike med fragmenti
razli¢nih vzorcev, ki so nastali zaradi razli¢ne hitrosti potovanja fragmentov skozi polimer
v razli¢nih vzorcih. Velikosti fragmentov smo nato dolocili s pomocjo primerjave vrhov
FAM in VIC barvil z vrhovi internega standarda znane velikosti. Prisotnost in odsotnost
posameznih vrhov v razli¢nih vzorcih smo uporabili za izdelavo +/- matrike, ki smo jo v
programu Primer 6 (PRIMER-E Ltd) pretvorili v podobnostno matriko na podlagi
Jaccardovega koeficienta podobnosti. Na podlagi podobnostne matrike smo vzorce
razvrstili v skupine s hierarhi¢cno metodo »group average« ter tako generirali dendrogram
bakterijskih zdruzb. Z analizo nMDS (non-Metric Multidimensional Scaling) (Kruskal,
1964b, @) smo ocenili podobnost bakterijskih zdruzb med vzorci. Ta redukcijska metoda
prikaze oddaljenost/podobnost med posameznimi vzorci z zmanjSevanjem primerjav med
vzorci iz vecdimenzionalnega prostora na 2 ai 3 dimenzijski prostor (grafikon). Vzorci
katerih bakterijske zdruzbe so si bolj podobne se v dvo-dimenzionalnem prostoru nahajao
blizje skupgj. Statisti¢no znatilnost opazene podobnosti med vzorci ter vpliv letnega ¢asa

oziromaizvora na sestavo zdruzbe smo testirali s statisti¢cno metodo ANOSIM.

Zaradi neucinkovitega pomnozevanja arhejskega 16S rRNA gena s fluorescentno
oznacenimi zacetnimi oligonukleotidi, arhejske zdruzbe nismo mogli analizirati s pomocjo
metode tRFLP.
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4.3.6 Izdelava 16SrRNA in 16SrDNA genskih knjiznic

Genske knjiznice arhgjskih in bakterijskih 16S rRNA genov (16S rDNA) smo izdeldli iz
vzorcev vzoréenih pozno jeseni — pozimi (10. december 2009) ter iz poletnih vzorcev (26.
avgust 2010). Poleg knjiznic 16S rDNA smo naredili tudi knjiznice 16S rRNA transkriptov
(16S rRNA) v vzorcih morske vode (v vzorcih organskih partiklov kolicina rRNA ni bila
zadostna za tovrstno analizo), da bi dolocili sestavo metabolno aktivne bakterijske zdruzbe.
Za pripravo knjiznic smo z metodo PCR pomnoZzili bakterijske 16S rRNA gene in 16S
rRNA transkripte ter arhgjske 16S rRNA gene. Reakcija je potekala pod enakimi
reakcijskimi pogoji kot za tRFLP (glg poglavje 4.3.5) z nekaterimi spremembami: cas
naleganje zacetnih oligonukleotidov — 40 s, ¢as podaljSevanja DNA verige — 2 min. Za
pomnoZevanje bakterijskin  genov smo uporabili par univerzalnih  zacetnih
oligonukleotidov 27F /1492R (glg poglavje 4.3.5), za pomnoZevanje arhejskih genov pa
par 21F (5-TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA) in 958 R (5-YCC GGC GTT GAM
TCCAATT).

Uspednost pomnoZevanja (prisotnost fragmentov pravih velikosti ~ 1500 bp za bakterijski
gen in ~ 850 bp za arhgiski 16S rRNA gen) smo preverili z elektroforezo na 1,5 %
agaroznem gelu. Nakar smo zdruzili vsebino 2 do 3 reakcij iz istega vzorcain jih ocistili s
kitom PCRExtract Mini Kit (5Prime) ter euirai v 50 pl H,O (Sigma). Cig&enim PCR
produktom smo preventivno dodali adeninske repe na 3' koncu, v kolikor je prislo do
njihovega razpada med zamrzovanjem, odmrzovanjem in ¢is¢enjem pomnozkov. Pri tem
smo 10 pl PCR produktainkubirali z 0,2 mM dATP, 1X Tag polimeraznega pufra, 1U Taq
polomeraze in 1,5 mM MgCl, (vse Fermentas) v konc¢nem volumnu 25 pl pri 72 °C 20

min.

PCR produkte (2-4 pl) smo nato klonirali v plazmidni vektor pCRII TOPO iz kita TOPO-
TA cloning kit (Invitrogen) upostevajo¢ navodila proizvajalca. 2 ul klonske reakcije smo
nato uporabili za transformacijo kemijsko kompetentnih celic OneShot TOP10
(Invitrogen), po navodilu proizvgalca (glg poglavje 4.2.5.1). Do 192 belih kolonij na
vzorec smo po transformaciji prenesli v tekoce LB gojike z 10 % glicerolom in

ampicilinom v kon¢ni koncentraciji 100 pg/ml. Celice smo gojili ¢ez no¢ pri 37 °C in
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stresanju 180 rpm. Tako pripravljene genske knjiznice smo poslali na sekvenciranje v
Macrogen sequencing service (Nederland). Za sekvenciranje smo uporabili univerzalna

zatetna oligonukleotida 27F (za bakterijske gene) ter 21F (za arhejske gene).
4.3.7 Filogenestka in statisti¢na obdelava podatkov

Dele sekvenc, ki niso ustrezali standardom kvalitete smo odstranili s poizkusno verzijo
programa DNA Baser v. 3.0. ter preverili prisotnost kimer s programoma Mallard v.1.02
ter Pintail v.1.0. Sekvence smo primerjali (blast) s sekvencami v podatkovni bazi SILVA
(Pruesse in sod., 2007) ter jih taksonomsko klasificirali, kot kriterij za ustreznost sekvenc
smo izbrali meo 97 % podobnosti s sekvencami iz baze podatkov. Reprezentativnost
vzor¢enja smo dologcili s prosto dostopnim programom MOTHUR (Schloss in sod., 2009).
Pri ¢emur smo kot mejo za oblikovanje operativnih taksonomskih enot (OTU) dologili 97
% podobnost med sekvencami. Na podlagi tega kriterija smo tudi grupirali sekvence v
OTU-je s prosto dostopnim orodjem Decrease redundancy (ExPASy).

S pomog¢jo programov MOTHUR in Primer6 smo na podlagi dobljenih 16S rRNA/rDNA
sekvenc izracunali sledece kazalce vrstne diverzitete: Chao kazalec predvidene diverzitete
(Chaol), Margalefov kazaec pestrosti (D), Shannon-Wiener kazalec vrstne diverzitete H'
ter Pieloujev kazalec enakomernosti vrstne razporeditve (J). Chao kazalec predvidene
diverzitete nam pove kaksSna bi bila diverziteta - Stevilo vrst v danem vzorcu pri
neskonénem vzoréenju - v naSem primeru pri neskoncnemu Stevilu sekvenciranih genov
16SrRNA. Margaefov kazalec vrstne pestrosti podaa Stevilo vrst (v naSem primeru OTU)
glede na Stevilo andiziranih sekvenc, medtem ko Shannon-Wiener kazalec vrstne
diverzitete H' upoSteva tudi enakomernost razporeditev posameznih sekvenc po OTU
enotah, ki ga sicer podamo s torg Pieloujevim kazalcem enakomernosti vrstne
razporeditve. Vecji kot je J bolj enakomerno so sekvence, torg bakterije/arhge
razporejene v OTU enote ter vecji kot je H' vecjaje diverziteta.

Zakonstrukcijo filogenetskih dreves smo iz vsake OTU izbrali po eno sekvenco ter ngjbol]

sorodne sekvence iz podatkovne baze SILVA ter vse sekvence poravnali in v programu
MEGAS. Po metodi zdruzevanja sosedov (angl. Neighbor-Joining method) smo izdelali
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filogenetska drevesa pri ¢emer smo evolucijske razdalje med sekvencami izracunai po
Jukes-Cantor modelu. Reprezentativnost grupiranja sekvenc v filogenetskem drevesu smo
preverili stestom bootstrap s 1000 ponovitvami. Drevo smo naknadno grafi¢no obdelali ter
dopolnili s Stevilom sekvenc v posamezni OTU ki izvirgo iz posameznega vzorca.
Uporabili smo prostodostopno spletno orodje iTOL (Iteractive Tree of life) (Letunic in
Bork, 2007). Na podlagi filogenetskih razmerij med posameznimi sekvencami smo nato
opravili UniFrac analizo podobnosti med zdruzbami v posameznem vzorcu z uporabo

statisti¢nega spletnega orodja UniFrac (Lozupone in sod., 2006).
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4.4 |IZOLACIJA AMONIJ- OKSIDIRAJOCE ARHEJE

Z namenom, da bi preucili potek nitrifikacije in genomske znacilnosti morskih amonij-
oksidirgoc¢ih arhg in tako dobili bolj& vpogled v fiziologijo in evolucijo teh Se ne povsem
raziskanih mikroorganizmov, smo skusali v ¢isti kulturi izolirati predstavnika AOA.
Uporabili smo vec razliénih gojis, ki smo jih v prvem poizkusu inokulirai z vzorcem
organskih agregatov, ki se v Trzaskem zalivu pojavljgjo v poletnih mesecih, v drugem
poizkusu pa z morsko vodo, ki smo jo vzorcili v neposredni blizini Morske bioloske

postaje v Piranu v mesecu novembru in decembrul.

44.1 Vzpostavitev obogatenih kultur AOA

4411 Obogatena kultura AOA iz organskih makroagregatov

» Makroagregate je 26. avgusta 2010 s sterilno siringo vzoréil potapljac naglobini 13
m. Vsebino vzorca makroagregatov smo nacepili v gojisce za nitrifikatorje MAM
(Marine AO Medium; Preglednica 4.4) v razmerju:

e 10 ml vzorca+ 300 ml gojis&ta - vzorec. PARI10

e 100 ml vzorca + 300 ml gojis¢a—vzorec. PAR100

Preglednica 4.4: Sestava gojis¢a MAM za bogatitev zdruzbe nitrifikatorjev iz morskih okolij.

Table 4.4: Composition of MAM medium used for enrichment of nitrifying community from marine

environments.

kolicinana 1l koncentracija

Spojina gojika vV gojisu
(NH4)2S0, 500 mg 3,8mM
CaCl, 13,4 mg 117 uM
MgSO,* 7H,0 400 mg 1,6 mM
KH,PO, 105 mg 772 uM
raztopina keliranega FeSO,4 (18,3 MM FeSO,;) 1 ml 18,3 uM
morska voda (filtrirana skozi GF/F filter) 750 mi

ddH,O 250 ml

pH ~7,3 (umirjeno z 0,5M NaCOs)
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Inkubacijaje potekala v sterilnih 500 ml erlenmajericah zaprtih z zamaskom iz vate v temi,
med stresanjem (200 rpm/min) pri 17 °C. Razvoj nitrifikacijske zdruzbe smo spremljali z
merjenjem koncentracije NO, + NOs ter koncentracije NH4" z uporabo standardnih
kolorimetri¢nih metod (Grasshoff in sod., 1999).

4.4.1.2 V zpostavitev obogatene kulture AOA iz morske vode

V zorce morske vode za vzpostavitev obogatene kulture smo odvzeli v obalnem pasu morja

pred Morsko biolosko postajo v Piranu, novembrain decembra 2011.

Z 10 ml morske vode smo Inokulirali 90 ml modificiranega gojis¢a SCM z 1mM
koncentracijo NH4Cl (Preglednica 4.4). Vzpostavili smo dve obogateni kulturi AOA
(kultura z oznako N25 — iz novembrskega vzorcain kultura z oznako V25 iz decembrskega

vzorca morske vode)

Gojenje obogatene kulture in njena nadaljnja bogatitev je potekala v zaprtih steklenicah
napolnjenih priblizno do %, ki smo jih pred tem namakali 1 % raztopini HCI, 3x sprali z
ddH,0 in avtoklavirali. Kasneje smo kulturo vzdrzevali v sterilnih polietilenskih gojitvenih
posodicah za enkratno uporabo napolnjenih do 2/3. Inkubacija je potekala v temi brez
stresanja. V ¢asu vzpostavljanja obogatene kulture smo vsako od kultur gojili pri dveh
razli¢nih temperaturah (17 in 25 °C).

Bogatitev nitrifikatorjev smo spremljali z merjenjem porabe NH;" v goji&u. Kulturo pri
kateri smo zaznali upad koncentracije NH4Cl od zatetne (~1,1 mM) na 500 -700 uM
NH,4CI, priblizno dva meseca po inokulaciji smo kulturo testirali na prisotnost arhejskega
gena amoA z metodo gPCR (glg poglavje 4.2.5.2) oziroma smo prisotnost arhejskih celic
preverili pod epiflurescentnim mikroskopom tako da smo arhejske celice selektivno
fluorescentno oznatili z metodo CARD-FISH (glg poglavje 4.3.2). V kolikor je bila
vsebnost arheskega amoA genalarhgjskih celic potrjenain je njihova koncentracija tekom
bogatitvenega postopka opazno narasla, smo taksno kulturo precepili v sveze goji&ke in

ponovno spremljali njeno rast.
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Preglednica 4.5: Sestava modificiranega gojis¢a SCM z dodatkom mor ske vode v koncentraciji 5 % ter

sestava osnovnih raztopin za pripravo letega.

Table 4.5: Composition of modified SCM medium containing 5 % of seawater and composition of

solutionsfor itspreparation.

Modificirano SCM gojisce (1 1)

Osnovna raztopina soli 930 ml
HEPES Pufer (1M HEPES, 0,6M NaOH) 10 ml
NaHCO; (1 M) 2 ml
KH,PO, (0,4 g/L) 5 ml
FeNaEDTA raztopina (7,5 mM) 1 ml
M odificirana me3anica elementov v sledovih 1 ml
NH,CI (1 M) 1 ml
sterilizirana morska voda (filtrirana skozi filter z velikostjo por 0,45 um) 50 ml
Osnovnaraztopinasoli (11)

NaCl 26 g
MgSO, 7H0 S) g
MgCl, 6H,0 5 g
CaCl, 2H,0 15 g
KBr 0,1 g
ddH,0O do1l I

M odificirana meSanica elementov v sledovih (11)

ddH,O 987 ml
HCl (konc. ~12,5 M) 8 ml
H3BO;3 30 mg
MnCl, 4H,0 100 mg
CoCl, 6H,0 190 mg
NiCl, 6H,0 24 mg
CuCl, 2H,0 2 mg
ZnS0O, 7TH,0O 144 mg
Na,MoO, 2H,0 36 mg

V se raztopine so bile sterilizirane z avtoklaviranjem. pH medija smo posredno uravnali s

pufrom HEPES na 7,5-7,6.
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4.4.1.3 V zdrzevanje obogatene kulture AOCA

Obogateno kulturo AOA smo vzdrzevali s precepljanjem kulture v sveze pripravljeno
goji&e, ko je koncentracija NH," padla na 1/3 zatetne koncentracije (200-300 pM, ¢e je
bila zacetna koncentracijal mM). V sveze gojisce smo nacepili 10 % inokulum predhodne
kulture. ManjSi inokulumi se niso izkazali kot uspesni, sg se je kon¢ni odstotek AOCA v
logaritemski fazi rasti zmanjSal hkrati pase je poveca odstotek bakterijskih celic.

4.4.1.4 Doloc¢anje koncentracije nutrientov

Rast amonij-oksidirgocih arhg v obogateni kulturi smo spremljai s pomo¢jo merjenja
koncentracije nutrientov. Kot je bilo to pokazano v primeru arheje Nitrosopumilus
maritimus, AOA v &isti kulturi skoraj stehiometri¢no pretvarja NH," v NO,', tako nam
spremljanje teh dveh nutrientov omogoca spremljanje rasti AOA. V kolikor bi bile v
kulturi prisotne bakterije ki oksidirgjo NO, do NO3', bi prislo do kopic¢enja slednjega pri
porabi NH4". To bi se lahko doggjalo sploh v zatetni fazi bogatitve, ko je pestrost
mikrobne zdruzbe v kulturi vecja. Zato smo v zacetni fazi spremljali tudi koncentracijo
NOs..

Dolo¢anje koncentracije amonijain amonijevegaiona (NHg in NH4")

Za merjenje amonija smo uporabili kolorimetri¢no izpeljanko metode z OPA (Holmes in
sod., 1999), pri ¢emer smo koncentracijo vzorcaizracunali na podlagi umeritvene krivulje,
ki smo jo pridobili z analizo priblizno 8 serijskih redéenj 1,5mM NH4Cl v SCM gojiscu

brez NH,CI in morske vode, stem smo zagotovili enake kemijske pogoje kot v vzorcu.

Dolodanje koncentracije nitrata (NO3-)

Doloc¢anje koncentracije NO3™ smo izvagai v zacetnih fazi bogatitve, kjer so bile Se vedno
prisotne tudi bakterije, ki oksidirgjo NO,  do NOgs, tako smo se prepricali, da nitrifikacijav
kulturah resni¢no potekain da upad koncentracije amonijani posledica asimilacije le tega.

Pri tem smo uporabili metodo, ki temelji na redukciji NOs v prisotnosti vanadijevega
klorida (VCl3) in detekcije NO, z Griess-ovim reagentom (Miranda in sod., 2001).
Absorpcijo nastalega barvnega produkta smo merili pri valovni dolzini 540 nm.
Koncentracijo NO3™ v vzorcih smo dolocili na podlagi umeritvene krivulje, pridobljene z
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analizo serijskih redc¢itev 100 uM kalijevega klorida (KNO3) v SCM gojiscu brez NH4Cl in

morske vode

Dolodanje koncentracije nitrita (NO2-)

Koncentracijo NO, smo doloc¢ali z Griess-ovim reagentom (N-1-naftiletilendiamin
dihidroklorid v kidli raztopini (fosforna kislind)), ki reagira z NO, pri nizkem pH, pri
c¢emer se tvori obarvan kompleks, z maksimalno absorpcijo pri 545 nm. Za pripravo
umeritvene krivulje smo analizirali serijske redcitve 1 mM natrijevega nitrita (NaNO,) v

SCM gojiscu brez NH4CI in morske vode.

4415 IzolacijaDNA in kvantifikacija genaamoA

Celokupno DNA obogatene kulture smo izolirai iz 1 ml kulture v pozni logaritemski fazi
rasti (NH4": 200-300 uM). Celice smo pred tem sedimentirali s centrifugiranjem pri
10000g 10 min ter odstranili 850 pl supernatanta. Pelet smo shranili pri -20 °C do izolacije
DNA, ki je potekala po zgoraj opisani metodi (glej poglavje 4.2.4).

4.4.1.6 Dolocanje cistosti kulture z metodo CARD-FISH

Tekom postopka bogatitve smo uspesnost le te spremljali z dolo¢anjem deleza arhegjskih in
bakterijskih celic. Z metodo CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition Fluorescence In
Situ Hybridization) smo celice oznatili s oligonukleotidnimi sondami, ki specifi¢no
nalegajo na molekule 16S rRNA tar¢ne skupine ter njihovo Stevilo dolocili s stetjem pod

epifluorescentnim mikroskopom.

Celice iz obogatene kulture (0,5 — 1 ml) smo fiksirali s paraformaldehidom (PFA) ali s
formaldehidom v kon¢na koncentracija 2 %, ki smo ga sterilizirali s filtracijo skozi filter z
velikostjo por 0,2 um. Fiksacija je potekala pri 4 °C v temi 8-18 h. Nato smo s pomogjo
vakuumske ¢rpalke (200 mBar) filtrirali 0,5 — 2 ml fiksirane kulture na polikarbonatni filter
(GTTP, 0.2 um, d=25 mm, Millipore) pod katerega smo vstavili podporni nitrocelulozni
filter (HAWP, 0,45 um, d=25 mm, Millipore). Po koncani filtraciji smo filter posusili in do
nadaljnje obdelave shranili pri -20 °C. Postopek hibridizacije CARD-FISH in Stetje
bakterij pod mikroskopom je potekalo kot je opisano v poglavju 4.3.2
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4.4.2 Kloniranje gena 16SrRNA in gena amoA ter filogenetska analiza

Filogenetsko identiteto AOA v obogateni kulturi smo dolocali z analizo gena 16S rRNA
ter gena amoA. Oba gena smo pomnoZzili z metodo PCR. Gen amoA smo pomnozili kot
opisano v poglavju 4.2.6.3. Gen 16S rRNA smo pomnozili pri enakih pogojih le da smo
¢as podaljSevanja DNA verige podaljsali na2 min in uporabili zacetna oligonukleotida 21F
(5-TTC CGG TTGATC CYG CCG GA-3) in 1492R (5-GGT TACCTT GTT ACG ACT
T- 3'). PomnoZene fragmente smo klonirali v plazmidni vektor in z njim transformirali
kompetentne celice, po zgoraj opisanem postopku (poglavje 4.2.6.3). Pri sekvenciranju
genov smo uporabili univerzalna zac¢etna oligonukleotida M13-FP (5'- TGT AAA ACG
ACG GCC AGT-3) in M13-RP (5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3). Sekvence smo
obdelali s poizkusno verzijo programa DNA-Baser. Nato smo jih s pomocjo spletnega
orodja Decrease Redundancy (ExPASy- Bioinformatics Resource Portd;
http://www.expasy.org/) sortirai v skupine (OTU) na osnovi 98 % podobnosti. Te smo s

pomocjo programa MEGAS umestili v filogenetsko drevo po metodi zdruzevanja sosedov
(angl. Neighbour — Joining method), ki je temeljila na Tamura-Nei modelu. Drevo smo
graficno obdelai s spletnim  orodjem iTOL (Interactive Tree of Life
http://itol.embl.de/index.shtml; (Letunic in Bork, 2007)).

44.3 Test delovanja antibiotikov

Da bi odstotek arhejskih celic v obogateni kulturi povecali in zavrli rast bakterijskih celic
smo testirali delovanje razlicnih antibiotikov v koncentraciji 100 pg/ml. Delovanje
antibiotikov smo preverjali z zmoZznostjo oksidacije NH4" in koli¢ino nastalega NO,, ter z
mikroskopskim opazovanjem in Stetjem po barvanju z metodo CARD-FISH (glg poglavje
4.3.2).

Izmed antibiotikov, katerih delovanje temelji na inhibiciji sinteze proteinov smo testirali

streptomicin, kanamicin, eritromicin in tetraciklin. Izmed antibiotikov, ki zavirgo

izgradnjo bakterijske celi¢cne stene pa smo testirali ampicilin in karbenicilin.
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444 Potrjevanje prisotnosti AOB v kulturi

Da bi se prepricali ali proces oksidacije amonija v obogateni kulturi opravljgo izklju¢no
AOA, smo preverili prisotnost betaproteobakterijskega amoA gena z metodo PCR.
Pomnozevanje je potekalo, kot je opisano v poglavju 4.2.5.2. Kot pozitivno kontrolo smo
uporabili plazmid z vstavljenim betaproteobakterijskim amoA genom (glg poglavje

4.2.5.1) Prisotnost oziroma odsotnost amoA gena smo preverili na 1,5 % agaroznem gelu.
4.4.5 Dolo¢anje optimalnih pogojev zarast (temeraturain pH)

Da bi dolocili optimane pogoje za rast kulture AOA smo spremljali porast NO, pri
razlicnih pH vrednostih gojisca (6'5, 7, 7'5, 8, 85) in razli¢nih temperaturah (17, 20, 25,
30, 37 °C). Vseteste smo izvedli v treh paralelkah kulture. Generacijski ¢as smo dolocili iz
naklonakrivulje, ki podajalog-transformirano koli¢ino nastalegaNO; v odvisnosti od ¢asa
v eksponentni fazi rasti. Optimano temperaturo in pH vrednost smo nato odcitali iz
najnizje tocke grafa, ki podaja generacijski ¢as v odvisnosti od temperature oziroma pH
vrednosti.

4.4.6 Izdelavarastne krivulje

Za dolocitev generacijskega casa in hitrosti rasti arhgje v kulturi smo izdelali rastno
krivuljo v dveh 100 ml paralelah kulture. Vzoréenje smo izvedli vsak dan priblizno ob
istem ¢asu. V podvzorcih smo dolocali vrednost naslednjih parametrov: NH4", NO,
Stevilo vseh mikrobnih celic smo doloc¢ali s pretocno citometrijo, medtem ko smo Stevilo
AOA v dolocili s pomocjo ocenjevanja Stevila kopij arhejskega amoA gena, po zgorg
opisanem postopku (glgj poglavje 4.2.5). Stevilo bakterijskih celic v kulturi smo dologali s
kvantifikacijo bakterijskega 16S rRNA gena z metodo gPCR. Pri tem smo uporabili par
zacetnih oligonukleotidov GM3F (5-AGA GTT TGA TCC TGG C-3); EUB338 (5"-ACT
CCT ACG GGA GGC AGC -3). Kot standard smo uporabili 350 bp-.dolg produkt PCR
pridobljen z istimi zatetnimi oligonukleotidi, ki smo ga precistili s pomocjo kita
PCRExtract Mini Kit (5Prime) ter njegovo koncentracijo izmerili spektrofotometricno z
aparaturo NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). 1z koncentracije produkta PCR
smo na podlagi specifi¢cne mase pomnoZenega odseka izracunali Stevilo kopij amplikona v

ml standarda.

59



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Reakcija je potekala v 10 ul reakcijski meSanici, ki je vsebovala: H,O (Sigma) 1x KAPA
SYBR® FAST oPCR Kit (Kapa Biosystems), 0,5 PM vsakega od zatetnih
oligonukleotidov ter 2 pl DNA izolirane iz vzorcev kulture oziroma 2 pl DNA redcitve
PCR standarda. Reakcija je potekala pri sledecih pogojih :

95°C-10min

95°C-10s

55°C- 20s 50 ciklov
72°C-10s

80 °C — 3 s (merjenje fluorescence)

Po koncanem pomnozevanju je bila izvedena Se analiza talilnih krivul] z merjenjem
zmanjSevanja jakosti fluorescence med dvigom temperature vzorca iz 60 °C do 95 °C, s
pogostostjo merjenja fluorescence 5/ °C, pri hitrosti segrevanja0,11 °C/s.

Hitrost rasti arhgje (1) smo izracunali po spodaj navedeni enachi (1)

__ (logN¢—logNy)
- 0,301 -t

.

kjer so 1 konstanta hitrosti rasti, No Stevilo celic oziroma kopij gena amoA na zacetki
eksponentne faze rasti, N; je Stevilo celic oziroma kopij gena amoA na koncu eksponentne
faze rasti in t ¢as med izbranima tockama logaritemske faze rasti. 0,301 je pretvornik iz
naravnegayv desetiski logaritem.

Generacijski ¢as smo izracunali po enacbi (2)

1
U

tgen = e

Kjer jetgen generacijski oziroma podvojevani casin p konstanta hitrosti rasti.
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Hitrost oksidacije amonija smo izracunali po enachi (3)

[NOZ 1¢1— [NOZ 1t

. . L + _
Hitrost oksidacije NH; = Ntl:NtO c1—t0) .. (3

Kjer je [NO;Jtg koncentracija nitrita ob ¢asu to, Nt Stevilo celic v ¢asu to, [NO2t1in Ny pa
koncentracija nitrita in Stevilo celic v ¢asu ty, pri ¢emer so tp in t; ¢asovni tocki znotra

logaritemske faze rasti celic.

4.4.7 Opazovanje celicne morfologije s pomoéjo vrstiénega elektronskega
mikroskopa (SEM)

Priprava vzorca za opazovanje morfologije arhgskih celic v obogateni kulturi je
vkljucevala fiksacijo celic, nanos celic natrdno podlago (filter), spiranje, dehidracijo celic,
suSenje, postavitev na nosilec in prekrivanje povrdine z visoko prevodno snovjo - kovino.
Vs nadteti koraki morgjo biti izvedeni zelo pazljivo, da med procesom ne pride do
deformacije celic. Da bi preprecili kontaminacijo opazovanega vzorca z nakljué¢nimi
okoljskimi bakterijami smo vse raztopine, ki so bile uporabljene pri pripravi preparata
predhodno filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,22 pm.

Zafiksacijo celic smo uporabili dvarazli¢na nacina:

1. 5 ml obogatene kulture v pozni logaritemski fazi rasti (~ 810’ celic/ml) smo
fiksirali z glutaraldehidom v kon¢ni koncentraciji 2-3 %, ter inkubirali 2-4 h, pri 4
°C v temi. S pomocjo vakuumske ¢rpalke smo kulturo pod nizkim tlakom (< 200
mbar) filtrirali skozi polikarbonatni filter z velikostjo por 0,22 pm in premerom 25
mm, pod katerega smo podloZzili podporni polikarbonatni filter z velikostjo por 0,45
pum, da smo zagotovili enakomerno razporeditev celic po povrsini filtra. Celice smo
nato 3x sprali tako da smo preko filtrafiltrirali 10 ml sterilnega SCM medija.

2. 3 ml obogatene kulture v pozni logaritemski fazi rasti smo fiksirali s 7 ml
kakodilatnim fiksacijskim pufrom (2,5 ml 0,4 M kakodilatni pufer ((CH3),AsO,Na
3H,0 ), 0,23 g NaCl, 0,8 ml 25 % glutaraldehid, do 10 ml ddH,O; pH 7,5), ter

inkubirai 2-4 h, pri 4 °C v temi. Fiksirano kulturo smo prenesli na filter na enak
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nacin kot pri 1 nacinu ter sfiltracijo celice 3x sprali z 10 ml kakodilatnega pufra za
spiranje (12,5 ml 0,4 M kakodilatni pufer, 1,25 g NaCl, 1 ml 0,4 M HCI, do 50 ml
ddH,0; pH 7,5).

Celice smo nato dehidrirali s spiranjem filtra z narastgjoco koncentracijo etanola (30, 50,
70, 95, 100 % - 15 ml vsake redcine). Tlak vakuumske filtracije smo uravnali, tako da je
vsaka raztopina za prehod preko filtra potrebovala priblizno 5 min. Dehidracijski korak s
100 % etanolom smo ponovili 3x, nato pa dodali raztopino etanolain HMDS v razmerju
1:1, inkubirali 10 min in filtrirali skozi filter. V zadnjem korak smo celic ujete na filtru
dokon¢no dehidrirali z 3x inkubacijo z HMDS. Po odstranitvi spojine HMDS smo filtre

posusili na zraku, ter shranili pri sobni temperaturi do nadaljnje obdelave.
Del¢ek filtra smo nato pritrdili na kovinski nosilec in nanj naparili tanko plast zlata

Nosilec smo nato prenesli v aparaturo SEM ter po vzpostavitvi vakuuma zaceli s

pregledom vzorca.
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5 REZULTATI

5.2 AMONIJOKSIDIRAJOCE ARHEJE IN BAKTERIJE V OBALNIH VODAH
TRZASKEGA ZALIVA

Casovno in prostorsko razporeditev AOA in RAOB v morski vodi Trzaskega zaliva, smo
dolocali posredno s kvantifikacijo arhejskega in bakterijskega amoA gena, ki kodirata o—
podenoto encima amonij- monooksigenaze (AMO). Gen amoA smo kvantitativno dolocali
z metodo gPCR in koncentracije primerjali z razporeditvijo hranilnih snovi. Spremembe v
sestavi zdruzbe AOA smo spremljali sezonsko na dveh globinah z metodo denaturacijske
gradientne gelske elktroforeze (DGGE) na osnovi sekvenc gena amoA ter z analizo genskih
knjiznic gena amoA v pridnenem sloju.

521 Letna dinamika AOA in RAOB v povrdinskem in pridnenem sloju ter

vpliv fizikalno-kemijskih degjavnikov na njihovo por azdelitev

5211 Letna dinamika fizikalno — kemijskih parametrov

Temperaturne in slanostne razmere v enoletnem obdobju (april 2010 — marec 2011) niso
odstopale od dolgoletnih meritev znailnih za Trzaski zaliv. V povrsinskem dloju je
temperatura variirala od 10 do 28,3 °C in je bila najvi§a julija, ngjniZzja pa v obdobju
januar — marec. V pridnenem sloju so bila nihanja temperature manj3a (od 10 do 19 °C), z
najvi§o izmerjeno vrednostjo v septembru in ngjnizjo v marcu. Koncentracije slanosti so v
plitvem, polzaprtem zalivu odvisne predvsem od vremenskih pogojev in sladkovodnih
VNosov, zato so tudi nihanja ngjvi§a v povrdinskem sloju (od 31 — 38 PSU), v pridnenem

sloju pa so koncentracije bolj konstantne preko celegaleta (36 -38 PSU).

Koncentracije nitrata (NO3’) so v povrSinskem sloju sovpadale z niZjo slanostjo (Slika 5.1-
B in C), kar nakazuje navnos NOj" s pritoki rek. Vige koncentracije so se pojavljale junija
injulija (4,5 in 4,6 pumol/l), ko je bila slanost ngjnizja (31,4 PSU). Nanizjo koncentracijo
NOs3 smo izmerili avgusta, v jesenskih mesecih je koncentracija naraS¢ala do ngvige
izmerjene vrednosti v novembru (9,1 pumol/l). V zimskem obdobju pa se je koncentracija

postopoma znizevala. Podobno dinamiko NO3™ smo zaznali v pridnenem sloju, le da so bile
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izmerjene koncentracije nate globini nizje (od 2,13 do 6,3 umol/l). Koncentracije amonija
(NH,") so bile tako v povrdinskem kot tudi v pridnenem sloju vige v toplg&ih mesecih
(april — september) in niZje v hladngjSem delu leta (oktober — marec). Poleg tega so bile
mese¢ne koncentracije NH;" v pridnenem doju od 1,2- do 7,2- krat vi§e kot v
povrdinskem sloju (Slika 5.2-B). V povrdinskem sloju je koncentracija NH," nihala od 0,04
(februar) do 1,8 umol /I (avgust) (Slika 5.1-B), v pridnenem sloju pa od 0,28 pmol /I
(oktober) do 3,6 pmol/l (julij). Koncentracije nitrita (NO,) so se tekom leta spreminjale
podobno kot koncentracije NOgs', le da so bile od 3 do 22-krat vi§e v povrsinskem sloju ter
od 1 do 9-krat nizje v pridnenem sloju (Slika 5.1-B, Slika 5.2-B). V obeh dlojih tako
zaznamo narascanje koncentracije NO, v jesenskih mesecih z viskom novembra
(povr&inski sloj: 1,2 umol/l; pridneni sloj: 2,4 pmol/l). Koncentracije ortofosfata (PO,>) so
bile nizke tekom celega leta (0,02-0,54 umol/l). V povrsinskem sloju se je koncentracija
PO,> dvignila nad 0,1 umol/l le v obdobjih nizke slanosti (julij,september, november in
december). Zelo podobne so bile tudi dinamika in vrednosti PO,> v pridnenem sloju
(PrilogaC1lin C2).

Tako kot NOs in PO,>, tudi bakterijska produkcija ogljika (BCP) v povr&inskem sloju
sovpada z nizko slanostjo ter z visoko temperaturo (Slika 5.1-C). Ngjvi§o dosezeno BCP
smo izmerili julija (23,2 pg C /I/d). V pridnem sloju je povezanost dinamike BCP s
danostjo manj izrazita sg so nihanja slanosti v tem doju manjSa. Podobno kot v
povrSinskem sloju je BCP pri dnu dosegla visek julija (12,1 ug C/I/d) manjs dvig pa smo
zaznali septembra (6,21 pug C /I/d), ko je temperatura v pridnenem sloju ngjviga (19,2 °C)
ter zopet februarja (5,93 ug C/I/d), ko je temperatura ngjnizja (8,8 °C).

5212 L etna dinamika bakterijskegain arhejskega gena amoA

Rezultati enoletnih analiz kvantifikacije gena amoA kazejo, da so na obeh opazovanih
globinah AOA bolj razsirjene kot RAOB za priblizno dva velikostna razreda (Slika 5.1-
ASlika5.2-A). Tekom celegaleta se je arhgjski gen amoA pojavlja v vegjih koncentracijah
v pridnenem sloju v primerjavi s povrdinskim slojem, medtem ko so bile koncentracije
betaproteobakterijskega gena amoA vige v povrsinskem sloju. V povrainskem sloju (Slika
5.1-A) smo najvi§o koncentracijo arhejskega, kot tudi bakterijskega gena amoA zaznali
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decembra (AOA amoA: 9,9 x 10* + 1,0 x 10* kopij/ml; RAOB amoA: 1195,2 + 237,4
kopij/ml), medtem ko je bila njihova koncentracija na dnu vodnega stolpca (Slika 5.2-A)
najvi§a novembra (AOA: 1,3 x 10° + 1,0 x 10* kopij amoA/ml; RAOB: 482,7 + 31,7 kopij
amoA/ml). Koncentracije AOA gena amoA so bile za 1-3 velikostne razrede vi§e v
obdobju nizkih temperatur (oktober - marec), glede na koncentracije gena v obdobju
visokih temperatur (april - september), na obeh globinah. Koncentracije bakterijskega gena
amoA so hile vi§e (nad 100 kopij/ml) junijain decembrav zgornjem delu vodnega stolpca

ter novembrain decembrav pridnenem sloju.

Korelacije med Stevilénostjo kopij AOA in RAOB gena amoA ter izbranimi okoljskimi
degjavniki smo ocenili s pomocjo Spearsonovega korelacijskega koeficienta (Preglednica
5.1). Kljub temu, da je sezonska dinamika AOA in RAOB precg podobna na obeh
preucevanih globinah (Slika 5.1; Slika 5.2), smo pozitivno statisti¢cno znacilno korelacijo
med obema amonij- oksidirgjocima skupinama zaznali le v pridnenem sloju (rs = 0,76; p =
0,003). AOA/RAOB v pridnenem sloju korelirata s koncentracijo NO, (AOA: rs = 0,94;
p<0,001, RAOB: rs = 0,69; p = 0,013). Statisticno znacilno pozitivho korelacijo zaznamo
tudi med AOA ter koncentracijo NOs (s = 0,89; p<0.001) v pridnenem sloju, medtem ko
jetakorelacijav primeru RAOB Sibkain ni statisti¢no znacilna.
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Slika 5.1: Sezonska dinamika AOA in RAOB, koncentracije anorganskih hranil (NO,, NO5, NH,"),
slanosti, temperaturein bakterijske produkcije (BCP) na globini 5 m v Trzaskem zalivu.

(A) Koncentracije arhejskega (AOA) in betaproteobakterijskega (RAOB) gena amoA so podane kot srednja
vrednost Stevila kopij gena na ml morske vode + SE za 3-4 reakcije. (B) Mese¢ne meritve koncentracij NO5,
NO; in NH," izmerjene v podvzorcu nefiltrirane morske vode. (C) Mese¢ne meritve sanosti, temperature in
bakterijske produkcije ogljika tekom leta (BCP).

Figure 5.1: Seasonal dynamic of AOA and RAOB, nutrient concentrations (NO,, NO3', NH,"), salinity,
temperature and bacterial carbon production (BCP) at 5 m depth in the Gulf of Trieste.

(A) Concentrations of crenarchaeal (AOA) and betaproteobacterial amoA gene are given as an average value
+ SE of 3-4 reactions. (B) Concentrations of NO,, NO3 in NH," measured in unfiltered seawater. (C)
Monthly values of temperature, salinity and bacterial carbon production (BCP).
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Slika 5.2: Sezonska dinamika AOA in RAOB, koncentracije hranil (NO,, NOs, NH,"), slanosti,
temperaturein bakterijske produkcije (BCP) na globini 21 m v TrzaSkem zalivu.

(A) Koncentracije arhejskega (AOA) in bakterijskega (RAOB) gena amoA so podane kot srednja vrednost
evila kopij gena na ml morske vode + SE za 3-4 reakcije. (B) Koncentracije NO,, NO3 in NH," izmerjene
v podvzorcu nefiltrirane morske vode. (C) Mese¢ne meritve slanosti in temperature in bakterijske produkcije
ogljikatekom leta (BCP).

Figure 5.2: Seasonal dinamics of AOA and RAOB, nutrient concentracions (NO,, NOz, NH,"), salinity,
temperatur e and bacterial carbon production (BCP) at 21 m depth in the Gulf of Trieste.

(A) Concentrations of crenarchaeal (AOA) and betaproteobacterial amoA gene are given as an average value
+ SE of 3-4 reactions. (B) Seasonal fluctuations of NO,, NO5 in NH," measured in unfiltered seawater. (C)
Variations in physical drivers (temperature and salinity) and dynamics of bacterial carbon production (BCP)

across the year.
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Preglednica 5.1: Povezave med Stevilénostjo AOA/RAOB in koncentracijami anorganskih hranil,
meritvami fizikalnih parametrov in BCP v povrdinskem in pridnenem sloju TrZaSkega zaliva.

Povezave med Stevil¢nostjo AOA/RAOB in okoljskimi dejavniki so podane kot Spearmanov Kkoeficient
korelacije pri ¢emer p vrednost podgja statisticno znagilnost korelacije pri 95 % intervalu zaupanja.

Statistiéno znatilne povezave (p< 0,05) so oznatene s poudarjenim tiskom.

Table 5.1: Correlations between AOA/RAOB, nutrient concentrations, measurements of physical
parametersand BCP at the subsurface and near bottom layer in the Gulf of Trieste.

Correlation between factors is given as Spearman's rank correlation coefficient. p value indicates statistical
significance of the correlation at the confidence level of 95 %. Statistically significant correlations (p< 0,05)

are marked in bold.

5m 21 m
AOA RAOB AOA RAOB
re p re p re p re p

PO43' 0,26 0,402 -0,02 0,921 0,12 0,699 0,26 0,389
Prot 0,29 0,352 0,19 0,542 0,05 0,869 0,37 0,224
NO, 0,82 0,000 0,00 0,991 0,94 0,000 0,69 0,013
NOs 0,42 0,165 0,17 0,588 0,89 0,000 0,55 0,062
NH," -0,72 0,007 -0,19 0,542 -0,53 0,071 -0,31 0,317
Niot 0,38 0,215 0,37 0,224 0,76 0,003 0,48 0,105
temperatura -0,48 0,105 0,24 0,442 0,12 0,699 0,62 0,029
pH -0,50 0,094 0,11 0,716 -0,02 0,939 -0,32 0,295
raztoplggni O, 0,49 0,100 -0,10 0,733 -0,13 0,683 -0,22 0,484
slanost 0,42 0,165 -0,24 0,429 -0,28 0,364 -0,50 0,094
BCP -0,35 0,253 0,43 0,157 -0,36 0,243 -0,22 0,484
RAOB 0,18 0,557 0,76 0,003

V nasprotju z AOA, RAOB v pridnenem sloju sovpadgo s temperaturo, v povrsinskem
doju pa z nobenim od andiziranih degjavnikov. Na splosno so statisticno znacilne
korelacije med oksidatorji amonija in ostalimi dejavniki pogosteSe v pridnenem slojul.
Koncentracije AOA v pridnenem sloju pozitivno korelirgo s koncentracijami totalnega
dusika (Ntot) in negativno s koncentracijami amonijevegaiona (NH,"). Tako AOA kot tudi
RAOB ne korelirata s slanostjo, pH vrednostjo, koncentracijami raztopljenega kisika in
bakterijsko produkcijo.
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5.2.2 Razporeditev AOA in BAOB po vodnem stolpu v polethem in zimskem
obdobju

Porazdelitev AOA in BAOB po posameznih globinah vodnega stolpa TrZzaskega zaliva
(postaja 00OBF) smo na podlagi koncentracij gena amoA andizirali v dveh temperaturno
razlicnih obdobjih: (1) v poletnem obdobju (julij 2010), ko je v vodnem stolpcu prisotna
moc¢na temperaturna in gostotna razslojenost - startifikacija (Slika 5.3) ter (2) v zimskem —
obdobju nizkih temperatur (februar 2011) ko sta temperatura in slanost vzdolZ vodnega
stolpca homogeni (Slika 5.4).

V poletnem ¢asu, smo opazili nehomogeno razporeditev Stevila AOA in RAOB, ki sovpada
predvsem s koncentracijo NOs™ in deloma tudi z vigimi koncentracijami NH;" (Slika 5.3).
Tako kot v primeru letne razporeditve, Stevilcnost AOA korelira z RAOB vzdolZ vodnega
stolpca v polethem casu (r<=0,98; p<0,001), vendar so koncentracije za 1-2 velikostna
razreda vi§e od RAOB. Stevilo amonij- oksidatorjev je naraséalo od povrga do globine 5
m, kjer smo zaznali tudi temperaturni in slanostni preskok. Pod to globino se je Stevilo AO

zniZzevalo ter v pridnenem sloju (15- 21 m) zopet naraslo.
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Slika 5.3: Vertikalna razporeditev AOA in BAOB, koncentracij dusikovih anorganskih spojin,
temperaturein slanosti vzdolZ vodnega stolpca v poletnem ¢éasu (julij 2010) v TrZaskem zalivu.

(A) grafikon prikazuje logaritemske vrednosti srednjih vrednosti Stevila kopij arhejskega in bakterijskega
gena amoA +/- SE iz 3-4 reakcij. (B) Koncentracije NO,, NO5 in NH," izmerjene v podvzorcu nefiltrirane

morske vode. (C) Globinski profil temperature (T) in slanosti.
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Figure 5.3: Vertical distribution of BAOB and AOA, concentrations of inorganic nitrogen compounds,
temperature and salinity thought the water column during summer period (July 2010) in the Gulf of
Trieste.

(A) The plot shows log values of the mean copy numbers of crenarhaeal and bacterial amoA gene +/- SE
obtained from 3-4 reactions. (B) Concentrations of NO,, NO5 in NH," measured in unfiltered subsample of

seawater. (C) Temperature (T) and salinity depth profile.

V zimskem obdobju je bila razporeditev AOA, RAOB kot tudi koncentracije dusikovih
anorganskih hranil veliko bolj enakomerna (Slika 5.4). Kljub homogeni razporeditvi po
vodnem stolpu smo izmerili rahlo poviSane koncentracije AOA v povrSinskem sloju (1 - 5

m) in v pridnenem sloju kar sovpada s poviSanimi koncentracijami NOs'.
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Slika 5.4: Vertikalna razporeditev AOA in BAOB, koncentracij dusikovih anorganskih spojin,
temperaturein slanosti vzdolZ vodnega stolpca v zimskem ¢asu (februar 2011) v Trzaskem zalivu.

(A) grafikon prikazuje logaritemske vrednosti srednjih vrednosti Stevila kopij arhejskega in bakterijskega
gena amoA +/- SE iz 3-4 reakcij. (B) Koncentracije NO,, NO5 in NH," izmerjene v podvzorcu nefiltrirane

morske vode. (C) Globinski profil temperature in slanosti.

Figure 5.4: Vertical distribution of RAOB and AOA, concentrations of inorganic nitrogen compounds,
temperature and salinity through the water column in winter period (February 2011) in the Gulf of
Trieste.

(A) The plot shows log values of the mean copy numbers of crenarhaeal and bacterial amoA gene +/- SE
obtained from 3-4 reactions. (B) Concentrations of NO,, NOg in NH," measured in unfiltered subsample of

seawater. (C) Temperature (T) and salinity depth profile.
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5.2.3 Razmerje med Stevilom arhejskih genov amoA in MGl 16SrRNA geni

Da bi preverili ai vse arhegje iz skupine Thaumarchaeota MGI posedujejo gen amoA in so
potencialno zmozne oksidacije amonija, smo preverili kaksno je razmerje med Stevilom
arheskih genov amoA in 16S rRNA geni skupine MGI (Preglednica 5.2).

Preglednica 5.2: Razmerja med Stevilom arhejskih genov amoA in 16S rRNA geni skupine MGI v
vodnem stolpu TrZaskega zaliva tekom leta.

Table5.2: Archaeal amoA:16SrRNA generatios observed in the Gulf of Trieste water column through

theyear.
AOA amoA : MGI 16SrRNA

5m 21lm

april MGI pod LOQ 0,4
maj MGI pod LOQ 0,3
junij MGI pod LOQ 0,5
julij 24 0,2
avgust 14,1 0,2
september 10,7 0,6
oktober 13 14
november 14 1,4
december 1,7 1,5
januar 1,7 15
februar 18 1,4
marec 15 14

Razmerje med genoma je bilo v toplegjSem delu leta v povrSinskem sloju zelo visoko (2,4 —
14,1), kar nakazuje na prisotnost genov amoA v odsotnosti oziroma ob zelo nizkem Stevilu
MGI 16S rRNA genov. Medtem ko je bilo v pridnenem sloju razmerje < 1 (0,2 -0,6), ker bi
pomenilo prisotnost arhej skupine MGI brez prisotnosti genov amoA. V hladnejSih mesecih

je bilo razmerje v obeh slojih zelo podobno ter v prid genaamoA in sicer od 1,3 do 1,8.
524 Analiza diverzitete znotraj zdruzbe AOA

Na podlagi variabilnosti gena amoA smo preverjali spremembe v sestavi zdruzbe AOA

tekom letain razlike med zdruzbami povrainskegain pridnenega sloja.
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524.1 Struktura zdruzbe AOA dolocena z metodo denaturacijske gradientne gelske
elektroforeze (DGGE)

DGGE andiza fragmenta arhegjskega gena amoA je pokazala, da se struktura zdruzbe
arhegjskih amonij- oksidatorjev tekom leta spreminja (Slika 5.5). Lo¢ena DGGE analiza je
bila nargena iz vzorcev povrsinskega sloja (5 m) ter iz vzorcev pridnenega sloja (21 m).
Razlike med povrsinsko in pridneno zdruzbo AOA smo opazili predvsem v Stevil¢nosti

posameznih filotipov - DGGE fragmentov ter predvsem v toplejSih mesecih.
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Slika 5.5: Fotografija gelov DGGE analize fragmentov ar hej skega gena amoA iz mor ske vode vzor éene
v Trzaskem zalivu na globini 5m (A) in 21 m (B) od aprila 2010 do marca 2011 (oznaceni s prvo ¢érko
meseca)

At — pozitivna kontrola zdruZzbe AOA iz ekvatorialnega dela Atlantskega oceana (100 m).

Figure 5.5: Photo of DGGE gels of archaeal amoA gene fragments of seawater samples collected at 5 m
(A) and 21m depth (B) from April 2010 to March 2011(indicated by a capital letter of the month) in the
Gulf of Trieste.

At — positive control —-AOA community from the equatorial region of Atlantic Ocean (100 m).

Analiza razvrs¢anja elektroforetskih vzorcev DGGE vseh analiziranih vzorcev v skupine,
je zdruzbo AOA na obeh preucevanih globinah razdelila v dve jasno loceni skupini (Slika

5.6). Prvo skupino sestavljgjo zdruzbe vzoréene v hladnejSih mesecih (oktober — marec),
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medtem ko druga skupina sestoji iz zdruzb vzorcenih v toplgSih mesecih (april —
september). Kot referenco za povezavo med posameznimi analizami smo uporabili vzorec
zdruzbe AOA odvzet v ekvatoridlnem delu Atlantskega oceana iz globine 100 m.

Podobnost med zdruzbo AOA iz Atlantika in zdruzbami iz severnega Jadrana znasa manj
kot 25 %.

AOA amoA5m
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Slika 5.6: Dendrogram analize razvrtanja v skupine DGGE fragmentov arhejskega gena amoA iz
posameznih mese¢nih vzorcev mor ske vode od aprila 2010 do marca 2011 na globini 5 m (A) in 21 m
(B) v Trzaskem zalivu.

Slika prikazuje dendrogram, ki smo ga pridobili po metodi neponderirane aritmeticne sredine (UPGMA) na
podlagi DGGE analize. Atl_100m oznacuje pozitivno kontrolo — AOA zdruzbo iz ekvatorialnega dela
Atlantskega oceana (100 m).

Figure 5.6: Dendrogram obtained with cluster analysis of DGGE banding patterns of crenarchaeal
amoA gene fragments in seawater samples collected monthly from April 2010 till March 2011 at 5m
(A) and 21 m depth (B) in the Gulf of Trieste.

Figure shows similarity dendrogram, constructed using UPGMA clustering method based on DGGE banding
patterns. Atl_100 m denotes the positive control — AOA community from the equatorial region of Atlantic
Ocean (100 m).

5242 Filogentska analiza zdruzbe AOA

Da bi dobili vpogled v sestavo zdruzbe AOA smo pripravili genske knjiznice arhejskega
gena amoA. Ker so rezultati analize DGGE pokazali, da se zdruzba AOA v vzorcih
povrsinskega in pridnenega sloja bistveno ne razlikuje, smo se odlocili za nadaljnjo analizo

zdruzbe AOA le na globini 21 m, kjer je bila koncentracija tekom leta vi§a, kar omogoca
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vecjo zanedljivost koncnega rezultata (vi§e koncentracije izolirane DNA). Za izdelavo

genskih knjiznic smo izbrali samo en vzorec iz vsake sezone.

Analiza filogentskega drevesa izdelanega na osnovi pridobljenih sekvenc gena amoA
potrjuje sezonsko raznolikost zdruzb, ki smo jo zaznali ze s predhodnimi analizami DGGE.
Drevo sestoji iz klastrov, ki vecinoma zajemajo sekvence iz vzorcev pobranih v mesecih z
niZjimi (november in februar) ali vi§imi temperaturami (april in junij) (Slika5.7).

Nov Feb  Apr Jul

Feb 06 |
J Jul 33

T Feb 42
Apr 10

5 ——— Feb 03

I —
Feb 13
Feb 37
Feb 38
el
0,01 Feb 20
Feb 30
Nov 08 _——

Genske knjiznice
gena amoA

november
februar
april

julij

Slika 5.7: Filogenetsko drevo arhejskega gena amoA — sestava zdruzbe AOA v vzorcih morske vode

Jul 46
Apr 12 E

pobranih v &irih razliénih mesecih (november, februar, april in julij) v pridnenem sloju (21 m) v
TrZaSkem zalivu.

Filogenetsko drevo arhejskega gena amoA je bilo nargjeno na osnovi analize zdruZevanja najbliZjega soseda
(Neighbour - Joining). Sekvence gena amoA so bile predhodno grupirane v operativne taksonomske enote
(Operational Taxonomic Unit - OTU) na podlagi 98 % podobnosti na nukleotidni ravni. V drevesu so zgjeti
predstavniki vsake OTU skupine sekvenc. Stolpni diagram (desna stran drevesa) podaja Stevilo sekvenc iz
posamezne sezone v posamezni OTU skupini, pri ¢emer najdalj§ stolpec (Nov 8 -M13-FP; Nov) zgjema 38

sekvenc genaamoA. Merilo predstavlja filogenetsko razdaljo.

Figure 5.7: Phylogeny of archaeal amoA gene — AOA community structure in seawater samples
collected in four different months (November, February, April and July) at the near bottom layer
(21m) in the Gulf of Trieste.

Phylogenetic tree was constructed using Neighbour-Joining analysis of crenarchacan amoA gene sequences.
Sequences were initialy distributed in taxonomic unites OTUs based on 98 % similarity. A representative

sequence of each OTU was used in tree construction. Bar chart at the right side of the tree shows the
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abundance of seguences in each OTU, the longest bar (Nov 8 -M13-FP; Nov) represent 38 sequences. The

tree scale represents phylogenetic distance.

Pestrost zdruzbe AOA smo ocenili na podlagi Stevila avtonomnih taksonomskih enot
(OTU). V primeru anadize DGGE smo vsak fragment tretirali kot posamezno OTU.
Medtem ko smo v genskih knjiznicah gena amoA OTU dolocili kot enoto, ki povezuje
posamezne sekvence, katerih podobnost na nukleotidnem nivoju je vecja od 98 %. Pestrost
je bila vi§a v hladngSem delu leta ter v pridnenem sloju. Rezultati analize DGGE in
sekvenciranja so pokazali zelo podobno pestrost (Preglednica5.3).

Preglednica 5.3; Pestrost zdruzbe AOA v TrzaSkem zalivu tekom leta.
Pestrost je podana kot Stevilo OTU v posameznem vzorcu. Z odebeljenim tiskom so oznacene pestrosti v
¢asu, ko je bila zdruzba AOA najStevilénejSa.

Table 5.3: Diversity of AOA community in the Gulf of Trieste acrossthe year.
The diversity is given as a number of OTUs per sample. Number of OTUs in samples with the largest AOA

community is marked in bold.

OTU DGGE OTU Genske knjiZnice
5m 21m 21m
april 7 11 12
maj 4 12
junij 5 8
julij 7 9 9
avgust 7 9
september 9 14
oktober 11 8
november 7 8 7
december 9 11
januar 11 11
februar 11 13 15
marec 10 13
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5.3 PESTROST ARHEJSKE IN BAKTERIJSKE ZDRUZBE V MORSKEM
SNEGU IN VECJIH ORGANSKIH AGREGATIH

Prisotnost in pestrost bakterijske in arhgjske zdruzbe smo analizirali v vzorcih morskega
snega oziroma v vecjih organskih agregatih, ki smo jih vzorcili tekom leta na standardni
vzoréevalni postgi v Trzaskem zalivu (O0BF) s pomocjo potapljacev. Natancni podatki
vzoréenja s podatki izmerjenih temperatur, slanosti, ortofosfata in dusSikovih hranilnih
spojin so podani v preglednici (Preglednica 5.4). Agregati morskega snega, vzorceni
decembra 2009, aprila, julijain 12. avgusta 2010 so bili veliki od 1 mm do 1 cm, medtem
ko so bili morski agregati vzoréeni junija 2010 nitasti, dolgi od 5 do 10 cm. Najvecji
agregati nitaste oblike so bili vzorceni konec poletja — 26. avgusta 2010, dolgi tudi do 20
cm. ManjSe organske delce (do 1 cm) smo poimenovali »morski sneg«, vegje organske
agregate vzorcene julija in avgusta pa »organski agregati« ali krajSe »agregati«. Delci
morskega snega in agregati, so se kljub moc¢ni gostotni razslojenosti vodnega stolpca v
poletnih mesecih in premeSanem vodnem stolpcu v hladnglSih mesecih vedno nahgali v
obmocju enake slanosti: 36-37 PSU.

V vzorcih razliéno velikih agregatov in okolni vodi smo dolocili sestavo bakterijske in
arhgske zdruzbe z razlicnimi metodami: z metodo CARD-FISH na podliagi
epifluorescentne mikroskopije, metodo T-RFLP in analizo genskih knjiznic bakterijske in
arhgjske 16S rRNA. Agregati, ki so bili vzoréeni s siringo so nam sluzili za karakterizacijo
mikrobne zdruzbe povezane z organskimi delci, medtem ko nam je okolna morska voda
sluzila za karakterizacijo prostozivecih mikrobnih zdruzb.
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Preglednica 5.4: Fizikalno - kemijski parametri izmerjeni v vzorcih morske vode TrZaskega zaliva v
obdobju vzor éenja mor skega snega in agregatov.
Oznaka nd pomeni, da parameter v vzorcu ni bil izmerjen, * danost je bila izmerjena na globini 2 m, **

temperaturaizmerjenanaglobini 2 min 22 m.

Table 5.4: Physico-chemical parameters measured in unfiltered seawater in the Gulf of Trieste during
the periods of marine snow and aggr egates sampling.

Mark nd signifies that the parameter was not determined, * measured at 2 m depth,** temperature measured
at 2 m and 22 m depth.

NO, +
Datum Globina Temperatura® Slanost®  Globing® PO,* Nég_ NH," Razmerje
vzoréenja (m) (°C) (PSU) (m) (1M) M) (M) NP
10.12.2009 10m 13,5- 14,6** 36,8* / nd nd nd /
23.04.2010 10m 14,3 36,4 10 0,06 39 0,3 70,8
10 0,05 2,8 0,3 61,2
07.06.2010 12-13m 17,5 35,9 15 0,05 1,6 14 60,3
10 0,09 0,6 0,5 12,3
15.07.2010 12m 20,4 36,0 15 0,11 0,1 0,5 6,0
10 0,06 0,1 0,3 6,4
12.08.2010 13m 20,9 36,6 15 0,06 0,3 04 11,2
10 0,05 0,2 0,1 6,5
26.08.2010 13m 21,2 36,0 15 0,08 0,3 0,5 9,6
! Temperatura na globini odvzema vzorcev
2 Slanost na globini odvzema vzorcev
% Globina odvzema vzorcev za analizo vsebnosti hranil
531 Mikroskopske analize prokariontske zdruzbe v morskem snegu in

agregatih ter okolni vodi

Sestavo celotne prokariontske zdruzbe smo ngjprel dolocili z metodo CARD-FISH in
Stetjem fluorescentno oznacenih celic pod epifluorescentnim mikroskopom. Ocenili smo
relativni delez krenarhegskih (zgjete tudi Thaumarhaeota), Euryarchaeota in bakterijskih
celic glede na celokupno Stevilo celic obarvanih s fluorokromom DAPI, ki nespecifi¢no
oznacuje vse celice. Spremembe relativnega deleza krenarhegjskih, Euryarchaeota ter
bakterijskih celic glede na totalno Stevilo celic v vzorcih morskega snega in okolne vode

prikazuje Slika 5.8
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Slika 5.8 Relativni delez arhejskih, Euryarchaeota ter bakterijskih celic glede na totalno stevilo DAPI
obarvanih celic v vzorcih morske vode (A) in mor skega snega (B) pridobljen z analizo CARD-FISH.

Figure 5.8: Relative contribution of Crenarchaea, Euryarchaea and Bacteria according to total number
of DAPI stained cells detected by CARD-FISH in seawater (A) and particle enriched samples (B).

Bakterijske celice v morskem snegu in agregatih predstavljgjo od 40 do 65 % celotne
prokariontske zdruzbe, Se vi§i pa je njihov delez v morski vodi (60 — 80 %). Rezultati
mikroskopskih analiz potrjujgo prisotnost krenarhejskih in Euryarchaeota celic v
agregatih, ¢eprav pomnozevanje njihovih genov z metodo PCR ni bilo uspesno, predvsem
v vzorcih poletnih mesecev. Relativni delez celic Crenarchaeota in Euryarchaeota je bil v
vseh pregledanih vzorcih vi§ji v agregatih v primerjavi z okolno vodo. Zanimivo je, da je
delez evriarhgskih celic v vzorcih agregatov (med 20 — 50 %) vi§ji od deleza arhej in vigi
od deleza le teh v morski vodi, kjer vecinoma ne presega 20 % populacije. V primeru
arhgiskih celic obeh skupin v vzorcih morske vode lahko vidimo trend zniZevanja
relativnega deleza od zime proti poletju, medtem ko je trend v vzorcih morskega snega
ravno obraten (Slika 5.8) .

5.3.2 Pestrost prokariontske zdruzbe v morskem snegu in agregatih ter okolni

vodi

Pestrost bakterijske zdruzbe v morskem snegu in agregatih ter okolni vodi smo v vseh
vzorcih ocenili z metodo T-RFLP na podlagi gena 16S rRNA. Anaize T-RFLP pani bilo
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mogoce izvesti v primeru arhejske zdruzbe. Pomnozevanje arhejskih 16S rRNA genov v
agregatih s fluorescentno oznacenimi zacetnimi oligonukleotidi, ki se uporabljgo za
analize T-RFLP, je bilo v vecini primerov neuspesno. Ravno tako ni bilo uspedno
pomnozevanje gena amoA, na podlagi katerega smo zeleli preveriti prisotnost in
raznolikost zdruzbe RAOB in AOA v vecjih agregatih.

Da bi bolje raziskali kaksne so prokariontske zdruzbe v morskem snegu in agregatih ter
obdajgo¢i vodi v dveh zelo razlicnih letnih ¢asih smo izdelali knjiznice arhejskih in
bakterijskih 16S rRNA genov. Genske knjiznice smo izdelali iz vzorcev vzorcenih pozimi
(10. december 2009), ko je bil vodni stolpec dobro premeSan in je hila vertikalna
razporeditev temperature homogena ter iz poletnih vzorcev (26. avgust 2010), ko je bila
stratifikacija vodnega stolpca zelo izrazita in se pojavljajo vegji agregati v obliki uznih

nitk in manjSih oblakov.

Poleg genskih knjiznic gena 16S rRNA smo naredili tudi knjiznice 16S rRNA transkriptov
v vzorcih morske vode (v vzorcih organskih partiklov koli¢ina rRNA ni bila zadostna za
tovrstno analizo). S tem smo zeleli analizirati metabolno aktivni del bakterijske zdruzbe.
Pri pomnozevanju arhegjske 16S rRNA iz cDNA (za anaizo aktivne arhejske zdruzbe)

nismo bili uspesni.
5321 Pestrost bakterijske zdruzbe v morskem snegu, agregatih in okolni vodi

53.21.1  Ocenaraznolikosti bakterijske zdruzbe z metodo T-RFLP

S smernim zatetnim nukleotidom smo skupno v vseh vzorcih zaznali 144 s FAM
oznacenih restrikcijskih fragmentov razlicnih dolzin, ki glede na loc¢ljivost metode
predstavljgo razlicne bakterijske operacijske taksonomske enot (OTU). S protismernim
zatetnim nukleotidom pa smo skupno zaznali 83 z VIC oznatenih fragmentov razli¢nih
dolzin - bakterijskih OTU enot. Od tega je bilo 1,4 — 3 % OTU enot prisotnih v vseh
vzorcih in 25 — 27 % takih, ki so bile prisotne samo v enem vzorcu. Pestrost bakterijske
zdruzbe je bila glede na &tevilo zaznanih OTU vi§av vzorcih morske vode (34 - 63 OTU)
kot v vzorcih z agregati (15 - 40 OTU), razen v primeru velikih agregatov nabranih 26.
avgusta 2010. Pestrost aktivne bakterijske zdruzbe je bilaod 1,3 do 1,6 X niZja od pestrosti
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zdruzbe prisotne v morski vodi, vendar se je pestrost aktivne zdruzbe spreminjaa

premosorazmerno glede na pestrost prisotne zdruzbe. (Preglednica 5.5).

Preglednica 5.5: Stevilo bakterijskih OTU enot pridobljenih s T-RFLP analizo bakterijskih 16S rRNA
(16S rDNA) genov in 16S rRNA (16S rRNA) iz vzorcev morskega snega in agregatov v TrZaskem
zalivu.

Stevilo OTU enot je podano loceno zas FAM oznacene fragmente (smerni zacetni oligonukleotid) ter zaVIC
oznacene fragmente (protismerni zacetni oligonukleotid). MS: morski sneg in agregati, AW: okolna voda,

n.d: ni bilo narejeno.

Table 5.5: Number of OTUs detected by T-RFLP analysis of bacterial 16S rRNA and 16S rRNA genes
(16SrDNA).
Numbers of OTU are given separately for FAM-labelled forward fragments (OTUs FAM) and VIC- labelled

reverse fragments (OTUs VIC). MS: marine snow sample, AW: ambient water sample, n.d.: not done.

16SrDNA 16SrRNA
Stevilo OTU- &evilo OTU- Sevilo OTU-  Stevilo OTU-

Datumvzorcenja  Tip vzorca FAM VIC FAM VIC
10. 12. 2009 AW o3 31 32 17
MS 37 22 n.d. n.d.
23.4.2010 AW e 18 ’ 4
MS 15 7 25 18

7 6.2010 AW 42 28 20 15
MS 29 25 5 4

15,7 2010 AW 46 28 22 15
MS 38 29 24 11

12. 8. 2010 AW 63 40 29 16
MS 30 20 24 10

26. 8. 2010 AW 40 26 22 17
MS 40 35 16 11

Podobnost bakterijskih zdruzb med vzorci smo ocenili z analizo nMDS T-RFLP rezultatov
(Slika 5.9). Analiza je zdruzila bakterijske zdruzbe, ki so bile vzoréene znotrg iste sezone
v 4 skupine s 30 % podobnostjo. Prva skupina zgjema vzorce nabrane decembra, drugi dve
zajemagjo poletne vzorce, cetrta skupina pa zdruzuje aprilsko in junijsko bakterijsko
zdruzbo iz morske vode, medtem ko so, zdruzbi iz morskega snega iz teh dveh mesecev

povsem loceni.
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Slika 5.9: nMDS prikaz podobnosti bakterijskih zdruzb v vzorcih morskega snega in vode iz
Trzaskega zaliva doloéenih na podlagi rezultatov T-RFLP analize bakterijskih 16S rRNA genov in 16S
rRNA.

Razli¢ni simboli predstavljajo bakterijske zdruzbe iz razli¢nih vzoréenj, pri ¢emer oznaka MS oznaiuje z
agregati obogatene vzorce, oznaka AW pa vzorce okolne vode, DNA — 16S rDNA: prisotna zdruZba, RNA —
16S rRNA: aktivna zdruzba.

Figure 59: nMDS ordination of similarity of bacterial communities assessed by T-RFLP
fingerprinting in seawater samples and marine aggregatesin the Gulf of Trieste.

Symbols represent different sampling dates. MS — particle enriched sample, AW — ambient water sample,
DNA — 16SrDNA (present community), RNA — 16S rRNA (active community).

>

Rezultati nMDS analize kazgjo, da se metabolno aktivne bakterije, Se posebg tiste iz
morskega snegain agregatov, loc¢ijo od celotne bakterijske zdruzbe (16S rDNA). Razlikaje
statisti¢cno znacilna (ANOSIM R= 0,21; p= 0,02) in se kaze v razporeditvi aktivnih zdruzb
na grafikonu NMDS v spodnji del grafikona medtem, ko so prisotne bakterijske zdruzbe
vecinoma na zgornjem delu grafikona, izjema so le prostozivece aktivne bakterijske
zdruzbe vzorcene decembra, avgusta in junija, ki so na grafikonu nekoliko blizje
bakterijskim zdruzbam iz istih vzorcev (Slika 5.9). Statisticna analiza je tudi pokazala, da
je vpliv samega Zzivljenjskega prostora (agregati /okolna voda) na sestavo bakterijske
zdruzbe neznatilen (ANOSIM R= 0,055; p=0,1), medtem ko okoljske spremembe vezane
na letni ¢as, znacilno vplivajo na oblikovanje tako prostozZivece kot tudi na partikulatno
organsko snov vezane bakterijske zdruzbe (ANOSIM R = 0,21, p = 0,02).
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53.2.1.2 Podrobnesafilogenetska analiza bakterijske zdruzbe iz morskih agregatov in

okolne vode

Genske knjiznice bakterijskega gena 16S rRNA smo izdelai iz vzorcev morske vode in
agregatov vzorcéenih v mesecu decembru 2009, ko je bil vodni stolpec dobro premeSan ter
v mesecu avgustu 2010, v obdobju razslojenega vodnega stolpa in velikih temperaturnih

razlik.

Preglednica 5.6: Pregled kazalcev diverzitete s porazdelitvijo vrst bakterijskih genskih knjiznic 16S
rDNA in 16SrRNA v vzorcih morskega snega in okolne vode v TrzaSkem zalivu.

Podane so tudi velikosti genskih knjiznic (N) in Stevilo OTU enot ki zdruzujejo sekvence na podlagi 97 %
podobnosti. Dec: Vzorci nabrani decembra 2009, Avg: vzorci nabrani avgusta 2010, MS: morski sneg in
agregati, AW: okolnavoda, rDNA: geni 16SrRNA, rRNA: 16SrRNA n.a.: izradun ni mogog.

Table 5.6: Diversity indices calculated based on bacterial 16S rRNA and 16S rDNA clone libraries
obtained from sampels of marine snow and sorounding seawater from the Gulf on Triest.

Table shows the number of obtained sequences per each clone library (N) and number of OTUs based on 97
% sequence similarity. Dec: December 2009, Avg: August 2010, MS: marine snow sample, AW: ambient
water sample, rDNA: 16SrRNA genes, rRNA: 16S rRNA. n.a.- not applicable

Shannonov Pieloujev

5 5 Margalefov  kazalec kazalec
Stevilo Stevilo  Ocenjena  kazalec vrstne enakomernosti
sekvenc OTU enot diverziteta pestrosti  diverzitete porazdelitve
V zorec (N) (S (Chaol) (D) (H'(log €)) vrst (J)
16SrDNA Dec AW 180 91 253 17,3 4 0,88
16SrDNA Dec MS 130 69 331 14 3,7 0,87
16SrRNA Dec AW 87 46 84 10 3,5 0,93
16SrDNA Avg AW 168 51 68 9,8 29 0,74
16SrDNA Avg MS 178 77 99 15 3,7 0,85
16SrRNA Avg AW 158 51 143 9,9 2,8 0,7

Decembra smo najvecjo diverziteto in pestrost bakterijske zdruzbe zaznali v vzorcu
morske vode (Margalef D = 17,3; Shannon H’' = 4 ;Preglednica 5.6), medtem ko je bila
avgusta pestrost in diverziteta vecja v vzorcu agregatov (D=15; H'= 3,7). NgniZjo pestrost
smo zaznali v morski vodi avgusta tako v primeru prisotne kot tudi v primeru aktivne
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bakterijske zdruzbe. Kljub visoki diverziteti zdruzbe v decembrski vodi, je bilo manj
predstavnikov zdruzbe aktivnih (D=10).

UniFrac analiza podobnosti med zdruzbami je le te razporedila v dve loceni skupini, v prvi
skupini so avgustovske bakterijske zdruzbe in zdruzba bakterij iz morskega snega vzoréena
decembra, medtem ko sta v drugi skupini aktivna in prisotna bakterijska zdruzba iz
decembrskega vzorca morske vode. Med seboj sta si ngjbolj podobni zdruzba, ki naseljuje
avgustovske agregate ter aktivna zdruzba bakterij v okolni vodi (Slika 5.10).

B Gammaproteobacteria

Datum vzorcenja A AW_RNA B Cyanobacteria
v 10.12.2009 W Bacteroidetes
4 26.8.2010 A MS_DNA O Alphaproteobacteria

W Actinobacteria
m Planctomycetes
O Firmicutes

A AW_DNA B Verrucomicrobia
O Gemmatimonadetes
O Epsilonproteobacteria

¥ MS_DNA [ Acidobacteria
B Betaproteobacteria
| Deltaproteobacteria

v AW_RNA @ Chlorobi
o Deferribacteres

v AW DNA B Synergistetes

- B neuvrdene bakterije
025 020 015 0.10 0.05 0 0% 20% 40% 60% 80% 100%
UniFrac razdalja % klonov v genski knjiznici

Slika 5.10: Sestava bakterijske zdruZbe v vzorcih agregatov in okolne morske vode v TrZaskem zalivu
vzor éenih 10. decembra 2009 in 26. avgusta 2010 .

Prikazan je dendrogram narejen po metodi UPMGA na podlagi UniFrac distanéne matrike okolij (Lozupone
et al. 2006). Horizontalni stolpci ob dendrogramu ponazarjajo relativno razsirjenost posameznih bakterijskih
skupin v posameznem vzorcu. PAR oznaguje vzorce agregatov in SW vzorce morske vode. DNA: 16S rRNA
gen predstavlja prisotno bakterijsko zdruzbo, RNA: 16S rRNA — predstavlja aktivno bakterijsko zdruzbo.
Razdalja vej na dendrogramu je podana v UniFrac distan¢nih enotah, kjer O pomeni, da je sestava dveh

zdruZb povsem enaka, 1 padaje s zdruzbi ne delijo nobene bakterijske skupine.

Figure 5.10: Bacterial community composition in aggregates and surrounding seawater in the Gulf of
Trieste collected 10th December 2009 and 26th August 2010.

UPGMA dendrogram constructed based on UniFrac environment distance matrix (Lozupone in sod., 2006),
followed by proportion of clones affiliated to each phylogenetic group as compared to the total number of
clones obtained for each individual sample. Distances between samples are given in UniFrac units (0 = two
environments are identical, 1= two environments contain exclusive lineages). SW: seawater sample, PAR:
particle enriched sample DNA: 16SrDNA, RNA: 16SrRNA.
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Filogenetska analiza genskih knjiznic je pokazala, da so v vseh vzorcih najbolj razSirjene
bakterije iz razredov Cyanobacteria, Bacteroidetes, Alphaproteobacteria in
Gammaproteobacteria (predstavljgjo vec kot 20 % bakterijske populacije v vsg enem od
analiziranih vzorcev) (Slika 5.10). Cianobakterije previadujgo predvsem v avgustovskih
vzorcih, kjer predstavljgo zelo velik delez bakterijske populacije. Vecino cianobakterijskih
sekvenc v genskih knjiznicah analiziranih vzorcev pripada skupini Synechococcus. V
vzorcu morske vode vzorcene avgusta, Synechococcus predstavlja skorg) polovico celotne
bakterijske populacije (43 %) in skorg tretjino aktivne bakterijske populacije (30 %).
Nekoliko manjs je delez v vzorcih avgustovskih morskih agregatov (22 %) (Slika 5.11).
Nasprotno je bil delez cianobakterij Synechococcus decembra vi§i v agregatih (18 %) v
primerjavi z okolno vodo (3 %) kjer je manjsi tudi delez v aktivni populaciji (2,3 %). Poleg
vrste Synechococcus se le redko pojavljgjo tudi cianobakterije iz skupine Prochlorococcus
(2 % celotne populacije v morski vodi avgusta). Med cianobakterijske sekvence se
uvrségo tudi kloroplastne 16S rRNA sekvence evkariotskih fitoplanktonskih vrst, ki smo

jih zaznali ngjvec v morskem snegu decembra (17 %).

Bakteroidete so bile prav tako manj Steviléne v decembrskih vzorcih vode in morskega
snega (8,3 % in 13,8 % populacije) ter bolj Steviléne v poletnem ¢asu (28,6 % populacije v
vodi in 20 % populacije v agregatih). Znotrg) skupine bakteroidet so bile bakterije iz
razreda Flavobacteriia ngjbolje zastopane ter ngjbolj aktivne v vseh anadiziranih vzorcih.
Poleg dednjih smo zaznali tudi neka bakterij iz razreda Bacteroida (1,5 %) in
Sohingobacteria (0,8 %) v vzorcu decembrskega morskega snega ter neka bakterij iz
razreda Cytophagia in Sphingobacteria v poletnih vzorcih morske vode in agregatov (Slika
5.11).

RazsSirjenost gamaproteobakterijskih celic v vzorcih morske vode in vzorcih morskega
snega je bila v dveh razli¢nih sezonah ravno nasprotna. Medtem ko so le te predstavijae
velik delez v decembrski morski vodi (31,1 % bakterijske populacije) je bil njihov delez v
delcih decembrskega morskega snega precej nizji (10,8 %) (Slika 5.10). Ravno obratno je
bil delez gamaproteobakterij zelo visok v avgustovskih agregatih (29,2 %), ter nizji v
okolni vodi (8,3 %). V obeh sezonah gamaproteobakterije predstavljgjo velik delez aktivne
bakterijske zdruzbe v morski vodi (december: 36,8 %; avgust: 37,3 %). Znotrg
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gamaproteobakterij je zanimiv pojav velikega Stevila bakterij iz druzine Vibrionaceae
(15,7 %) v avgustovskih agregatih, medtem ko v vodnem stolpcu predstavljgo le 1,2 %
celotne bakterijske populacije in v aktivni zdruzbi morske vode niso bile zaznane (Slika
5.11). Najbolj razSirjene znotraj gamaproteobakterij so bakterije iz skupine NOR5/OM60
(NOR5/OMG60 clade), ki pripada redu Alteromonadales. Najvecji delez teh bakterij
nagjdemo v decembrskem vzorcu morske vode (18,3 %), medtem ko je njihov delez v
vzorcih morskega snega decembra (6,9 %) in avgusta (7, 3 %) niZji. Ravno tako je njihov
delez nizji v morski vodi avgusta (5,4 %), vendar kljub temu predstavljgjo precejSen del
aktivne bakterijske zdruzbe v tem ¢asu (26,6 %). Decembra pa kljub njihovi razSirjenosti
niso tako aktivne (4,6 % aktivne bakterijske populacije). Nasprotho pa velja za
predstavnike bakterijske skupine SAR86 (SAR86 clede), ki v decembrski vodi
predstavljgo 5,6 % celotne bakterijske populacije ter kar 17,2 % aktivne bakterijske
populacije. Poleti jih le v maihnem delezu ngjdemo v vzorcu agregatov (2,2 %) in v aktivni
bakterijski populaciji (4,4 %). Poleg omenjenih skupin znotraj gamaproteobaktelj najdemo
Se bakterije iz morske skupine E01-9C-26 (E01-9C-26 marine group), ki so rahlo bolj
razSirjene decembra, bakterije iz skupine SAR92 (Alteromonadales) ter nekatere druge
predstavnike redu Alteromonadales (Slika 5.11).

Alfaproteobakterije so ngjbolj razsirjene v morski vodi decembra, kjer predstavljgjo 16 %
celotne populacije, vendar le 6,2 % v vzorcu morskega snega. Alfaproteobakterije so bile
bolj zastopane v makroagregatih avgusta (11,2 %), manjS pa je bil njihov delez v okolni
vodi (7,7 %), vendar pa tako decembra kot avgusta predstavljgo enkrat vecji delez aktivne
populacije, kot bi pricakovali glede na njihovo razsirjenost v morski vodi (december 33.3
%; avgust 18,4 %). Nabor bakterijskih skupin znotraj alfaproteobakterij je prece pester.
Med njimi so ngjpogosteje zastopane skupine SAR11, Rhodobacterales (rod Roseobacter
in ostali rodovi) in man] zastopane skupine Rhodospirillales, Rickettsiales,
Sohingomonadales, Caulobacterales in Rhizobiales (Slika 5.11). Predstavniki skupine
SAR11 niso bili opazeni v avgustovskih agregatih in so bili tudi sicer v nasih vzorcih redki
(1,5-3 %), predstavljgo pa velik delez (16,1 %) aktivne bakterijske populacije v
decembrski morski vodi. Predstavniki rodu Roseobacter (Rhodobacterales) so bili prisotni
le v aktivni populaciji tako decembra kot tudi avgusta (4,6 in 5,7 %), medtem ko so bili
drugi predstavniki redu Rhodobacterales prisotni v morski vodi predvsem decembra (5,6
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%) in v vzorcih agregatov avgusta (3,9 %). Njihov delez v aktivni populaciji morske vode
decembra (9,2 %) je vi§i kot bi predvidevali iz njihove Stevil¢nosti.

December Avgust
50% 40% 30% 20% 10% 0% 0% 10% 20% 30% 40% 50%
A -
o Bacteroidia
MS_DNA m Cytophagia.
m Flavobacteria
AW_DNA m Sphingobacteria
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AW_RNA
B B Synechococcus
MS_DNA ] Prochlorococcus
@ Chloroplast
AW_DNA
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C l = Rhodospirillales m Rickettsiales
MS_DNA @ Sphingomonadales m Caulobacterales
m Rhizobiales m O0CS116clade
AW_DNA = Rhodobacterales éothers) B SAR11 clade
m Rhodobacterales (Roseobacter)
AW_RNA & Unclassified Alphaproteobacteria
D O Alteromonadales NOR5/OM60 clade)
O Alteromonadales (SAR92 clade)
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Slika 5.11: Natanénej3a filogenetska analiza najbolj Stevilénih bakterijskih skupin (>20 % bakterijske
populacije) v vzorcih agregatov in okolne mor ske vode TrzaSkega zaliva vzor ¢enih 10. decembra 2009
in 26. avgusta 2010.

(A) Bacteroidetes, (B) Cyanobacteria, (C) Alphaproteobacteria, (D) Gammaproteobacteria. DolZine
raznobarvnih del¢kov horizontalnih stolpcev predstavljajo relativni delez bakterijskih skupin glede na celotno
bakterijsko populacijo v posameznem vzorcu. AW: vzorec morske vode, MS: vzorec morskih agregatov,
DNA: gen 16S rRNA - predstavlja prisotno bakterijsko zdruzbo, RNA: 16S rRNA — predstavlja aktivno
bakterijsko zdruzbo.

Figure 5.11: Comprehensive phylogenetic classification of the most abundant (>20 % of clones)
bacterial groups in aggregates and surrounding seawater in the Gulf of Trieste collected 10th
December 2009 and 26th August 2010.

(A) Bacteroidetes, (B) Cyanobacteria, (C) Alphaproteobacteria, (D) Gammaproteobacteria Lengths of
differently colour —coded bar sections match the proportion of clones affiliated to each specific phylogenetic

group as compared to the total number of clonesin each corresponding clone library. AW: seawater sample,

MS: particle enriched sample, rDNA: 16S rRNA genes, rRNA: 16SrRNA.

Poleg opisanih &tirih naj pogosteje zastopanih bakterijskih skupin, smo v vzorcih agregatov
in okolni,vodi zaznali tudi skupine bakterij, ki se pojavljgo v nizjih delezih (predstavljgo
od 5 % do 20 % bakterijske populacije v andiziranih vzorcih), kot so Actinobacteria,
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Firmicutes, Planctomycetes (Slika 5.10). Aktinobakterije so bile bolj razSirjene (16 %) in
bolj aktivne (10,3 %) v morski vodi decembra kot avgusta (4,8 %), njihov delez v
morskem snegu je bil v obeh letnih ¢asih zelo nizek (~1 %). Bakterije iz skupin Firmicutes
in Planctomycetes so bile bolj pogoste decembra in sicer v morskem snegu in manj v

okolni vodi, ter povsem nezaznavne v aktivni zdruzbi.

Bakterije, z zelo nizko zastopanostjo v genskih knjiznicah (< 5 %) so bile ngjdene
predvsem v decembrskih vzorcih morskega snega in vode, kjer je bila bakterijska zdruzba
tudi bolj bogata in je bila ocenjena razporegenost bakterij po vrstah bolj enakomerna
(Preglednica 5.6). Manj Steviléne skupine, ki smo jih zasledili samo v decembrskih vzorcih
so hile Acidobacteria, Deferribacteres, Gemmatimonadetes, Betaproteobacteria, in
Epsilonproteobacteria. Edina skupina, ki smo jo zaznali le avgusta ne pa tudi decembra je
Synergistets. Medtem ko so bile bakterije iz skupin Chlorobi, Verrucomicrobia in
Deltaproteobacteria opazene v obeh sezonah, vendar so bolj razSirjene v morskem snegu

in agregatih ter manj v okolni vodi.

5322 Pestrost arheske zdruzbe v morskih agregatih in okolni vodi

Analiza genskih knjiznic arhejskih 16S rRNA genov je pokazala zel o nizko pestrost vrstne
sestave arhgjske zdruzbe v vseh treh preucevanih vzorcih (Preglednica 5.7). Se posebe)
nizka je ta v polethem c¢asu, ko smo v vodi zaznai eno samo OTU enoto (97 %
podobnost), ki predstavlja arheje iz rodu Nitosopumilus (Slika 5.12). Najvecjo pestrost
arhegjske zdruzbe smo zaznali v vzorcu decembrskega morskega snega (D= 3,5; H'= 1,7),
kjer smo kljub prevladi zaporedij sorodnih genskemu zaporedju arheje N. maritimus ter za
talno skupino znacilnih predstavnikov Thaumarchaeota (Soil group 1.1b), zaznali tudi
prisotnost nekaterih arhejskih vrst iz debel Crenarchaeota in Euryarchaeota, ki so znacilne
za vzorce prsti, sedimenta ter anoksi¢cna okolja. Nekatere izmed teh smo zasledili tudi v

decembrski morski vodi.
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Preglednica 5.7: Pregled kazalcev vrstne diverzitete, pestrosti, ocenjene diverzitete in enakomer nosti
porazdelitve vrst v arhejskih genskih knjiZznicah 16S rDNA iz vzor cev mor skega snega in okolne vode v
TrZaSkem zalivu.

Podane so velikosti genskih knjiznic (N) in Sevilo OTU enot ki zdruzujejo sekvence na podlagi 97 %
podobnosti. Vzorci nabrani decembra 2009 so oznaeni z Dec, nabrani avgusta 2010 pa z Avg. AW: vzorci

morske vode, MS; vzorci morskega snega in agregatov. n.a.-ni mogoce izratunati.

Table 5.7: Diversity indices calculated based on archaeal 16S rRNA clone libraries obtained from
sampels of marine snow and sorounding seawater from the Gulf on Triest.

Table shows the number of obtained sequences per each clone library (N) and number of OTUs based on 97
% sequence similarity. Dec: December 2009, Avg: August 2010, AW: seawater sample, MS: particle
enriched sample, rDNA: 16S rRNA genes, rRNA: 16SrRNA. n.a.- not applicable

Shannonov Pieloujev

5 5 Margalefov  kazalec kazalec
Stevilo Stevilo  Ocenjena  kazalec vrstne enakomernosti
sekvenc OTU enot diverziteta pestrosti  diverzitete  porazdelitve
\/ zorec (N) (9 (Chaol) (D) (H'(log €)) vrst (J)
16S rDNA Dec AW 60 6 7,P35 1,2 0,68 0,38
16S rDNA Dec MS 53 15 20 3,5 1,7 0,62
16SrDNA Avg AW 35 1 1 0 0 n.a
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Slika 5.12: Z metodo zdruZevanja sosedov (angl. Neighbour-Joining) izdelano filogenetsko drevo
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arhejske zdruzbe pridobljene iz agregatov in okolne vode v TrZaskem zalivu vzoréene 10. decembra
2009 in 26. avgusta 2010.

Horizontalni stolpci na desni strani drevesa predstavljgjo Stevilo posameznih sekvenc znotrgj iste OTU
skupine, z ngjdaljSim Stevilom sekvenc 50 v decembrskem vzorcu morske vode (¢érno, Dec AW) in 32
sekvenc iz agregatov (temno sivi, Dec MS), ter 35 sekvenc v vzorcu morske vode avgusta (svetlo sivo, Avg
MS). Referencne sekvence pridobljene iz baze podatkov GenBank so zapisane z odebeljenimi ¢rkami.
Oklepaji na desni strani slike oznatujejo taksonomsko uvrstitev posameznih klastrov. Vrednosti Bootstrap
analize vegje od 50 so prikazane ob razvejitvah.

Figure 5.12: Neighbour-joining tree representing phylogenetic relationships among archaeal 16S
rDNA sequences in aggregates and surrounding sea water collected in the Gulf of Trieste on 10th of
December 2009 and 26th of August 2010.

Bars indicate the number of sequences per OTU, scaled to the maximum of 50 clones from December
seawater sample (black, Dec AW) and 32 from particle-associated (dark grey, Dec MS) and 35 clones from
August seawater sample (light grey, Avg AW). Reference sequences obtained from GenBank are shown in
bold. Brackets on the right side indicate phylogenetic affiliation. Bootstrap values higher than 50 are shown
at branch points.

89



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

5.4 |IZOLACIJA AMONIJ- OKSIDIRAJOCE ARHEJE

FizioloSke in genomske znatilnosti morskih amonij-oksidirgjocih arhgl smo proucevali v
Cisti kulturi izoliranega predstavnika AOA, da bi dobili bolj& vpogled v fiziologijo in
evolucijo teh Se ne povsem raziskanih mikroorganizmov. Uporabili smo vec razli¢nih
gojisc, ki smo jih v prvem poizkusu nacepili z vzorcem vecjih organskih agregatov, ki sev
Trzaskem zalivu nagjpogostele pojavljgo v poletnih mesecih, v drugem poizkusu pa z
morsko vodo, ki smo jo vzorcili v neposredni blizini Morske bioloske postaje v Piranu v

mesecu novembru in decembru 2011.

Rast amonij- oksidirgjo¢ih prokariontov v kulturi smo spremljali s pomoc¢jo merjenja
koncentracij nutrientov. Kot je bilo to pokazano v primeru arhgje Nitrosopumilus
maritimus, AOA v ¢isti kulturi skorgj stehiometri¢no pretvarja NH;™ v NO,', tako nam
spremljanje teh dveh nutrientov omogoca spremljanje rasti AOA. V kolikor bi bile v
kulturi prisotne bakterije, ki oksidirgjo NO, do NOs’, bi prislo do kopicenja slednjega pri
porabi NH4". To bi se lahko doggjalo sploh v zatetni fazi bogatitve, ko je pestrost
mikrobne zdruzbe v kulturi vecja. Zato smo v zatetni fazi spremljali tudi koncentracijo
NOs.

54.1 Izolacija in priprava kulture v bogatitvenem gojiscu

54.1.1 Obogatitev AOA iz agregatov Trzaskega zaliva

V prvem laboratorijskem poskusu smo obogatili AOA po inokulaciji agregatov v
bogatitvenem gojiscu za zdruzbe nitrifikatorjev MAM (Marine AO Medium). Agregate je
vzorcil potapljac s sterilno siringo, 26. 8. 2010 na globini 13 m v Trzaskem zalivu (postgja
00BF). V pripravljeno gojisce smo nacepili razli¢ne volumne agregatov (10 ml — Par10 in
100 ml — Par100) in gojisce inkubirali v temi pri temperaturi 17 °C. Predvidevali smo, da
bomo natanacinizolirali AOA in RAOB prisotne v morski vodi in agregatih.

Zacetna koncentracija NH;" v goji&u je znaSala 7,56 mmol/Il. Po treh mesecih inkubacije
smo v obeh kulturah (Par10 in Par100) zaznali porast NO3 od zacetne koncentracije 5,1 —
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5,7 umol/l do 447,2 pmol/l v kulturi Par10 ter do 1226,4 pumol/l v kulturi Par100, kar je
nakazovalo prisotnost zdruzbe nitrifikatorjev. Kljub manjs nitrifikacijski aktivnosti smo v
nadaljevanju uporabili samo kulturo Par10, v izogib morebitni inhibiciji pri pomnoZevanju
DNA. 1z kulture Par10 smo izoliradi DNA in z metodo gPCR preverili prisotnost
arhgjskega in betaproteobakterijskega gena amoA. Izkazalo se je, da so za oksidacijo NH,;"
v kulturi odgovorne AOA, sgj je koncentracija arhgjskega gena amoA v kulturi znaSala
5,8x10° + 4x10* kopij/ml, medtem ko je bila koncentracija betaproteobakterijskega gena
amoA pod mejo detekcije metode gPCR.

Po prvem precepljanju kulture Parl0 v sveze MAM gojise s koncentracijo NH,™ 1,7
mmol/l smo na 2-4 tedne spremljai spremembe koncentracij NH4", NOs in NOy v
goji&u. Ker porabe NH;" nismo zaznali, smo kulturo Par10 ponovno precepili in inkubirali
v modificiranem gojiscu SCM (Sinthetic Creanarchaeota Medium) z dodatkom morske
vode (10 %). Inkubacija je potekala pri dveh razli¢nih temperaturah (17 °C in 25 °C), pri
dveh razli¢nih pH vrednostih (7,3 in 7,6) in v prisotnosti antibiotika ampicilina (kon¢na
koncentracija 100 pg/ml) (Slika 5.13).

Pri nobenem od testiranih rastnih pogojev v kulturi nismo zaznali povisani koncentracij
NO, ai NOs. Ravno tako v primeru nizje pH vrednosti nismo zaznali porabe NHj",
medtem ko se je v gojis¢u z vi§o pH vrednostjo ter v kulturi z dodatkom antibiotika
koncentracija NH," zmanjSevala. V vseh testiranih kulturah se je koncentracija arhejskega
genaamoA v kulturi znizevala. Zaradi neuspeha smo nadaljnje poizkuse ozivitve opustili.
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Slika 5.13: Spremljanje rasti kultur amonij- oksidirajoce arheje pridobljenih iz mor skega agregata po
precepljanju v modificirano SCM gojis¢ein gojenju pri razliénih pogojih.
Pogoji gojenja so bili dedeci: (A) 17 °C, pH 7'35; (B) 25 °C, pH 7'35; (C) 25 °C, pH 7'6; (D) 25 °C, pH 7'35

+ ampicilin.

Figure 5.13: Monitoring of the growth of Crenarchaeota enrichment culture obtained from
macr oaggr egate, after the transfer to modified SCM medium and explosion to different growth
conditions.

Growth conditions was as follows: (A) 17 °C, pH 7'35; (B) 25 °C, pH 7'35; (C) 25 °C, pH 7'6; (D) 25 °C, pH

7'35 + ampicilin.

Kljub neuspeli revitalizaciji smo arhejske celice v kulturi Par10 zaznali z metodo CARD-
FISH e po skorgj letu dni od prve inokulacije v koncentraciji 5,1x10° celic/ml, kar je
predstavljgo od 75 do 89 % vseh prokariontskih celic v kulturi.

54.1.2 Obogatitev AOA iz morske vode Trzaskega zaliva

Morsko vodo, ki smo jo vzor¢ili v obalnem pasu morja pred Morsko biolosko postajo v
Piranu novembra (N25) in decembra 2011 (V25) smo inokulirali v modificirano gojis&e
SCM, ki so ga uporabili pri izolaciji prve izolirane morske arheje Nitrosopumilus
maritimus iz vode morskega akvarija (Konneke in sod., 2005).
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Kulture smo inkubirali pri temperaturi 25 °C (N25 in V25) in po dveh mesecih zaznali
znizanje koncentracij NH,4", od zagetne koncentracije 1,2 -1,4 mM do 761 uM v primeru
kulture N25 in 547 uM v primeru kulture V25. Koncentracije NO3 so se poviSale po 11
tednih inkubacije. V primeru kulture V25 se je povecaa tudi koncentracija NO,". Nitritav
kulturi na samem zacetku postopka bogatitve nismo pri¢akovali, sgj smo predvidevali daje
v kulturi Se vedno prisotna bakterijska zdruzba, ki vrsi proces oksidacije NO,  do NO3’, ki

poteka hitreje od nastanka NO, v procesu oksidacije amonija.

Upad koncentracije amonija smo opazili tudi v kulturah, ki so bile inkubirane pri
temperaturi 17 °C, vendar je bil ta mnogo pocasngsi, kot v primeru N25 in V25 (podatki
niso prikazani), zato smo se v nadaljevanju osredotocili na kulturi N25 in V25 in ju tekom

nadaljnega postopka bogatitve inkubirali pri temperaturi 25 °C.

Iz kulture celic novembrskega vzorca (N25) smo izolirali DNA po devetih tednih in
potrdili prisotnost arhejskega gena amoA v koncentraciji 1,8 x 10”. V obeh kulturah smo z
metodo CARD-FISH potrdili prisotnost arhejskih celic MGI, ki bi lahko predstavijale
potencialnega kandidata za oksidacijo amonija, ki smo jo zaznali v kulturah v c¢asu
inkubacije. Glede na doloceno Stevilo arhgskih in bakterijskih celic smo ocenil, da v
kulturah prevladuje arhejska zdruzba (70 -80 %).
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Slika 5.14: Koncentracije AOA genov amoA in duSikovih spojin v kulturi V25 (A) in N25 (B) po prvem
nacepljanju morske vode TrZaskega zaliva in prvem precepljanju (druga generacija V25 (C) in N25
(D).

Kulturi stabili inkubirani v mSCM gojiSéu pri 25 °C.

Figure5.14: Concentrations of AOA amoA genes and nitrogen compoundsin culturesV25 (A) and N25
(B) after thefirst inoculation of the seawater of the Gulf of Trieste and after the first transfere (second
generation: V25 (C) and N25 (D)

Cultures ware incubated in mSCM at 25 °C.

Slika 5.15: Epifluorescentni mikroskopski posnetek celic prokariontske zdruzbe kulture N25.
Posnetek istega vidnega polja: vseh celic oznatenih z barvilom DAPI (levo) in Crenarchaeota celic
oznacenih z nukleotidnimi sondami Cren537 in Cren554, (desno) po CARD-FISH hibridizaciji.
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Figure5.15: Epifluorescence microscope images of prokaryotic community in the enriched culture N25
Identical fields of view of cells stained with DAPI (left) and stained Crenarchaeota cells visualised by
hybridization with nucleotide probes Cren537 and Cren554 (right) after CARD-FISH hybridization.

Kljub potrjeni visoki koncentracije AOA gena amoA in Stevila arhgjskih celic v kulturi,
smo preverili prisotnost RAOB v obeh kulturah (N25 in V25) z metodo PCR. Rezultati so
potrdili odsotnost betaproteobakterijskih genov amoA v obeh kulturah, kot tudi v 2 in 3

generaciji kultur.
54.2 Povecevanje koncentracij AOA v kulturi

Da bi povecai odstotek arhejskih celic v kulturi in zavrli rast bakterijskih celic, smo ob
precepljanju kulture v sveze gojise, le temu dodali razlicne antibiotike (streptomicin,
kanamicin, eritromicin in tetraciklin) in filtrirali inokulum skozi nitrocelulozni filter z
velikostjo por 0,45 um, dabi stem zmanjSali Stevilo bakterijskih celic ob prenosu kulture v

sveze gojiske.

Hitrost oksidacije smo spremljai z meritvami koncentracij NH," in nastalega NO, ter s
Stetjem celic pod mikroskopom (Preglednica 5.8). Na osnovi pridobljenih rezultatov smo v
nadaljevanju uporabljali antibiotik, ki ni zaviral oksidacije amonijain je omogoc¢al ¢im bolj
stehiometricno oksidacijo NH;" v NO,, prepregili pa smo razmnoZevanje oziroma
delovanje nitrit oksidirgjocih bakterij. Na podlagi teh kriterijev in dosezeni stopnji
povecanja Stevila celic v kulturi, smo dobili ngjboljSe rezultate z dodatkom kanamicina,

streptomicinain eritromicina.

Filtracija inokuluma skozi 0,45 um filter se ni izkazala kot primerna metoda za bogatenje

kulture.
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Preglednica 5.8: Spremljanje rasti kulture po dodatku antibiotika oziroma po predhodni filtraciji

inokuluma skozi 0,45 um filter. Vs antibiotiki so bili dodani v konéni koncentraciji 100 pg/ml.

Table 5.8: Monitoring of growth of cultures after addition of different antibiotics or filtering the

inoculum through 0,45 um filter. All antibiotics were supplemented in concentration 100 pg/ml.

koncentracij NH," (umol/L) ~ porabaNH,"  koncentracija obogatenost
(umol/L) NO, kulture z ACA
(umol/L)

Dan1 Dan 6 Dan 9 Dan 9 Dan 9 Cren (% DAPI)
ampicilin_1 968 933 814 154 31 46
ampicilin_2 959 917 864 96 29 48
karbenicilin_1 989 860 707 282 124 nizka
karbenicilin_2 998 839 510 488 316 nizka
streptomicin_1 944 708 157 787 671 85
streptomicin_2 984 698 149 836 724 80
kanamicin_1 948 715 167 781 685 92
kanamicin_2 985 739 133 853 178 55
tetraciklin 1161 1011 902 260 34 50
eritromicin 915 658 218 697 506 77
neg. kontrola 1 996 726 255 741 39 52
neg. kontrola_2 1026 768 303 723 42 /
0.45 um filtrat 915 864 720 195 121 35

Kljub obetavnim rezultatom se je streptomicin naknadno izkazal za neprimernega, sg so
arhgle v naslednji generaciji od dodatka antibiotika, postale neaktivne. Zato smo njegovo
uporabo opustili. Zaradi slabe topnosti smo imeli tezave tudi pri uporabi eritromicina, ki se
sicer uporablja za specificno dolocanje stopnje arhejske nitrifikacije v okoljskih vzorcih
morske vode v koncentraciji 10 pg/ml. Sklepali smo da je bila testirana koncentracija
zaradi slabe topnosti eritromicina v kulturi nizja od 100 pg/ml. Antibiotik smo zato
pripravili v zalozni raztopini z nizjo koncentracijo ter s segrevanjem na 30 °C pospesili
raztapljanje. Nato smo preverili delovanje tega antibiotika pri razlicnih koné¢nih
koncentracijah. 1zkazalo se je, da eritromicin v koncentracijah 25, 50 in 100 pg/ml zavira
oksidacijo amonija v kulturi. Oksidacija NH,4" je potekala nemoteno le pri koncentraciji 10
po/ml. Vendar pa zaviranja rasti bakterij pri tgj koncentraciji eritromicina nismo opazili,
zato smo njegovo uporabo opustili. Pri vseh nadaljnjih precepljanjih kulture smo v gojisce

dodali kanamicin v kon¢ni koncentraciji 100 pg/ml, sgj se je izkazalo, dale te ne vpliva na
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hitrost in zmoznost oksidacije amonija ter uspeSno zavira rast bakterij. Kljub temu so
nekatere bakterije, ki so o¢itno odporne na delovanje kanamicina, ostale prisotne v kulturi

v nizkem Stevilu (2-5 %) tudi po 30 generacijah.
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Slika 5.16: Spremljanje oksidacije NH," po dodatku razliénih konénih koncentracijah antibiotika
eritromicin.

Kot negativno kontrolo smo spremljali kulturo z dodatkom kanamicina (Kan 100) ter kulturo brez dodanega
antibiotika (brez AB).

Figure5.16: Monitoring of ammonia oksidation in cultures after addition of different concentrations of
erithromicyn.

As a negative controle we analysed a culture with added kanamicyn (Kan 100) and culture without added
anibiotic (brez AB)

5.4.3 Dolo¢anje optimalnih pogojev zarast kulture AOA

Da bi dolocili optimalne pogoje za rast kulture AOA smo spremljali porast koncentracij
NO; pri razli¢nih pH vrednostih gojista (6,5; 7,0; 7,5; 8,0in 8,5) in razli¢nih temperaturah
(17, 20, 25, 30, 37 °C). Vse teste smo izvedli v treh paralelkah kulture, generacijski ¢as pa
smo dolocili iz naklona krivulje, ki podaja log-transformirano koli¢ino nastalega NO,™ v
odvisnosti od ¢asa v eksponentni fazi rasti. Optimalna temperatura za rast kulture arhgje
N25 je 30 °C, ker je bil pri tg temperaturi ocenjen najkrgjSi generacijski ¢as. Optimana
temperatura bi lahko morda celo presegala 30 °C, vendar pa je bila rast pri 37 °C
popolnoma zaustavljena (podatki niso prikazani).
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Slika 5.17: Rast arhejske kulture N25 pri razli¢nih temperaturah in ocenjen gener acijski ¢as.
Meritve koncentracij NO, v ¢asu inkubacije (levo), generacijski ¢as je bil ocenjen iz naklona krivulje, ki

podaja In-transformirano produkcijo nitrita po ¢asu, med eksponentno fazo (desno).

Figure 5.17: Growth of Crenarchaeota culture N25 at different temperature and estimated generation
time.
Measurements of NO, concentrations (left) during the time of incubation, generation time was estimated

from the dope of the In-transformed nitrite production measurements during exponential growth (right).

Koncentracije NO, so ngjbolj narascale v kulturi s pH vrednostjo 7,1 in 7,5, medtem ko so
bile koncentracije NO, skorg nespremenjene pri pH vrednosti nad 8 vseh 13 dni
inkubacije. Na podlagi tega sklepamo, da je optimalna pH vrednost za rast kulture AOA
med 7,1 - 7,5.
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Slika 5.18: Rast arhejske kulture N25 pri razliénih pH vrednosti gojis¢a
Meritve koncentracij NO, v ¢asu inkubacije (levo), generacijski ¢as je bil ocenjen iz naklona krivulje, ki

podaja In-transformirano produkcijo nitrita po ¢asu, med eksponentno fazo (desno).
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Figure5.18: Growth of Crenarchaeota culture N25 at different pH value of medium.
Measurements of NO, concentrations (left) during the time of incubation, generation time was estimated

from the dope of the In-transformed nitrite production measurements during exponential growth (right).

54.4 Dinamika rasti AOA v visoko obogateni kulturi

Po 17-ih precepljanjih (17 generacij) kulture N25, ko je bilata ze visoko obogatenaz AOA
(>95 %), smo njeno rast spremljali v krgSih ¢asovnih intervalih, da bi preverili kako je

povezan proces oksidacije amonija do nitrita z rastjo arhgje v kulturi.

Volumen zacetnega inokuluma smo prilagodili gostoti celic, tako da je koncentracija gena
amoA ob zatetku inkubacije v obeh primerih znasala priblizno 5x10° kopij / ml. V prvem
primeru je inokulum tako predstavljal 5 % zacetne kulture v drugem pa 10 %. V obeh
primerin smo zaznai stehiometri¢éno pretvorbo NH;* v NO, ter produkciji NOy

premosorazmerno narascanje Stevila celic ter koncentracije arhejskega gena amoA.

V prvem primeru (Slika 5.19), smo poleg zgorgy navedenih parametrov s pretocno
citometrijo dolocili tudi koncentracijo vseh celic v kulturi, da bi preverili zanesljivost
ocenjevanja koncentracije AOA na podlagi gena amoA. Dolocili smo tudi koncentracijo
bakterijskega gena 16S rRNA, da bi preverili dinamiko rasti bakterij, ki so Se prisotne v

kulturi.

Zacetna koncentracija NH,4" je v prvem primeru znaSala 1,1 mmol/l, zagetna koncentracija
NO, pa 0,144 mmol/l. Po 14 dneh inkubacije je prislo do popolne porabe amonijain je
koncentracije NO, znaSala 1,49 mmol/l. Celokupno &tevilo celic in koncentracij gena
amoA, je zacelo eksponentno narastati 5 dan inkubacije. Konec eksponentne in zacetek
stacionarne faze rasti je nastopil po 13 dneh inkubacije, ob tem je Stevilo kopij gena amoA
v kulturi doseglo najvi§o vrednost 8,7x10” kopij/ml. Koncentracija vseh celic v kulturi
dologena s preto¢no citometrijo je ob tem znagala 9,2x10’ celic/ml, kar ustreza vsoti &evila
kopij arhejskega gena amoA ter &evila kopij bakterijskih genov 16S rRNA (4,9x10°

kopij/ml) namililiter kulture v isti ¢asovni tocki.
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Vendar to ne drzi za vse ¢asovne tocke, kar bi lahko pomenilo da je pri izolaciji DNA iz
kulture prislo do izgub ai da smo na podlagi Stevilakopij enega od genov precenili Stevilo
prisotnih arhegjskih ali bakterijskih celic v kulturi. Koncentracija bakterijskega gena 16S
rRNA je bila ngjniZja ob zasetku inkubacije (3,1x10° kopij/ml) in je konstantno narascala
do zacetka eksponentne faze rasti arhgje (dan 5). V naslednjih dneh koncentracija ni ve¢
naras¢ala in se je ob koncu inkubacije celo nekoliko znizala. Po koncu eksponentne faze
rasti opazimo tudi zniZevanje koncentracije genov amoA, kar nakazuje na odmiranje AO

arhegskih celic v stacionarni fazi.
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Slika 5.19: Prvi primer rastne krivulje arheje v visoko obogateni kulturi N25 in potek oksidacije
amonija do nitrita pri 25 °C.

Figure 5.19: First example of the growth curve of Crenarchaeota in highly enriched culture N25 and

the cour se of ammonia oxidation to nitrate at 25 °C.

V drugem primeru, ko je inokulum predstavljal 10 % zacetne culture, je bila zatetna
koncentracija NH;" v goji&u 0,94 mmol/l, zatetna koncentracija NO, pa 0,103 mmol/I
(Slika 5.19 ). Lag faza ai faza prilaggjanja je bila v tem primeru krgjSa oziroma je sploh
nismo zaznali, sg je koncentracija gena amoA zacela takoj po precepljanju narasiati.
Celice so dosegle stacionarno fazo rasti po 9 dneh inkubacije, ko je bil oksidiran ves NH,;"
in je koncentracija NO; znaSala 1,17 mmol/l. Koncentracija AOA gena amoA v gojisu je

v tej Sasovni tocki znasala 6,1x10” kopij/ml.
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Slika 5.20: Drugi primer rastne krivulje arhgje v visoko obogateni kulturi N25 in potek oksidacije

amonija do nitrita pri 25 °C.

Figure 5.20: second example of the growth curve of Crenarchaeota in highly enriched culture N25 and
the cour se of ammonia oxidation to nitrate at 25 °C.

Hitrost rasti v eksponentni fazi je bila v prvem primeru, kjer je bila lag faza dolga 5 dni,
nekoliko nizja (0,24 /dan), kot v drugem primeru (0,27 /dan) (Preglednica 5.9).
Generacijski ¢asje v prvem primeru znasal 2,9 dni, v drugem pa 2,6 dni. Ne glede nato pa
sta oba generacijska ¢asa vec kot 2x daljSa, kot generacijski ¢as dolocen pri arheji N.

maritimus.

Preglednica 5.9: Generacijski €as, hitrost rasti in specifiéna hitrost oksidacije amonija v kulturi N25 v

primerjavi z arhejo N. maritimus.* - povzeto po M artens-Habbena in sod. 20009.

Table 5.9: Generation time, Growth rate and Cell specific ammonia oxidation rate in culture N25 in
comparison with N. maritimus. *- from M artens-Habbena et al. 2009.

Oznaka N25 | N2511 N. maritimus
Parameter (Enota) (25°C) (25°C) (30 °C)*
Hitrost rasti (growth rate) M (dan-1) 0,24 0,27 0,65
Generacijski ¢as g (dni) 29 2,6 11
Celi¢no specifi¢cna (fmol  NO,
hitrost oksidacije amonija /celico/dan) 7,5 6,8 13
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545 Taksonomska uvrstitev obogatenih sevov AOA

Vse AO arhge, ki smo jih tekom raziskovalnega dela uspeli pridobiti v obogatenih
kulturah (Par10, N25 in V25) se filogenetsko uvr&ajo v rod Nitrosopumilus, katerega
predstavnik je N. maritimus SCM1, ki je bil kot prva AO arhga izoliran v ¢isti kulturi
(Konneke in sod., 2005). Arhgji iz obogatenih kultur N25 in Par10 se na podlagi gena 16S
rRNA med seboj skorg ne razlikujeta (0,01%), vendar se od arhgje iz kulture V25

razlikujeta za 1%. Tarazlika bi lahko Ze pomenila dve razli¢ni vrsti.

Preglednica 5.10: Rezultati primerjave sekvenc gena za 16S rRNA iz obogatenih kultur AOA s
sekvencami v bazi podatkov GenBank.
Za vsako kulturo je navedenih pet najbolj sorodnih organizmov iz baze podatkov GenBank, podobnost ter

identifikacijska Stevilka posamezne sorodne sekvence.

Table 5.10: Blast results of 16S rRNA gene sequences obtained from AOA enrichment cultures against
the sequencesin GenBank database.
For each enrichment culture five closest relatives according to GenBank database are given, together with the

% of similarity and accession number.

NajbliZji sorodnik v bazi Id. &. (ang.
GenBank Podobnost Accession No.) I zvor

N25  Ca. Nitrosopumilus koreensis AR1 99,0%  NC 018655.1 morski sediment (Svalbard)
Ca. Nitrosopumilus sp. AR2 98,8%  NC_018656.1  morski sediment (Svalbard)

Nitrosopumilus maritimus SCM 1 98,8%  NC _010085.1  pesek v tropskem akvariju
Ca. Nitrosoarchaeum limnia SFB1 97,9%  NZ_CMO001158 estuarski sediment (0,6 psu)
Cenarchaeum symbiosum A 94,7%  NC 014820.1 morska spuzva

V25  Nitrosopumilus maritimus SCM1 99,7%  NC_010085.1  pesek v tropskem akvariju
Ca. Nitrosopumilus koreensis AR1 99,2%  NC _018655.1 morski sediment (Svalbard)

Ca. Nitrosopumilus sp. AR2 99,1%  NC_018656.1  morski sediment (Svalbard)
Ca. Nitrosoarchaeum limnia SFB1 97,4%  NZ CMO001158 estuarski sediment (0,6 psu)
Cenarchaeum symbiosum A 94,2%  NC 014820.1 morska spuzva

Par10 Ca. Nitrosopumilus koreensis AR1 98,7%  NC _018655.1 morski sediment (Svalbard)
Ca. Nitrosopumilus sp. AR2 98,6% NC_018656.1  morski sediment (Svalbard)

Nitrosopumilus maritimus SCM 1 98,6%  NC _010085.1  pesek v tropskem akvariju
Ca. Nitrosoarchaeum limnia SFB1 97,7%  NZ_CMO001158 estuarski sediment (0,6 psu)
Cenarchaeum symbiosum A 945%  NC 014820.1 morska spuzva

Na podlagi gena 16S rRNA arheja V25 izkazuje ngjvecjo sorodnost z N. maritimus (99,7
%), medtem ko sta arhgi N25 in Parl0 ngbolj podobni (98,8 —99,0 %) arheji Ca.
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Nitrosopumilus koreensis ARL, ki je bila obogatena iz morskega sedimenta na obmocju
arkticnega kroga ob oto¢ju Svalbard (Park in sod., 2012b). Nekoliko niZjo stopnjo
podobnost najdemo med sekvencami nasih AOA kultur in arhejo Nitrosopumilus sp. AR2
(Ca. Nitrosopumilus sediminis), ravno tako obogateno iz morskega sedimenta na obmocju
arkticnega kroga (Park in sod., 2012a)(Preglednica 5.10). Se nekoliko niZjo podobnost
zasledimo glede na arhgjo Ca. Nitrosoarchaeum limnia SFB1 iz estuarskega sedimenta na
obmocgju z nizko slanostjo (~ 0,6 PSU) (Mosier in sod., 2012a) in arhgjo Crenarchaeum

symbiosum A, ki je ssmbiont namorski spuzvi (Preston in sod., 1996).

Razlika med sekvencami gena amoA je vecja kot v primeru genov 16S rRNA (Preglednica
5.11). Arhgi iz obogatene kulture N25 in Parl0 sta ngbolj sorodni arkti¢ni arhgi
Candidatus Nitrosopumilus sp. AR2 (Ca. Nitrosopumilus sediminis; 95 % v obeh
primerih), medtem ko je arhgla iz kulture V25 ngbolj podobna arhgji Ca. Nitrosopumilus
koreensis ARL, ki je bila prav tako izolitrana iz sedimenta Arkti¢nega morja

Preglednica 5.11: Rezultati primerjave sekvenc gena amoA iz obogatenih kultur AOA s sekvencami v
bazi podatkov GenBank.
Zavsako od obogatenih kultur so navedeni &iri ngjbolj sorodnih organizmov iz baze podatkov, % podobnosti

ter identifikacijska Stevilka posamezne sorodne sekvence.

Table 5.11: Blast results of amoA gene sequences obtained from AOA enrichment cultures against the
sequencesin GenBank database.
For each enrichment culture four closest relatives according to GenBank database are given, together with the

% of similarity and accession number.

Identifikacijska &.

Najblizji sorodnik v bazi GenBank Podobnost  (ang.Accession No.)
N25 Candidatus Nitrosopumilus sp. AR2 95 % NC_018656.1
Candidatus Nitrosopumilus koreensis AR1 94 % NC_018655.1
Nitrosopumilus maritimus SCM 1 93 % NC_010085.1
Candidatus Nitrosoarchaeum limnia SFB1 90 % NzZ CM001158.1
V25 Candidatus Nitrosopumilus koreensis AR1 97 % NC_018655.1
Nitrosopumilus maritimus SCM 1 96 % NC_010085.1
Candidatus Nitrosopumilus sp. AR2 94 % NC_018656.1
Candidatus Nitrosoarchaeum limnia SFB1 90 % NZ_ CM001158.1
Par10  Candidatus Nitrosopumilus sp. AR2 95 % NC_018656.1
Candidatus Nitrosopumilus koreensis AR1 94 % NC_018655.1
Nitrosopumilus maritimus SCM 1 93 % NC_010085.1
Candidatus Nitrosoarchaeum limnia SFB1 90 % NzZ CM001158.1
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5.4.6 Morfologija v obogateni kulturi izoliranih arhej

Morfologijo celic v obeh kulturah, ki sta bili uspesno obogateni (N25 in V25) smo
opazovai s pomocjo vrsticnega elektronskega mikroskopa (SEM). Tako v kulturi N25
(Slika 5.21), kot tudi v kulturi V25 (Slika 5.22) so prevladovale celice pravilnih palicastih
oblik s premerom 0,4 um, vendar razli¢nih dolzin, od ve¢inoma 1 pm do 2 pum ali vec.
Poleg prevladujocih palicic pa lahko opazimo tudi celice drugih oblik (kokobacili, vibriji
in spirohete). Glede nato da gre za visoko obogateno kulturo AO arheje (~95 %) ter daje
bil vzorec odvzet v pozni eksponentni fazi rasti, sklepamo, da so celice ki predstavljajo

vedji del populacije (palicaste) arhejske celice odgovorne za oksidacijo amonija.
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Slika 5.21: Elektronska posnetka vzor ca kulture N25 v pozni eksponentni fazi rasti.
Elektromikrografiji sta posneti z vrsti¢énim elektronskim mikroskopom (SEM) pri 20000x povecavi (A), kjer
dolZinska oznaka na diki predstavlja 2 um ter pri 10000x povecavi (B), kjer dolZinska oznaka predstavlja 5

pm.
Figure5.21: SEM micrography of N25 culturein late exponential growth phase.

Electron micrographs were taken using scaning electron microscope (SEM) at magnifications of 20000x (A)

and 10000x (B), where the scale bars represent 2 and 5 um, respectively.
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Slika 5.22; Elektronska posnetka vzorca kulture V25 v pozni logaritemski fazi rasti.

Elektromikrografiji sta posneti z vrsticnim elektronskim mikroskopom (SEM) pri 20000x povecavi (A), kjer
dolZinska oznaka na diki predstavlja 2 pm ter pri 10000x povecavi (B), kjer dolZinska oznaka predstavlja 5
pm.

Figure5.22: SEM micrography of N25 culturein late exponential growth phase.

Electron micrographs were taken using scaning electron microscope (SEM) at magnifications of 20000x (A)

and 10000x (B), where the scale bars represent 2 and 5 um, respectively.
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6 RAZPRAVA IN SKLEPI

6.2 RAZPRAVA

6.2.1 Amonij-oksidirajoce arhe e in bakterije v obalnih vodah TrZaskega zaliva

—letna dinamika

Zaradi vse vecjega antropogenega vpliva na globalno krozenje duSika se soocamo s
Stevilnimi problemi, kot so zmanjSanje biodiverzitete, povetana produkcija toplogrednega
plina N,O in evtrofikacija kopenskih in morskih vodnih ekosistemov (Gruber in Galloway,
2008). Vplivu so Se posebel podvrzena polzaprta in plitva obalna obmocja s stevilnimi
pritoki rek, kot je Trzaski zaliv. Povecani recni vnos raztopljenega anorganskega dusika
(DIN) ter ortofosfata PO,>, v obdobju pogostej&ih padavin v Trzaskem zaivu povzrogijo
nenadni razcvet fitoplanktona, s cemer se poveca kolicina partikulatne (POM) in
raztopljene (DOM) organske snovi v sistemu (Malg in sod., 1995; Turk in sod., 2007;
Mozeti¢ in sod., 2012). Za sklenitev duSikove zanke, ki jo s kemijsko fiksacijo N
pospesuje ¢lovek so kljucnega pomena oksidatorji amonija, ki ob heterotrofni razgradnji
organske snovi sprosceni amonij- oksidirgjo do NO,'. Nitrit po oksidaciji do NOs3™ vstopa v

proces denitrifikacije pri kateri nastgja atmosferski dusik (N>), ki se vratav atmosfero.

Na podlagi razsirjenosti nedavno odkritih amonij-oksidirgjo¢ih mezofilnih arhel debla
Thaumarchaeota, ocenjujggo da so AOA poglavitni oksidatorji amonija v morskih,
dladkovodnih in talnih ekosistemih (Wuchter in sod., 2006). Kaksna je razSirjenost in
sestava zdruzbe oksidatorjev amonija v Trzaskem zalivu Se ni znano. Tudi sicer ni znano
kateri okoljski dejavniki najbolj vplivao na njihovo dinamiko v morskih okoljih. Trzaski
zaliv, ki ima zaradi svoje zaprtosti, plitkosti (manj kot 30 m globine) in Stevilnih dotokov
sladke vode specifiéne oceanografske znacilnosti, predstavlja idealni ekosistem za Studije
vpliva razli¢nih fizikalnih in kemijskih dgjavnikov na razSirjenost in sestavo razlicnih
mikrobnih zdruzb. Sezonska nihanja temperature, slanosti in nutrientov so v tem delu
Jadrana namre¢ zelo izrazita in posredno ter neposredno vplivajo na mikrobne zdruzbe v

sistemu (Tintain sod., v recenziji).
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Rezultati kvantifikacije arhegjskih in betaproteobakterijskih genov amoA v Trzaskem zalivu
so pokazali, da so AOA tekom celega leta za 2 do 3 velikostne razrede bolj razsirjene kot
RAOB, kar je v skladu z rezultati mnogih Studij, tako iz odprtih kot tudi obalnih morij
(Wuchter in sod., 2006; Francisin sod., 2007; Mincer in sod., 2007; Agogue in sod., 2008;
Beman in sod., 2008; Beman in sod., 2010; Newell in sod., 2013). Previada AOA potrjuje,
da so le te dobro prilagojene na Zivljenje v obalnem morju TrZaskega zaliva ter po vsg
verjetnosti predstavljao najpomembnejSe oksidatorje amonijav tem okolju. Kljub Steviléni
razliki, pa so koncentracije arhegjskih in betaproteobakterijskih genov amoA tekom leta
sovpadale, kar daje slutiti da na razsirjenost obeh skupin vplivao isti okoljski dgjavniki. S
primerjavo ¢asovne dinamike AOA in RAOB z dinamiko okoljskih dejavnikov tekom
enega leta, nam ni uspelo povsem razjasniti kateri izmed okoljskih faktorjev ngjbolj vpliva
na taksno ¢asovno razporeditev. Najvi§e koncentracije arhgjskih in betaproteobakterijskih
genov amoA so bile izmerjene v hladngjSih mesecih ter v pridnenem sloju in ¢asovno niso
sovpadale oziroma so negativno korelirale s koncentracijami substrata - NH,4", ki so videk
dosegle v poletnih mesecih (julij, avgust). Kot statisticno znacilne smo zaznali le povezave
med Stevilom AO in izmerjenimi koncentracijami nitrita in nitrata, ne pa tudi z ostalimi

okoljskimi dejavniki.

Na podlagi vse vecjega Stevila raziskav fiziologije, genetike in biokemije AOA, ki se
vrstijo od njihovega odkritja leta 2005, se je razvilo kar nekaj hipotez, ki bi lahko pojasnile
mehanizme ki zagotavljgjo ekolosko prednost AOA pred AOB. Ena od zelo pomembnih
prednosti AOA bi lahko bila zelo visoka afiniteta za prevzem NH4" (Kn=0,142 uM NH,"),
ki je bilaizmerjena v cisti kulturi arhgje N. maritimus, sg je ta ve¢ kot 200-krat vi§a od
afinitete izmerjene v bakterijskih kulturah; N. europaea (K= 553 pM NH;"), N. oceani
(Km=101,4 pM NH;") (Martens-Habbena in sod., 2009). NajniZja koncentracija NH,4",
potrebna zarast arheje N. maritimus pa znasa~10 nM, kar je >100-krat manj od minimalne
koncentracije potrebne za rast AOB (>1 uM) (Martens-Habbena in sod., 2009). S tako
veliko afiniteto do skupnega substrata predstavljgjo AOA v boju z AOB za prosti NH4"
moc¢nega tekmeca predvsem v odprtih, pa tudi v obanih morjih, kjer so povprecne
koncentracije NH,4" precej nizke (< 0,03 — 3 umol /1) (Bange, 2009). Ceprav je ngvi§a
tekom nae &tudije izmerjena koncentracija NH;" (3,5 pmol/ 1) zelo visoka v primerjavi s

koncentracijami NH," v oceanih (0,01 - 0,5 pmol /1), je ta % vedno precg nizja od
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koncentracije ki jo za optimalno hitrost rasti potrebuje RAOB N. europaea.(> 100 pmol/l)
(Bollmann in sod., 2002).

Zelo verjetno je za Steviléno previado AOA v aligotrofnih morskih okoljih odgovoren tudi
povsem drugacen metabolizem pridobivanja energije, ki so ga na podlagi genomskih analiz
odkrili pri AOA (Walker in sod., 2010). Mehanizem oksidacije NH4" in pretoka elektronov po
dihani verigi pri AOA e ni povsem pojasnjen. NajnovejSe raziskave pa so potrdile, da je tako
kot pri AOB tudi pri AOA, NH,OH vmesni produkt pri oksidaciji amonija. Tekom iste
raziskave se je izkazalo tudi, da je izkupicek energije pri arhegji N. maritimus pri oksidaciji ene
molekule NH>OH vi§i, kot pri AOB (Varalain sod., 2013). Vegji energijski izkupicek bi bil
lahko znak, da oksidacija amonija pri AOA poteka po predlagani metabolni poti 2 (Slika 2.6),
kjer se nadihalno verigo prenesgo vs 4e-, ki nastanegjo ob oksidaciji NH,OH, medtem ko se v
primeru AOB 2e- vrneta na AMO za aktivacijo NH;" (Stahl in De la Torre, 2012). Poleg
uporabe morebitne metabolne poti, ki bi lahko bila vzrok za vegji izkupicek energije pri enaki
koli¢ini oksidiranega substrata, pa bi lahko ekolosko uspednost AOA pripisai tudi sami
biokemijski sestavi metabolnih proteinov, ki v nasprotju z z zelezom bogatimi proteini amonij-
oksidirgocih bakterij, v svojih aktivnih centrih vsebujejo baker. Raztopljen baker je namrec v
morski vodi obi¢gjno za en velikostni razred bolj razSirjen kot Zelezo (Urakawain sod., 2011).
Ekolosko prednost pa predstavlja tudi »majhnost« celic AOA (10,2 fg proteinov/celico) v
primerjavi z AOB (120 and 650 fg proteinov /celico), sg je zaradi ugodnejSega razmerja med

maso in volumnom celice u¢inkovitost absorpcije zarast potrebnih elementov vecja

Ceprav so podobno kot v nad &udiji, ¢asovno in prostorsko sovpadanje arhejskih in
betaproteobakterijskin AO pokazale tudi raziskave v nekaterih odprtih (Wuchter in sod.,
2006) in obalnih morij (Beman in sod., 2010), so nekatere Studije razporeenosti AO
vzdolZz dlanostnega gradienta v estuarjih pokazale ravno nasprotno razporeditev. Kar
pomeni, da v doloc¢enih okoljih na porazdelitev AOA in RAOB vplivgo razli¢ni okoljski
dejavniki.

Kljub veliko vegji afiniteti za prevzem NH4" pa je maksimalna hitrost oksidacije amonija

glede na celicno biomaso v ¢isti kulturi arhgje N. maritimus priblizno enaka (51,9 pmol
NH," /mg proteinov/h) kot v primeru bakterije N. europaea (30 to 80 umol NH4" /mg
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proteinov/h), kar bi v primerih, ko so koncentracije NH;" v okolju dovolj visoke in prednost
AOA pri prevzemu NH," ni ves tako pomembna, pomenilo, da stasi skupini bolj enakovredni.
Taki pogoji so prisotni v akvarijih z morsko vodo, kjer je razmerje med AOA in AOB bolj
izenateno (Urakawa in sod., 2008) ter v nekaterih z NH," obogatenih okoljih, kot je na primer
estuarij San Francisco Bay (NH4": 1,7 - 15 umol/l) (Mosier in Francis, 2008). Raziskovalci
so v tem sistemu pokazali, da slanost bistveno vpliva na sestavo zdruzbe AO, sg se je
izkazalo, da AOB prevladujgo v predelih estuarja z visoko slanostjo (10-31 PSU), medtem
ko so AOA prevladovale v predelih nizke slanosti (0,2 -0,9 PSU). Povpre¢na slanost v
Trzaskem zalivu je precg vi§a ~ 37 PSU, razpon slanosti tekom leta pa precgl manjsi (30
— 38 PSU), kar je morda razlog, da statisticno znacilne korelacije med RAOB oziroma
AOA in dlanostjo v naSem primeru nismo zaznali (Preglednica 5.1). Slanost je v Trzaskem
zalivu povezana s pritoki rek ter temperaturno razslojenostjo vodnega stolpa v polethem
¢asu, ko se voda nizje danosti zadrZzuje na povrsini (Slika 5.1 in Slika 5.2). Morebitno
korelacijo med AO in danostjo bi tako lahko zaznali meseca julija, ko je bila vertikalna
slanostna razslojenost nagjvecja (31,4 PSU -v povrSinskem sloju; 36,7 PSU v pridnenem
sloju), vendar statisticno znacilne korelacije tudi v tem primeru nismo zaznadi. 1z tega
sklepamo, da je slanost pomemben dejavnik pri oblikovanju zdruzbe AO le v tistih
morskih okoljih, kjer je koncentracija NH," dovolj visoka, da lahko AOB uspe3no
tekmujgo z ACA.

IzkoriS¢anje dolocenih organskih substratov za namen pridobivanja energije, bi ravno tako
lahko predstavljalo ekolosko prednost AOA pred AOB. Geni, ki kodirgo transporterje za
prevzem nekaterih organskih substratov, kot so aminokisline, oligopeptidi, glicerol in
sulfonati, so bili namre¢ ngdeni v genomu arhge N. maritimus in arhgje C. symbiosum
(Wahman in sod., 2009; Walker in sod., 2010). Eksperimentalno vpletenost teh molekul v
energijski metabolizem v ¢istih in obogatenih kulturah AOA Se ni bila potrjena
(Hatzenpichler, 2012). V kolikor pa je NH4" edini vir energije za AO, bi pri¢akovali, da
bodo AOA in RAOB ngjbolj raz&irjeni v obdobju najvigih koncentracij NH4", vendar smo
tekom naSe raziskave izmerili ngvige koncentracija genov amoA v obdobju od oktobra
2010 do decembra 2010, ko so bile koncentracije NH," nizke (0,19 — 0,5 umol/l) oziroma
rahlo povisane (1,2 pumol/l) le v pridnenem sloju, medtem ko smo najvi§e koncentracije

NH," (1,8 - 3,6 umol/l) v pridnenem sloju izmerili julijain v povr&inskem pa avgusta (0,89
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— 1,78 pmol/l). 1zmerjene vige koncentracije AO pri nizjih temperaturah in negativna
korelacija &tevila genov amoA s koncentracijami NH," sovpadajo z rezultati predhodnih
Studij (Wuchter in sod., 2006; Herfort in sod., 2007; Mincer in sod., 2007; Beman in sod.,
2008; Gaand in sod., 2010; Lindas in Bernander, 2013). Za razlago tega pojava je kljuc¢en
tudi podatek, da so koncentracije tako arhejskih kot tudi betaproteobakterijskih genov
amoA v Trzaskem zalivu nekakrat vi§e v pridnenem, kot v povrdinskem sloju v vecini
preucevanih ¢asovnih tock. Vzrok za taksno prostorsko in ¢asovno razporeditev bi lahko
pripisali razlicnim svetlobnimi pogojem, ki so jim pelagi¢ni mikroorganizmi izpostavljeni
tekom letater v razli¢nih globinskih slojih. Ze dalj ¢asa je znano, da so AOB obéutljive na
svetlobo, kar imenujemo fotoinhibicija. V skladu s teorijo o fotoinhibiciji je tudi
razporeditev AOA in AOB v oceanih, sg so te ngbolj razSirjene v spodnjem delu
evfotskega pasu (Mincer in sod., 2007; Beman in sod., 2008). Nedavno pa je hila
fotoinhibicija potrjena tudi pri dveh razli¢nih kulturah AOA (N. maritimus in Nitrosotalea
devanatera), pri cemer se je pokazalo da je obcutljivost na svetlobo pri AOCA Se bolj
izrazita kot pri AOB (Merbt in sod., 2012). ZmanjSan vpadni kot sonc¢nih Zarkov
(intenziteta in valovna dolzina) in krgj§ cas radiacije (krgj§ dan, manj son¢nih dni), bi
tako lahko pozitivno vplivali na rast AO, kar bi pojasnilo vige koncentracije AOA in
RAOB v pridnem sloju Trzaskega zaliva, kjer je intenziteta svetlobe ngjmanjsa ter viske
razSirjenosti AO novembra in decembra, ko je vpadni kot sonénih Zarkov nagnizji ter
dolZina dneva najkrajSa. Poleg tega pa bi lahko taksno razporeditev AO pojasnili tudi z
vecjo dostopnostjo hranil oziroma dolocenih mikronutrientov, katerih koncentracije so
vi§e v pridnenem sloju oziroma v zimskem obdobju, zaradi resuspenzije sedimenta ob

intenzivnem meSanju vodnega stolpa v jesenskem obdobju.

Na razporeditev AOA tekom leta bi lahko vplivala tudi dinamika pojavljanja posameznih
vrst fitoplanktona. Nekatere Studije arhegjskih zdruzb iz Severnega morja (Wuchter in sod.,
2006; Herfort in sod., 2007) ter Kanala Santa Barbara (Murray in sod., 1999) poroc¢go o
negativni korelaciji med prostorsko ai ¢asovno poviSanimi koncentracijami klorofila in
Stevil¢nost arhejskih celic iz skupine MGI. Herfort in sodelavci (2007) so opazili tudi nizje
koncentracije arhg v obmocjih Severnega morja, kjer so prevladovale vecje
fitoplanktonske vrste (~ 5 um) in vi§e koncentracije arhgj tam kjer so previadovale

pikofitoplanktonske vrste (cianobakterije in fitoplanktosnke vrste velikosti < 3 um ). V
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nasem primeru to lahko le delno potrdimo, sg se je koncentracija arhejskega gena amoA v
povrsinskem sloju zacela zviSevati novembra - v obdobju razcveta vecjih fitoplanktonskih
vrst - diatome ter dosegla ngvi§o tocko ob razpadu fitoplanktonskega razcveta —
decembra, ko so vrednosti klorofila padle iz 2,9 do 0,38 ul /I (Tintain sod., v recenziji).
Ceprav se nad rezultati ne ujemajo popolnoma z rezultati iz drugih obmogij,
predvidevamo, da se AOA in predstavniki vegjih fitoplanktonskih vrst potegujejo za NH,"
oziroma za nek drug substrat, ki gav pozno jesenskem ¢asu v Trzaski zaliv vhesgo pritoki
rek. Za boljSe razumevanje morebitnih medsebojnih vplivov med glavnimi mikrobnimi
skupinami, bi bile potrebne nadaljnje usmerjene raziskave njihove sezonske in prostorske

dinamike.

V skladu z rezultati mnogih Studij je tudi pozitivna korelacija med AOA in koncentracijo
nitrita (NO;) ter koncentracijo nitrata (NOsz) v pridnenem sloju. Ta korelacija ni
presenetljiva sa) NO, in NOs nastgjata v procesu nitrifikacije ter nakazujeta na povecano
nitrifikacijsko aktivnost. To Se posebg velja za nitrit, ki je vmesni produkt v procesu
nitrifikacije in se zaradi hitrega delovanja nitritnih-reducentov v okolju ne kopidi.
Pozitivno korelacijo med NO3 in AOA, ki je v odprtih morjih pogosta, v Trzaskem zalivu
zaznamo le v pridnenem sloju, kjer je vpliv sladkovodnih pritokov manjSi. V nasprotju z
odprtimi morji, kjer lahko opazimo statisticno znacilno povezavo med AOA in NOs
(Beman in sod., 2008), so namre¢ v obalnih morjih, kot je Trzaski zaliv, poleg nitrifikacije

pomemben vir NOz vhosi rek.

Poletna temperaturna in gostotna razslojenost vodnega stolpca je zaradi plitkosti bazena
zelo znatilen pojav v TrzaSkem zalivu (Maaci¢ in Petelin, 2001). Njeno stabilnost v
poletnem ¢asu Se dodatno povecuje krozni tok vodnih mas, ki se ustvari znotrg zalivainle
tega izolira od ostalih juzno-Jadranskih vodnih mas (Supi¢ in Orli¢, 1999). Odsotnost
vertikalnega meSanja morske vode med gostotnimi sloji mo¢no vpliva tako na vertikalno
razporeditev nutrientov kot tudi na razporeditev AO (Slika 5.3). Vertikalna razporeditev
arhegiskih in betaproteobakterijskih genov amoA sta povezani in razen v pridnenem sloju
dobro sovpadata s koncentracijo NH,", ¢esar pri ¢asovni razporeditvi genov nismo zaznali.
Se posebej zanimiva je globinska pojavnost betaproteobakterijskih genov amoA, ki smo jih

zaznai lev slojih, kjer je bilaizmerjena koncentracijaNH,4" vi§aali enaka 1 pmol/l, kar je
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tudi ngjnizja koncentracija ki Se dovoljuje rast AOB v cistih kulturah (Martens-Habbenain
sod., 2009). Iz globinske razporeditve nutrientov je dobro vidna tudi povezava med
povisano koncentracijo NOs in nizko slanostjo (30,5 — 31,5 PSU), ki se kopicita v
povrsinskem sloju (Slika 5.3). Ravno nasprotna pa so meseca februarja, ko razslojenost ni
prisotna, koncentracije hranil in genov amoA homogeno razporeene vzdol z vodnega stolpa
(Slika 5.4). Kar razlocno kaze na vpliv temperaturne in gostotne razslojenosti vodnega
stolpa na vertikalo razporeditev AOA in RAOB.

V nekaterih morskih okoljih, so poleg betaproteobakterijskih AO zaznali prisotni AO iz
rodu Nitrosococcus, ki se uvrstgjo med gamaproteobakterije (Ward in O'Mullan, 2002;
Lam in sod., 2007). Njihova razSirjenost in ekologija je slabo poznana, poleg tega
raziskovalci poro¢ajo 0 neuspeSnem pomnozevanju znacilnega zaporedja gena amoA za ta
rod, oziroma v koncentracijah, ki so pod mejo detekcije (Wuchter in sod., 2006; Beman in
sod., 2008). Pomnozevanje teh genov je bilo neuspesno tudi v nasem primeru, zato
sklepamo da gamaproteobakterijski AOB v Trzaskem zalivu niso prisotne oziroma je
njihova koncentracija pod mejo detekcije metode PCR in zato bistveno ne pripomorejo k
oksidaciji NH,".

6.2.1.1 Filogenetska raznolikost zdruzbe amonij- oksidirgocih arhg v Trzaskem

zalivu

Zaradi visoke Steviléne prevliade arhegjskih genov amoA nad betaproteobakterijskimi, ki
smo jo zaznali tekom celega leta, sklepamo, da so amonij-oksidirgoce arhge glavni vrsilci
procesa oksidacije NH;" v Trzaskem zalivu. Prisotnost AOA v visokih koncentracijah je
bila ugotovljena v mnogih morskih ekosistemih, poleg tega pa je bila odkrita tudi velika
globalna pestrost zdruzbe AOA (Beman in sod., 2008). Na podlagivariabilnosti gena amoA
se amonij-oksidirgjoce arheje filogenetsko uvrscgo v pet glavnih klastrov in dalje v ved
podklastrov, ki so jih avtorji poimenovali glede na zivljenjski prostor v katerem so bili
zaznani prvi predstavniki (Francisin sod., 2005). Taksnafilogenetskarazvrstitev je rezultat
Stevilnih Studij, ki temeljijo predvsem na prostorski (geografsko, razlicne ekoloske nise)
raznolikosti gena amoA. Zelo malo pa je Studij ¢asovno - sezonskih sprememb zdruzb
AOA v posameznih okoljih. Da bi ugotovili ai se tekom leta, kot odziv na spreminjgjoce
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se razmere v Trzaskem zalivu spreminja tudi zdruzba AOA ter dobili vpogled v njeno

strukturo smo opravili filogenetsko analizo na podlagi variabilnosti arhejskega gena amoA.

DGGE andlizavariabilnosti gena amoA je pokazala, da se zdruzba AOA v Trzaskem zalivu
ob prehodu iz toplgSega (april — september) v hladnglS dela leta (oktober — marec)
spremeni. Zdruzba ki prevliaduje v toplejSem delu leta se razlikuje od tiste, ki se vzpostavi
po premeSanju vodnega stolpca na prehodu v hladngjSi del leta, tako locimo »toplgSi« in
»hladngSi« tip zdruzbe (Slika 5.6). Razlike med zdruzbama so vidne v neenakomerni
razSirjenosti posameznih genotipov tekom leta, kot tudi v prisotnosti oziroma odsotnosti
doloc¢enih genotipov. Vzrok za nenadno spremembo zdruzbe je ngjverjetngje premeSanje
vodnega stolpa v jesenskem casu (september-oktober), do katerega pride ko se zaradi burje
povrsinska voda umika iz zaliva in jo nadomesti voda globinskih vodnih mas, ki v zaliv
vstopa iz juga (Maaci¢ in sod., 2009). Burja lahko v le nekg urah premesa celoten vodni
stolpec, v nekg dneh pa zamenja celotno vodno maso v Trzaskem zalivu. Mocna burja, ki
je bilav zalivu prisotna v dneh med 17. in 20. 9. 2010 (Tinta in sod., v recenziji) je tako
najverjetnje vzrok za doloc¢ene spremembe v sestavi zdruzbe AOA, ki smo jih kmalu zatem
(23. 9. 2010) zazndi na podlagi analize DGGE v obeh vzor¢evanih slojih (Slika 5.5).
Nekateri genotipi AOA lahko, kot posledica premeSanja vodnega stolpa, izvirgo iz
sedimenta ali pa so v zaliv pridli z globinskimi vodnimi masami iz juga. Nenazadnje pa
obstaja moznost, da so ti genotipi v zelo majni koncentraciji prisotni v zalivu ves ¢asin se
zaradi vnosa dodatnih hranil (pritoki rek, resuspenzija sedimenta, vnos z globljimi vodnimi
masami) ter spremembe fizikalnih pogojev v jesenskem obdobju bolj namnozijo, kar
opazimo kot spremembo zdruzbe AOA. Tako lahko sklepamo, da so optimalni pogoji za
rast razli¢nih genotipov AOA razli¢ni in v dolocenih pogojih lahko dobro uspevajo samo
nekateri genotipi. Vecja pestrost oziroma prisotnost vecih razlicnin genotipov, ki so
prilagojeni na razli¢cne okoljske pogoje, zdruzbi omogoca hiter odziv na spremembe v

okolju ter zagotavlja neprekinjen potek procesa oksidacije NH,4".

Na podlagi DGGE analize ocenjena pestrost zdruzbe je nekoliko viga v hladngSem delu
leta, vendar pa se zopet zniZza v mesecu novembru in decembru, to je v ¢asovnih to¢kah ko
je Stevilcnost zdruzbe AOA ngjvecja (Preglednica 5.3). lzkaze se, da je za visoke

koncentracije arhgjskih amoA genov v zimskem obdobju odgovoren en sam genotip ACA
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(Slika 5.7), kar pripisujemo najboljs prilagojenosti tega genotipa na trenutne razmere v

okolju.

Kljub temu, da skupna analiza rezultatov iz povrSinskega in pridnenega sloja zaradi
razli¢nih hitrosti potovanja DGGE fragmentov v dveh loc¢enih gelih ni bilamogoca, lahko s
pomogjo vizualne primerjave gelov ugotovimo, da se zdruzbe v povrsinskem in pridnenem
doju v isti ¢asovni tocki bistveno ne razlikujgo (Slika 5.5). Nekaj razlik opazimo le v
toplejSem delu leta, vendar le v Stevil¢nosti nekaterih genotipov ter v splodno nekoliko
VecSji pestrosti zdruzbe v pridnenem sloju, kar bi lahko pripisali razslojenosti vodnega
stolpa in resuspenziji sedimenta pri ¢emer v vodo nad dnom prehajgjo tudi genotipi AOA
znxtilni za sedimente. To nakazuje, da poletna razslojenost vodnega stolpca vpliva tudi na
samo sestavo zdruzbe AOA. Kljub temu pa smo ocenili, da je sezonska variabilnost
zdruzbe vecja kot variabilnost med globinskimi sloji, ¢eprav bi bilo za potrditev sezonske
periodi¢nosti pojavljanja posameznih genotipov in natan¢ne Se dolocanje njihove ekoloske

vloge v Trzaskem zalivu, potrebno opraviti dodatne analize v daljSem ¢asovnem obdobjul.

Sezonskost zdruzbe AOA smo potrdili tudi z analizo sekvenc gena amoA, ki smo jih
pridobili z izdelavo genskih knjiznic iz sezonskih vzorcev na globini 21 m. Filogenetska
analiza je pokazala, da se vse andlizirane amonij-oksidirgoce arhge iz Trzaskega zaiva
uvrségo v klaster Nitrosopumilus, kamor se uvrsea tudi vecina AOA iz morskih okolij.
Vecina sekvenc gena amoA je bila uvrsena v podklaster »N. maritimus-sorodni«
podklaster, znotrg) katerega so tvorile dve loceni skupini glede na ¢as vzoréenja. V prvo
skupino so se skupg z N. maritimus uvrstile predvsem AOA iz spomladanskega (april) in
poletnega (julij) vzorca morske vode (Slika 6.1). Njihova podobnost z N. maritimus znasa
od 91 do 96 %. Uvrstitev teh sekvenc skupg z N. maritimus ni presenetljiva sg so verjetno
genotipi, ki se pojavljgo v topleggSem delu leta, tako kot N. maritimus prilagojeni navi§o
temperaturo (25 -30 °C) in zmerno povisane koncentracije NH4" (1,5 -3 pM). Vetina AOA
iz vzorcev odvzetih v jesenskem (november) in zimskem (februar) ¢asu pa se uvr&a v
drugo skupino. Njihova podobnost z N. maritimus na nivoju gena amoA znasa od 88 do 92
%. To skupino bi lahko glede na poimenuvanje skupin AOA po Beman in sodelavci (2008)
(Slika 2.5) poimenovali tudi »sedimentno/koralna« skupina, kar bi lahko razlozili s

prisotnostjo »sedimentnih« genotipov AOA po celotnem vodnem stolpu, zaradi
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intenzivnejSega meSanja morske vode v hladngiSem — hidrolosko bolj dinami¢nem
obdobju. Vendar pa moramo biti pri takem sklepanju previdni, sg se je pokazalo, da se v
filogenetske skupine, ki so bile imenovane glede na okolje v katerem so hili najdeni prvi
predstavniki, kasnge uvrségjo tudi sekvence, ki so bile izolirane iz drugih okolij ter da
filogenetska uvrstitev ni vedno vezana na izvor posameznega predstavnika zdruzbe (Pester
in sod., 2012). Tako se v omenjeno skupino uvrsgjo tudi AOA iz mezopelagi¢nega sloja
Severnega Atlantskega oceana (globina ~600 m; 49,73 °N), ki ne izhajgo iz sedimenta
(Agoguein sod., 2008).

Poleg omenjene vecine sekvenc, so se nekatere OTU, ki zdruzujejo predvsem sekvence
gena amoA iz aprilskega ter julijskega vzorca pojavile kot lo¢ena podskupina z manjso

podobnostjo glede naarhgjo N. maritimus (Slika 6.1).

Predvidevanje, da so v vodnem stolpcu Trzaskega zaliva prisotne predvsem AOA, Ki
sodijo v podklaster »morski vodni stolp« - v »plitvo-morsko« skupino (skupina A), se ni
izkazalo za pravilno, sg seje v to skupino zagotovo uvrstila le ena OTU, ki zdruzuje pet
sekvenc gena amoA iz februarskega vzorca (Slika 6.1). Vendar se je izkazalo, daje delitev
AOA na »plitvo-morsko« in »globoko-morsko« skupino zelo ohlapnain da gre v bistvu za
AOA, ki so prilagojene na razli¢ne koncentracije NH;" (HAC; povpresno 1,24 uM; LAC:
< 0,01 uM NHj") (Francis in sod., 2005; Sintes in sod., 2013). Razlika v zaporedju gena
amoA, ki locuje ekotip HAC od ekotipa LAC verjetno prispevak razli¢ni afinitetiti encima
AMO do amonija. Analiza sekvenc gena amoA iz nadih genskih knjiznic je pokazal a, da bi
vecino sekvenc gena amoA iz Trzaskega zaliva lahko uspeSno pomnozili z zacetnimi
oligonukleotidi, ki so jih Sintes in sodelavci (2013) razvili za pomnoZevanje amoA arhej,
ki se znagilno pojavljgjo v obmogju z vi§o koncentracijo NH,4", kar pomeni dav Trzaskem
zalivu prevladuje AOA ekotip HAC. Taksna opredelitev se sklada tudi z definicijo ekotipa
HAC, s3 so bile izmerjene koncentracije NH4" v &asu vzoréenja vige od 0,05 puM, v
povprecju pa 1,09 uM v pridnenem in 0,47 UM v povrSinskem sloju. Tako sklepamo, da
uvrstitev vecine AOA izven podklastra »vodni stolp«, ni pogojena z afiniteto encima AMO
do substrata ampak z drugimi parametri, ki jih tekom Studije nismo uspeli dolociti.
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Slika 6.1: Skupno filogenetsko drevo vseh sekvenc arhejskega gena amoA pridobljenih tekom celotne

raziskave.

Drevo je izdelano po metodi najvecje podobnosti (Maximum likelihood) z upostevanjem 2-parameterskega

Kimura modela nukleotidnih zamenjav, verjetnost posameznih povezav je testirana z metodo Bootstrap z 200

ponovitvami. Zaporedja amoA iz okoljskih vzorcev so zdruZena v enote OTU na podlagi 98 % podobnosti.

Posamezne OTU so oznacene glede na mesec iz katerega izhaja ngjvetje Stevilo sekvenc: november (temno
modra), februar (svetlo modra), april (zelena), julij (rumena). Stevilo sekvenc v posamezni OTU in njihov
izvor so podani v oklepaju poleg imena OTU. Z rdecim krogom so ozna¢ene sekvence gena amoA iz

obogatenih kultur. Referen¢ne sekvence gena amoA so bile povzete po Agoguein sod. (2008) .
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Figure 6.1: Phylogenetic tree of all amoA gene sequences obtained during this study.

Tree was constructed using Maximum likelihood construction method based on 2-parameter Kimura
substitution model, the probability was tested with bootstrap analyses. The OTUs comprising amoA genes
from different season based on 98 % similarity are marked according to month of sampling of majority of the
sequences. November (dark blue), February (light blue), April (green), July (yellow). Number and source of
the sequences in each OTU is given in brackets next to the OTU name. AMoA gene sequences obtained from
enrichment cultures of Thauarchaeota are marked with red circle. Reference amoA genes sequences were
adopted from Agogue at al. (2008) .

Razmerje med sStevilom arhgskih genov amoA in genov 16S rRNA skupine
Thaumarchaeota MGI je ravno tako pokazalo na sezonsko razdeljenost zdruzbe AOA.
Delez je zelo visok v povrsinskem sloju v toplejSih delih letain bi 1ahko pomenil prisotnost
vrst z velikim Stevilom kopij genov amoA na genom. Medtem, ko je delez v hladngSih
mesec nizji (med 1,3 in 1,8) v obeh dlojih. V pridnenem dloju je v toplegSih delih leta
razmerje AOA amoA /MGI 16S rRNA znasalo < 1, kar bi lahko pomenilo prisotnost vrst
MG, ki ne vsebujejo genaamoA. Nenavadno visoko razmerje amoA:M Gl v toplejSem delu
leta, bi lahko bilo tudi posledica inhibicij pri pomnoZevanju gena 16S rRNA, zaradi
prisotnosti neznanih inhibitornih snovi v vodnem stolpu v tem delu leta, vendar je bila
inhibicija tekom analize izkljutena. Ceprav so nekateri avtorji ravno tako porocai o
razmerju > 10 (Church in sod., 2010), so drugi kasneje pokazali, da je delez MGI genov
podcenjen zaradi nepopolnega naleganja zacetnih oligonukleotidov pri pomnoZevanju
genov v vzorcih iz antarkti¢cnega morja (Alonso-S&ez in sod., 2012). Kar bi bil lahko
razlog tudi za visoko razmerje genov v primeru poletne zdruzbe AOA v Trzaskem zalivu.
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6.2.2 Pestrost arhegjske in bakterijske zdruzbe v morskem snegu in vedjih
organskih agregatih

Pojav morskega snega in vecjih organskih agregatov je v Trzaskem zalivu zelo pogodt, ti
obcasno dosezejo velikosti tudi po ve¢ metrov v dolzino, kar je fenomen ki je omegen na
nekatera polzaprta obmocja Mediteranskega in Jadranskega morja (pregled v Turk in sod.,
(2007)). V Trzaskem zalivu se vecji organski agregati pojavljajo predvsem pozno spomladi
in poleti, ko se zaradi intenzivnega razcveta fitoplanktona v vodnem stolpu mo¢no poveca
koli¢ina raztopljene organske snovi. Ta se ob stabilnih hidroloskih pogojih, ko je vodni
stolpec temperaturno in gostotno razslojen, zdruzuje v vse vecje strukture, kar privede do
nastanka morskega snega in vecjih agregatov (Turk in sod., 2007; Turk in sod., 2010)
Organski agregati kot tudi manjs delci morskega snega, predstavljgo z organsko snovjo
obogatena mikrookolja, kjer se zaradi pospeSene heterotrofne razgradnje aktivno porablja
kisik, kar vodi do nastanka suboksi¢nih mikrookolij (Wright in sod., 2012). Poleg tega pa
je zaradi poteka amonifikacije koncentracija NH," v agregatih ter njihovi neposredni
blizini vecja kot v okolici in nekateri avtorji poro¢gjo, da so delci morskega snega tudi
mesta kjer poteka nitrifikacija (Karl in sod., 1984); (Coolen in sod., 2007). Znano je, da
tekom bakterijske oksidacije amonija v suboksi¢nih okoljih kot stranski produkt nastgja
toplogredni plin N2O, ki je zaradi svoje dolge zivljenjske dobe v atmosferi, kar 310-krat
bolj potenten toplogredni plin kot CO, in je odgovoren za 5-7 % celotnega toplogrednega
efekta (Frame in Casciotti, 2010; Braker in Conrad, 2011). Nedavno so raziskovalci opisali
visoko produkcijo NoO v ¢isti kulturi arhgje N. maritimus pri koncentraciji kiska pod 35
pmol/l ter tako nakazali, da so verjetno AOA, ko so izpostavljene nizkim koncentracijam

kisika. glavni producent N>O v oceanih (Loescher in sod., 2012).

Zaradi suboksi¢nih razmer znotrg) agregatov, Se posebeg v ¢asu obsezneSih pojavov
makroagregatov v Trzaskem zalivu, bi lahko ob prisotnosti AOA ti predstavljali
pomemben izvor emisij N>O. Zato smo Zeleli raziskati kakSna je gostota in pestrost
zdruzbe AO na vecjih in manjSih organskih agregatih, ki se tekom leta pojavljgo v
Trzaskem zalivu. Poleg tega je sestava bakterijskih zdruzb, ki naseljujgjo morski sneg in
vecje organske agregate v severnem Jadranu slabo raziskana, zato smo preverili tudi

sestavo bakterijske zdruzbe in preverili ali se ta v razli¢nih letnih ¢asih, ko se v stolpcu
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prisotni agregati razlicnih izvorov, zaradi specifi¢nih fizikalno — kemijskih znacilnosti

agregata razlikuje od prostozZivece.

Na morskih agregatih smo z mikroskopsko analizo po oznac¢evanju celic z metodo CARD-
FISH, zaznali prisotnost predstavnikov treh glavnih prokariontskih debel: Crenarchaeota
(sonda oznacuje tudi Thaumarchaeota), Euryarchaeota in Bacteria. Pri tem je bil delez
arhgiskih skupin vegji na agregatih in morskem snegu kot v okolni vodi, predvsem na
racun Euryarchaeota. Zanimivo se relativni delez Euryarchaeota kot tudi delez
Crenarchaeota v morskem snegu povecuje od hladngsih proti tople/Sim mesecem ter ob
koncu poletja strmo pade, medtem ko je trend pojavljanja v okolni vodi ravno obraten.
Podrobnejsa filogenetska analiza arhgjske zdruzbe na podlagi raznolikosti 16S rRNA
genov je v vzorcu decembrskega morskega snega in okolne vode pokazala previado
arhgiske OTU, ki se uvrsa v deblo Thaumarchaeota, in je filogenetsko blizu arheji N.
maritimus ter arhgi Nitrosopumilus Koreensis, zato sklepamo, da OTU predstavlja
zdruzbo oksidatorjev NH,4", ki smo jih na podlagi gena amoA v prvem delu &tudije zaznali
v morski vodi (glg) poglavje 5.2.4.2 ). Isto OTU smo zaznai tudi v okolni vodi avgusta,
Kjer je bila arhgska pestrost zelo nizka in je omenjena OTU povsem prevladala (Slika
5.12). Medtem ko arhejske zdruzbe vezane na vecje organske agregate zal nismo uspeli

analizirati zaradi neuspeha pri pomnozZevanju genov 16S rRNA.

Poleg omenjene prevliadujote OTU smo v decembrskem morskem snegu, zaznali tudi
druge arheje iz debla Thaumar chaeota, ki se uvrscagjo v skupino talnih in sedimentnih arhej
v kateri ngjdemo tudi talno amonij-oksidirgjo¢o arhejo Nitrososphaera vienennsis. Zato
predvidevamo, da nekatere arheje ai celo sami makroskopski delci, ki smo jih zgeli v
vzorec morskega snega izvirgjo iz sedimenta, zaradi vecje preturbacije vodnega stolpca v
tem obdobju.

Analiza bakterijske zdruzbe prisotne na delcih morskega snega in agregatov ter bakterijske
zdruzbe v okolni morski vodi v razli¢nih letnih ¢asih je pokazala, daje pestrost bakterijske
zdruzbe mnogo vecja od pestrosti arhgjske zdruzbe. Pestrost je bila razen v drugi polovici
avgusta, v vseh letnih ¢asih vi§av okolni vodi kot na agregatu, kar je lahko posledica hitre

namnoZzitve dolocenih bakterijskih vrst, ki so prilagojene narazgradnjo kompleksnih oligo-
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in polimerov iz katerih je sestavljen matriks agregatov. V velikih organskih agregatih, ki so
se pojavili v drugi polovici avgusta, je bila pestrost bakterijske zdruzbe vecja oziroma
enaka kot v okolni vodi, kar pripisujemo dejstvu da so to agregati, ki so zaradi svoje
nerazgradljivosti v vodnem stolpcu prisotni ze nekaj ¢asa. V procesu »staranja« takSnega
agregata se je spreminjaa tudi bakterijska zdruzba, poviSana pestrost bi tako lahko
pomenila, da so v agregatu prisotne razlicne bakterijske vrste, ki so po svojem aktivhem

obdobju ostal e vezane na agregat.

Analiza T-RFLP je pokazala, da je sestava zdruzbe bolj odvisna od samega lethega ¢asa v
katerem je bila vzorcena, kot pa od okoljske niSe, ki jo naseljuje (morski sneg/ vodni
stolpec). To potrjuje, daje nabor okoljskih degjavnikov, ki v nekem trenutku prevliadujejo v
vodnem stolpcu zelo pomemben pri oblikovanju prostozZivece bakterijske zdruzbe kot tudi
zdruzbe na morskih agregatih. TakSen odnos smo zaznali tudi v decembrskem vzorcu, kot
tudi v vzorcih poleti, medtem ko so se bakterijske zdruzbe vezane na spomladanske
agregate bolj razlikovale od zdruzb v okolni vodi. Kar pripisujemo dejstvu, da so v
spomladanskem obdobje znatilne hitre spremembe okoljskih  dgavnikov zaradi
spremenljivih vremenskih in hidroloskih pogojev in s tem povezani bioloSki procesi
(Mozeti¢ in sod., 2012). Sklepamo lahko, da v ¢asu hitrih okoljskih sprememb agregati
predstavljgjo bolj stabilno okolje, ki pripomore k ohranjanju bakterijske sestave, medtem

ko se bakterijska zdruzba v okolni vodi hitro spreminja.

Podrobnej3a filogenetska analiza vzorcev morskega snega in vode v mesecu decembru in
avgustu je pokazala, da so najbolj razsirjene bakterije iz razredov Cyanobacteria, Alpha-in
Gamma - Proteobacteria ter Bacteroidetes (CFB), med vzorci morskega snega in vode pa
njihov delez variira. Analiza zdruzbe na nizjem taksonomskem nivoju — nivoju druzin, je
pokazala nekatere zanimive vzorce, na podlagi katerih lahko sklepamo naizvor in starost
delcev morskega snega. Tako lahko glede na zaporedja 16S rRNA, ki se uvr&ago med
cianobakterije sklepamo, da je decembrski morski sneg nastal iz eksopolimerov oziroma
raztopljene organske snovi, ki so se nakopicile tekom diatomejskega razcveta. Slednji je bil
zaznan priblizno teden dni pred pojavom morskega snega (Tintain sod., v recenziji). Glede

na velik delez cianobakterij druzine Synechococcus v avgustovskih agregatih in okolni
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vodi lahko domnevamo, da te cianobakterije prispevao pomemben delez organske snovi
pri tvorbi samih agregatov, kot to predvidevajo Fuksin sodelavci (2005).

Velik delez bakterij iz druzine Vibrionaceae, ki se pojavlja izkljucno v velikih agregatih
avgusta, ter vecja bakterijska pestrost vrst na agregatu kot v njegovi okolici, govori o tem
da gre za starejSe agregate, ki so zaradi stabilnih poletnih razmer v vodnem stolpcu prisotni
dije ¢asa. Sg so tak vzorec opisali Danovaro in sodelavci (2009) v velikih sluznih
agregatih iz severno-zahodnega Jadrana. V bakterijski zdruzbi, ki je vezana na delce
decembrskega morskega snega in okolho vodo se pojavljao nekatere bakterijske skupine,
ki so znaCilne za okolja z nizko dlanostjo ter sladkovodna okolja (Betaproteobacteria,
Verucomicrobia and Actinobacteria) in katerih izvor bi lahko bili vegji pritoki sladke vode
v pozno jesenskem casu. Tako kot pri arhejski zdruzbi pa se tudi tu pojavijgjo skupine

(Gemmatimonadetes in Acidobacteria), ki bi lahko izvirale iz resuspendiranega sedimenta.

Prisotnost anaerobnih in fakultativno anaerobnih bakterijskih in arhgjskih skupin, kot so
Bacteroides, arheje iz rodov Methanosarcinales and Methanomicrobiales v delcih
decembrskega morskega snega, ter prisotnost reducentov sulfata iz razreda
gamaproteobakterij v avgustovskih agregatih, nakazuje na obstoj suboksi¢nih mikrookolij
znotrg vegjih organskih agregatov, kot tudi znotraj morskega snega.

Aktivne bakterijske zdruzbe andlizirane na podlagi prepisov gena 16S rRNA se od
obstojecih zdruzb razlikujgo. Razlika se kaze tako v odsotnosti nekaterih vrst na nivoju
rRNA, kot tudi v prisotnosti doloc¢enih vrst, ki jih na 16S rDNA nivoju ne zaznamo.
Predvidevamo lahko, da so nekatere bakterije v morski vodi zelo aktivne, vendar je
njihovo Stevilo pod meo detekcije metode in obratno, da se nekatere vrste bakterij
pojavljgo v zelo velikem Stevilu, vendar niso aktivne (Campbell in sod., 2011).
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6.2.3 | zolacija amonij- oksidirajoce arhge

Da bi se prepricali, kaksne fizioloSke in metabolne lastnosti so znatilne za AOA v
Trzaskem zalivu smo v obogateni kulturi izolirali amonij-oksidirgjo¢o arhego iz morske
vode Trzaskega zaliva. Tako kot vecina prisotnih AOA v tem obmogju, je tudi obogatena
arhgiska kultura kazala visoko podobnost s prvo v ¢isti kulturi izolirano arhejo N.
maritimus (99 % na podlagi gena za 16S rRNA ter 94 -97 % na genu amoA). MorfoloSka
analiza arheje v obogateni kulturi se je prav tako ujemala z morfologijo celic arhgje N.
maritimus. V primerih obeh izolatov v kulturi previadujejo 1 um dolge in 0,2 pum Siroke
celice pravilne palicaste oblike. Skorgj stehiometri¢na pretvorba NH4" kot edinega vira
energije v kulturi, do NO,, pa potrjuje, da gre za kemoautotrofne oksidatorje amonija.
Zmoznost uporabe organskih snovi kot vir energije in ogljika v tem delu raziskave ni bila
testirana, zato ne morem ovreci moznosti, da so obogatene kulture sposobne heterotrofnega
oziroma miksotrofnega nacina zivljenja. Doloc¢eni optimalni pogoji za rast obogatenih
izolatov so podobni kot so jih dologili tudi v primeru arhgje N. maritimus (T=~30 °C, pH ~
7,5).

Ker sta bila vzorca morske vode iz katerih smo izolirali arhgjska izolata, odvzeta meseca
novembra in decembra, smo pri¢akovali, da se bosta izolata po fizioloskih lastnostih
razlikovala od Ze znane arhgje N. maritimus, ki izvira iz sedimenta v tropskem akvariju,
kjer je temperatura vode vi§a (> 25 °C). Vendar se je izkazalo, da je optimalna
temperatura za rast izolata N25 ~ 30 °C ter da se na podlagi gena amoA filogenetsko oba
izolata uvrStata v isto skupino kot arheja N. maritimus in vecina zaporedij gena amoA iz
genskih knjiznic aprilskegain julijskega vzorca morske vode (skupinal) (Slika6.1) in nev
skupino 11, kamor se uvr&a vecina zaporedij iz genskih knjiznic novembrskega in
februarskega vzorca. Ceprav N25 izvira iz morske vode odvzete v mesecu novembru, ne
pripada prevladujoci enoti OTU, ki je odgovorna za visok porast arhejskih genov amoA v
novembru. Presenetljivo nizka pa je optimana pH vrednost zarast izolatov, ki znaSa~ 7,5,
kar je niZje od obi¢ajne pH vrednosti morske vode (~8 - 8,3). Pri pH 7,5 je tudi ravnovese
med NHs in NH4" pomaknjeno, bolj v prid NH," kot pri okoljski pH vrednosti, zato je na
voljo Se manj NHs, ki pasivno prehga skozi celicno membrano in pri AOB predstavlja
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substrat za encim AMO. Zato sklepamo, da imgo tudi AOA mehanizem, ki zaobide to

omejitev oziroma njihov encim AMO, kot substrat uporabljaNH,".

Tekom gojitvenega postopka se je izkazalo, da sama obogatitev arhgji N. maritimus -
sorodne arhgle v gojis¢éu SCM ni posebeg zahtevna. Veliko zahtevnglS in dolgotrajen je
postopek obogatitve do cistosti kulture in vzdrZzevanje takSne kulture, sg je zaradi
obc¢utljivosti na perturbacijo ne moremo gojiti v pretocnem kemostatu. Prav tako so bili
poizkusi zamrzovanja celic N25 in V25 v glicerolni raztopini in ponovne oZivitve

neuspesni, zato je izolate potrebno gojiti v kontinuirani zaprti (ang. batch) kulturi.

Kljub temu, da sta obogatena arhegjska izolata, bliZja sorodnika Ze poznane arheje N.
maritimus, sta pomembna za boljSe poznavanje teh Se nedolgo znanih organizmov. Na
podlagi lastnosti obogatene AOA ter raznolikosti AOA v oceanih sklepamo, da so AOA
vrste N. maritimus, ngjbolj primerne za gojenje v laboratorijskih kulturah, z metodami ki
smo jih uporabili. Morske arhegje iz nekaterih drugih filogenetskih podskupin, kot je na
primer »globoko-morska« skupina , Se nimgjo v cisti ali visoko obogateni kulturi
izoliranega predstavnika. Vendar je za izolacijo fiziolosko razli¢nih in filogenetsko bolj
oddaljenih amonij-oksidirgoc¢ih arhg potrebna uporaba drugacnih — izpopolnjenih metod,
katerih razvoj bo morda omogocila prav analiza genomov Se nekultiviranih genotipov in

tekom nje odkritih novih metabolnih poti, ter drugih biokemijskih znacilnosti.
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6.3

SKLEPI

Nagvi§o koncentracijo AOA in BAOB smo zaznai v zimskem obdobju ter v
pridnenem slojul.

AOA predstavljgo vecinski del amonij-oksidirgjo¢e zdruzbe v Trzaskem zalivu.

Temperaturna razslojenost vodnega stolpca v poletnem obdobju mo¢no vpliva na
razporeditev AO.

S statisticno analizo smo potrdili neposredno povezavo Stevila AO z izmerjenimi
koncentracijami nitritain nitrata, ne patudi z ostalimi okoljskimi dejavniki.

Znatilne so sezonske spremembe v sestavi zdruzbe AOA: sestava zdruzbe AOA se ob
prehodu iz toplejSega dela leta v hladngjSi del spremeni, kar je ngjverjetneje posledica
popol nega premeSanja vodnega stol pa.

Na delcih morskega snega in okolni vodi previadujgjo AOA iz rodu Nitrosopumilus,
medtem ko predstavnikov AOB v genskih knjiznicah bakterijskega 16S rRNA nismo
zaznali.

V bakterijski zdruzbi v morski vodi, agregatih in morskem snegu prevladujeo
bakterije iz skupin Cyanobacteria, Alpha- in Gamma - Proteobacteria in
Bacteroidetes.

|z vzorca morske vode iz TrzaSkega zaliva smo v obogateni kulturi (~98 %) pridobili
dva izolata amonij- oksidirgoce arhge ter en izolat AOA iz morskega snega.Vsi
izolati se filogenetsko uvrscgo v rod Nitrosopumilus, na podlagi analize gena amoA pa
v klaster Nitorsopumilus in podklaster »N. maritimus — sorodnih« AOA - v skupino I,
kamor se uvr&ta tudi vecina AOA, ki so bile vzoréene v toplgSem delu leta, kljub
temu da sta bila dvaizmed treh izolatov pridobljenaiz vzorca morske vode v zimskem
casu.

Izmerjena optimalna temperatura za rast obogatene AOA je ~30 °C, optimalna pH
vrednost pamed 7,2 in 7,5. V kulturi so prevladovale celic pravilnih palic¢astih oblik,
dolge ~1 umin Siroke 0,2 pum.

Izolacija in gojenje AOA v obogateni kulturi je dolgotrajen proces, poleg tega pa je

ohranjanje akseni¢cne kulture zaradi kontaminacije z na antibiotik odpornimi
bakterijami izredno zahtevno.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

1.2 POVZETEK

Ob razgradnji organske snovi v morskih okoljih se spro&tajo razli¢éne anorganske spojine
med njimi tudi NH4" (amonifikacija), ki ga v oksigenih plasteh vodnega stolpa oksidira
nitrifikacijska prokariontska zdruzba, pri ¢emer nastgga NOs. Proces imenujemo
nitrifikacijain je pomemben ¢len v globalnem kroZenju enega ngjpomembnejSih e ementov
— dusika. Prvo in limitativno stopnjo nitrifikacije predstavlja oksidacija amonija, ki jo v
dveh korakih vrdijo dve povsem razlicne skupine mikroorganizmov. Za prvi korak, v
katerem se NH;™ oksidira do NO, je ves kot stoletje veljalo prepricanje, da ga vrdijo
nekatere bakterije iz razredov beta- in gama- proteobakterij. Pred slabim desetletjem so
raziskovalci nadli povezavo med geni mezofilnih arhg in genom amoA, ki kodira a-
podenoto amonij-monooksigenaze. Kmalu za tem je raziskovalcem uspelo v ¢isti kulturi
izolirati arhejo, ki oksidiraNH4" do NO,, kar je bil neposreden dokaz da so poleg AOB v
morskih okoljih oksidatorji NH,4" tudi arheje (AOA). Nadaljnje raziskave so pokazale, da
so AOA veliko bolj razSrjene kot AOB in danes veljgjo kot ngjpomembnes vrsilci tega

procesa Vv oceanih in priobalnih morjih.

V raziskovalnem delu smo zeleli dobiti vpogled v razmerje med AOA in AOB, dinamiko
njihovega pojavljanja tekom leta, vertikalno razporeditev ter raznolikost zdruzbe AOCA v
plitvem pol-zaprtem morju Trzaskega zaliva. Rezultati so pokazali previlado AOA nad
AOB tako v povrsinskem kot tudi v pridnenem sloju tekom celega leta, kar je v skladu z
dosedanjimi raziskavami. Prav tako je v skladu s podatki iz drugih morskih obmogji
sezonska dinamika preuc¢evanih AO, ki se v vegjih koncentracijah pojavljgo v hladngisih
mesecih, v naSem primeru meseca novembra v pridnenem in decembra v povrSinskem
sloju. Kateri dgavniki vplivgo na taksno razporeditev Se ni povsem znano, sg jasne
povezave z razSirjenostjo AO in koncentracijami njihovega primernega vira energije-
amonija ni mogoc¢e zaznati. Ravno tako nismo zaznali statisticno znatilne povezave z
razSirjenostjo AO in ostalimi okoljskimi deavniki (slanost, temperatura, bakterijska
produkcija ogljika, pH...), razen z koncentracijami NO," in NOgs, ki sta produkt njihovega
metabolizma. Nekateri avtorji porocgo o negativni korelaciji s koncentracijo klorofila-a
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oziroma razsirjenostjo vecjih fitoplanktonskih vrst, kar smo deloma potrdili tudi v nas

raziskavi.

Pokazali smo tudi, da se sestava zdruzbe najbolj razsirjenih AO v Trzaskem zaivu —
amonij- oksidirgio¢ih arhgj spreminja tekom leta. Zaznali smo spremembo zdruzbe na
podlagi variabilnosti gena amoA, med toplgSim in hladngSim obdobjem. Ugotovili smo,
da navisku razsirjenosti (november , december ) pa previaduje en sam genotip. Na podlagi
zaporedja gena amoA se AOA iz hladnegjSega dela leta uvrscajo v »N .maritimus-sorodni «
podklaster — v skupino I, medtem ko se AOA ki prevladujejo v poletnem ¢asu uvrsgjo v »N
.maritimus-sorodni« podklaster —v skupino I1.

Arhgjsko in bakterijsko zdruzbo ter prisotnost oksidatorjev amonija smo Zeleli analizirati
tudi v delcih morskega snega ter vecjih agregatih, ki so zelo znailni za obmogja
Severnega Jadrana, Se posebg za Trzaski zaliv. Pojav morskih agregatov, ki je v zadnjih
20 letih bolj pogost povezujemo z razcveti fitoplanktonskih vrst ob povecanih vnosih
hranil s pritoki rek ter neucinkovito bakterijsko razgradnjo s primarno produkcijo nastale
organske snovi. Morski sneg in agregati, so tako skupki organske snovi, nagpogostee
sestavljene iz kompleksnih polisaharidov, ki v svoje strukture ujamejo razlicne delce
(fekalni peleti zooplanktona, aktivne fitoplanktonske celice, detritni delci vigih rastlin in
odmrlih evkariontov ter mineralni delci). Agregati so obi¢ano obogateni z organsko

snovjo in poseljeni z gosto mikrobno zdruzbo, ki aktivno razgrajuje organsko snov.

Na morskih agregatih iz Trzaskega zaliva smo z mikroskopsko analizo po oznacevanju
celic z metodo CARD-FISH, ugotovili da je delez arhejskih skupin vegji na agregatih in
morskem snegu kot v okolni vodi, predvsem naracun Euryarchaeota. Filogenetska analiza
arhejske zdruzbe na podlagi raznolikosti 16S rRNA genov, je pokazala prevlado amonij-
oksidirgjo¢ih arhgl sorodnih arhegji N. maritimus, tako decembra kot tudi avgusta v obeh
preucevanih tipih vzorcev. Na podlagi zaporedij ki so smo jih poleg prevliadujoce AOA,
zaznali v morskem snegu decembra, sklepamo, da v tem obdobju zaradi vecje preturbacije
vodnega stolpca nekateri delci in celice izvirgo tudi iz sedimenta. Na velikih sluznih
agregatih ki so se pojavili poleti arhejske zdruzbe nismo mogli anaizirati zaradi neuspeha

pri pomnozevanju genov 16S rRNA.
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Bakterijske zdruzbe ki so prisotne na delcih morskega snega in agregatov ter v okolni vodi
v razliénih letnih ¢asih kazejo sezonsko vezano sestavo zdruzbe, neodvisno od okoljske
niSe ki jo zasedajo. Podrobnejsa filogenetska analiza pa je pokazaa, da so v vseh vzorcih
najbolj razSirjene bakterije iz razredov Cyanobacteria, Alpha- in Gamma- Proteobacteria
ter Bacteroidetes (CFB), med vzorci pa njihov delez variira. Analiza zdruzbe na niZji
taksonomskem nivoju je pokazala velik delez bakterij iz druZzine Vibrionaceae v velikih
agregatih avgusta, govori o tem da gre za starejSe agregate, ki so zaradi stabilnih poletnih
razmer v vodnem stolpcu prisotni dlje ¢asa. Pojav dolocenih bakterijskih vrst v
decembrskem morskem snegu in okolni vodi pa pri¢a o vplivu povisanih vnosov sladke
vode in povecanem meSanju vodnih mas na strukturo zdruzbe tako v vodi kot na organskih
delcih.

Da bi lahko preucili fizioloske in metabolne lastnosti AOA v Trzaskem zalivu smo v
obogateni kulturi izolirali amonij- oksidirgoco arhejo iz morske vode Trzaskega zaliva.
Arhgja kaze visoko podobnost z Ze izolirano arhgjo N. maritimus (99 % na podlagi 16S
rRNA zaporedja, ter 94 -97 % na genu amoA). Obogatena arhgja vra skorg stehiometri¢no
pretvorbo NH," do NO,, kar potrjuje da gre za amonij-oksidirgjo¢o arhejo. lzmerjen
temperaturni optimum Kkulture, je ¢eprav izolirana iz morske vode novembra, ~30 °C,
optimalna pH vrednost pa mnogo nizja (7,5) od pH vrednosti morske vode. Morfologija
arhgja v obogateni kulturi se je prav tako ujemala z morfologijo celic arhgje N. maritimus.
Z SEM analizo smo opazili 1 um dolge in 0,2 pum Siroke celice pravilne palicaste oblike.
Na podlagi lastnosti obogatene AOA ter raznolikosti AOA v oceanih sklepamo, da je
arhga iz vrste N. maritimus ki pripada arhegjski skupini 1.1a (Thaumarchaeota), najbolj
enostavna za gojenje v laboratorijskih kulturah z uporabljenimi metodami, sg nekatere
filogenetsko bolj oddaljene skupine morskin AOA Se nimgo v kulturi obogatenega
predstavnika.
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7.3 SUMMARY

During the degradation of organic matter different inorganic compunds are released in
marine environment. Ammonium (NH,") which is produced in the ammonification process
Is being oxidizied into nitrate (NO3) by nitrificators in the oxygenic layers of the water
column during the process of nitrification, an imporant part of global nitrogen cycle. The
first, rate-limiting step, of nitrification process is NH;" oxidation, which is conducted in
two steps by two different groups of microorganisms. For the first of these two steps, the
oxydation of NH;" into NO, it was generally believed that it is conducted by Beta- and
Gamma- Proteobacteria. The application of new sequencing methods, approximately a
decade ago, revelaed the true phylogenetic diveristy of a given habitat and provided an
insight into microorganisms that cannot be cultivated. Using these new techniques in the
study of the metagenome from Sargasso Sea seawater sample Venter and his collegues
(2004) discovered the connection between 16S rRNA mesophilic archeael genes and
homologues of bacterial amoA gene, coding for a-subunit of ammonium monooxygenaze,
the enzyme responsible for the first step in the ammonium oxygenation. Shortly after, a
pure culture of archeae was isolated that was capable of oxygenazing NH," into NO,
which was a direct evidence that in the marine enivronment this process is conducted by
ammonia oxydizing bacteria (AOB) as well as ammonia oxydizing archeae (AOA).
Further studies has shown that AOA are more abundant as AOB and today it is believed

that they are the main playersin this process in the coastal seas and oceans.

The main aim of this thesis was to get an insight into ratio between AOA and AOB, thier
annual dynamic, vertical distribution and diversity within AOA community in the shallow,
semi-closed marine ecosystem of the Gulf of Trieste (northern Adriatic Sea). Ous results
have shown that AOA dominated over AOB in the subsurface as well asin the layer above
bottom of the water column, throghtout the year, which is in accordance with previous
data. AO were more abundant during colder months (above the bottom in November, at the
subsurafce in December), in agreement with previous reports from other coasta
environments. However, it is not clear which paramteres govern their occurance durign this
months, since no clear connection between AO and NH;" concentrations was observed so

far. Severa authors report on negative correlation between chlorophyll a concentration, or
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presence of larger phytoplankton groups, which was partly shown aso in this study.
Further we show that the composition of AO is changign throughout the year in the Gulf of
Trieste. The change of commmunity comopsition was deteceted on the bases of amoA gene
variability among warmer and colder period, however at the peak of thier abundance only
one genotype dominates. We conclude that the change in community comopsition is
induced by mixing of the water column in the autumn, when specific genotypes could

emerge from the sediment or be brought into the gulf with deep water mass from the south.

To examine whether AOA and AOB are also present in marine snow and larger organic
aggregates, which are characteristic for the North Adriatic sea, we assessed the
composition of marine snow- attached and free-living archaeal and bacterial community.
Agegates are usualy highly enriched with organc matter and thus inhabited by diverse
microbial community. Analysis of the northern Adriatic aggregates showed higher relative
ratio of archaeal groups as compared to bacteria number. Phylogenetic anaysis of
archaeal community showed previlance of N. maritimus —like archaeal clones in both type
of samples (December —ambient water and aggregates, August- ambient water), while
AOB were not detected in any of examined samples. Aanaysis of archaeal community
associated with large mucous aggregates in August was not successful, due to 16S rRNA

gene amplification problems.

Bacterial community associated with marine snow and larger arganic aggregates show
seasonally- dependant community structure, suggesting that marine snow-associated
prokaryotic communities are subjected to successional changes similar to ambient water
communities. Bacterial community on marine snow, aggregates and in seawater is mostly
dominated by the members of four bacterial taxa: Cyanobacteria, Alpha- and Gamma —
Proteobacteria and Bacteroidetes, while certain bacterial and archaeal groups were
exclusively associated to summer or autumn marine snow. However, the presence of
bacterial groups detected almost exclusively in marine snow (Vibrionales and sulphate
reducing bacteria) indicates that this specific physical and chemical microenvironment
favours some specific bacterial groups .and indicates different origine of aggregate forming

material from different seasons.
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To get a better insight in physiology and metabolic traits of AOA from the Gulf of Trieste
we obtained AOA in enrichment culture (~98 %), from November seawater sample, which
phylogeneticaly belongs to genus Nitrosopumilus. Isolates preforme nearly stochiometric
conversion of NH," to NO,’, wich proves that the archeais AO. The enriched AOA have
temperature optimum of ~30 °C, and pH optimum between 7,2 and 7,5. SEM analysis of
the culture showed the prevalence of rod-shaped cells, ~1 um long and 0,2 pum wide.

132



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidiragjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

8 VIRI

Agogue H., Brink M., Dinasquet J., Herndl G.J. 2008. Magjor gradients in putatively
nitrifying and non-nitrifying Archaeain the deep North Atlantic. Nature, 456, 7223:
788-791

Alldredge A.L., Cole JJ.,, Caron D.A. 1986. Production of heterotrophic bacteria
inhabiting macroscopic organic aggregates (marine snow) from surface waters.
Limnology and Oceanography, 31, 1: 68-78

Alldredge A.L., Silver M.W. 1988. Characteristics, dynamics and significance of marine
snow. Progress in Oceanography, 20, 1: 41-82

Alonso-Séez L., Waller A.S., Mende D.R., Bakker K., Farndlid H., Yager P.L., Lovejoy
C., Tremblay J-E., Potvin M., Heinrich F., Estrada M., Riemann L., Bork P.,
Pedrés-Alid C., Bertilsson S. 2012. Role for urea in nitrification by polar marine
Archaea. Proceedings of the National Academy of Sciences, 109, 44: 17989-17994

Amann R.l., Binder B.J, Olson R.J., Chisholm SW., Devereux R., Stahl D.A. 1990.
Combination of 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with flow cytometry for
analyzing mixed microbial populations. Applied and Environmental Microbiology,
56, 6: 1919-1925

Arp D., Sayavedra-Soto L., Hommes N. 2002. Molecular biology and biochemistry of
ammonia oxidation by Nitrosomonas europaea. Archives of Microbiology, 178, 4:
250-255

Asman W.A.H., Harrison R.M., Ottley C.J. 1994. Estimation of the net air-sea flux of
ammonia over the southern bight of the North Sea. Atmospheric Environment, 28,
22: 3647-3654

Azam F., Long R.A. 2001. Oceanography: Sea snow microcosms. Nature, 414, 495-498

Bange H.W. 2009. Gaseous nitrogen compounds (NO, N»O, N, NH3) in the ocean. V:
Nitrogen in the marine environment. Capone D.G., Bronk D.A., Mulholland M.R.,
Carpenter E.J. (eds.), Amsterdam, Elsevier: 52 - 84

Bano N., Hollibaugh J.T. 2000. Diversity and distribution of DNA sequences with affinity
to ammonia-oxidizing Bacteria of the B subdivision of the class Proteobacteria in
the Arctic ocean. Applied and Environmental Microbiology, 66, 5: 1960-1969

Bano N., Ruffin S., Ransom B., Hollibaugh J. T. 2004. Phylogenetic composition of Arctic

ocean archaeal assemblages and comparison with antarctic assemblages. Applied
and Environmental Microbiology, 70, 2: 781-789

133



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Baum M., Kainovic A., O'Keeffe T., Pandita R., McDonald K., Wu S., Webster P. 2009.
Characterization of structures in biofilms formed by a Pseudomonas fluorescens
isolated from soil. BMC Microbiology, 9, 1: 103

Beman J.M., Popp B.N., Francis C.A. 2008. Molecular and biogeochemical evidence for
ammonia oxidation by marine Crenarchaeota in the Gulf of California. The ISME
Journal: Multidisciplinary Journal of Microbial Ecology, 2, 4: 429-441

Beman JM., Roberts K.J., Wegley L., Rohwer F., Francis C.A. 2007. Distribution and
diversity of archaeal ammonia monooxygenase genes associated with corals.
Applied and Environmental Microbiology, 73, 17: 5642-5647

Beman J.M., Sachdeva R., Fuhrman J.A. 2010. Population ecology of nitrifying archaea
and bacteria in the Southern California Bight. Environmental Microbiology, 12, 5:
1282-1292

Bintrim S.B., Donohue T.J., Handelsman J.,, Roberts G.P., Goodman R.M. 1997.
Molecular phylogeny of Archaea from soil. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, 94, 1: 277-282

Bollmann A., Bar-Gilissen M.-J.,, Laanbroek H.J. 2002. Growth at low ammonium
concentrations and starvation response as potential factors involved in niche
differentiation among ammonia-oxidizing Bacteria. Applied and Environmental
Microbiology, 68, 10: 4751-4757

Bostrom K.H., Simu K., Hagstrom A., Riemann L. 2004. Optimization of DNA extraction
for quantitative marine bacterioplankton community analysis. Limnology and
Oceanography-Methods, 2, 365-373

Braker G., Conrad R. 2011. Diversity, structure, and size of N,O producing microbial
communities in soils—what matters for their functioning? V: Advances in
microbiology. Laskin A., Sariaslani S., Gadd G.M. (eds.), Burlington, MA.,
Academic Press: 33-70

Brochier-Armanet C., Boussau B., Gribado S., Forterre P. 2008. Mesophilic
crenarchaeota: Proposal for a third archaeal phylum, the Thaumarchaeota. Nature
Reviews Microbiology, 6, 3: 245-252

Buckley D.H., Graber J.R., Schmidt T.M. 1998. Phylogenetic analysis of nonthermophilic
members of the kingdom Crenarchaeota and their diversity and abundance in soils.
Applied and Environmental Microbiology, 64, 11: 4333-4339

Campbell B.J., Yu L., Heidelberg J.F., Kirchman D.L. 2011. Activity of abundant and rare

bacteriain a coastal ocean. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 108, 31: 12776-12781

134



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidiragjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Caron D.A. 1987. Grazing of attached Bacteria by heterotrophic microflagellates.
Microbial Ecology, 13, 3: 203-218

Church M.J., Wai B., Karl D.M., DelLong E.F. 2010. Abundances of crenarchaeal amoA
genes and transcripts in the Pacific Ocean. Environmental Microbiology, 12, 3:
679-688

Comici C., Bussani A. 2007. Anaysis of the River Isonzo discharge (1998-2005).
Bolletino di Oceanologia Teorica ed Applicata, 48, 435-454

Coolen M.J.L., Abbas B., van Bleijswijk J., Hopmans E.C., Kuypers M.M.M., Wakeham
S.G., Damste J.S.S. 2007. Putative ammonia-oxidizing Crenarchaeota in suboxic
waters of the Black Sea: A basin-wide ecological study using 16S ribosoma and
functional genes and membrane lipids. Environmental Microbiology, 9, 4: 1001-
1016

Costa E., Perez J., Kreft JU. 2006. Why is metabolic labour divided in nitrification?
Trendsin Microbiology, 14, 5: 213-219

Crump B.C., Baross J.A. 2000. Archaeaplankton in the Columbiariver, its estuary and the
adjacent coastal ocean, USA. FEMS Microbiology Ecology, 31, 3: 231-239

Daims H., Brihl A., Amann R., Schleifer K.H., Wagner M. 1999. The domain-specific
probe EUB338 is insufficient for the detection of all Bacteria: Development and
evaluation of a more comprehensive probe set. Systematic and Applied
Microbiology, 22, 3: 434-444

Damsté J.S.S., Schouten S., Hopmans E.C., van Duin A.C.T., Geenevasen J.A.J. 2002.
Crenarchaeol. Journal of Lipid Research, 43, 10: 1641-1651

Danovaro R., Fonda Umani S., Pusceddu A. 2009. Climate change and the potential
spreading of marine mucilage and microbia pathogens in the Mediterranean Sea.
PL0S One, 4, 9: /006

De Corte D., Yokokawa T., Varela M.M., Agogue H., Herndl G.J. 2009. Spatial
distribution of Bacteria and Archaea and amoA gene copy numbers throughout the
water column of the eastern Mediterranean Sea. The ISME Journa:
Multidisciplinary Journal of Microbia Ecology, 3, 2: 147-158

DeLaTorre JR., Walker C.B., Ingalls A.E., Konneke M., Stahl D.A. 2008. Cultivation of
a thermophilic ammonia oxidizing archaeon synthesizing crenarchaeol.
Environmental Microbiology, 10, 3: 810-818

DeLong E.F. 1992. Archaea in coastal marine environments. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 89, 12: 5685-5689

135



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

DeLong E.F. 1998. Everything in moderation: Archaea as ‘non-extremophiles’. Current
Opinion in Genetics & Development, 8, 6: 649-654

Fenchel T., Blackburn N. 1999. Motile chemosensory behaviour of phagotrophic protists:
Mechanisms for and efficiency in congregating at food patches. Protist, 150, 3:
325-336

Fowler SW., Knauer G.A. 1986. Role of large particles in the transport of elements and
organic compounds through the oceanic water column. Progress in Oceanography,
16, 3: 147-194

Frame C.H., Casciotti K.L. 2010. Biogeochemical controls and isotopic signatures of
nitrous oxide production by a marine ammoniaoxidizing bacterium.
Biogeosciences Discuss.,, 7, 2: 3019-3059

Francis C.A., Beman J.M., Kuypers M.M. 2007. New processes and players in the nitrogen
cycle: The microbial ecology of anaerobic and archaeal ammonia oxidation. The
ISME Journal: Multidisciplinary Journa of Microbial Ecology, 1, 1: 19-27

Francis C.A., Roberts K.J., Beman JM., Santoro A.E., Oakley B.B. 2005. Ubiquity and
diversity of ammonia-oxidizing archaea in water columns and sediments of the
ocean. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 102, 41: 14683-14688

Fuhrman J.A., McCallum K., Davis A.A. 1992. Novel mgjor archaebacterial group from
marine plankton. Nature, 356, 6365: 148-149

Fuks D., Radic J.,, Radic T., Ngdek M., Blazina M., Degobbis D., Smodlaka N. 2005.
Relationships between heterotrophic bacteria and cyanobacteria in the northern
Adriatic in relation to the mucilage phenomenon. Science of the Total
Environment, 353, 1-3: 178-188

Galand P., Gutiérrez-Provecho C., Massana R., Gasol J.M., Casamayor E.O. 2010. Inter-
annua recurrence of archaeal assemblages in the coastal NW Mediterranean Sea
(blanes bay microbial observatory). Limnology and Oceanography,

Giani M., Rinadi A., Degobbis D. 2005. Mucilagesin the Adriatic and Tyrrhenian Sea: An
introduction. Science of the Total Environment, 353, 1-3: 3-9

Gilch S, Meyer O., Schmidt 1. 2009. A soluble form of ammonia monooxygenase in
Nitrosomonas europaea. V: Biological Chemistry. p. 863

Grasshoff K., Kremling K., Ehrhardt M. 1999. Methods of seawater analysis. Third,
completely revised and extended edition. Wiley-VCH, Weinheim, 77, 89: 160

136



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidiragjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Gruber N. 2008. The marine nitrogen cycle: Overview and challenges. V: Nitrogen in the
marine environment. Capone D.G., Bronk D.A., Mulholland M.R., Carpenter E.J.
(eds.), Amsterdam, Elsevier: 1-50

Gruber N., Galloway J.N. 2008. An earth-system perspective of the globa nitrogen cycle.
Nature, 451, 7176: 293-296

Hallam S.J., Mincer T.J., Schleper C., Preston C.M., RobertsK., Richardson P.M., DelL.ong
E.F. 2006. Pathways of carbon assimilation and ammonia oxidation suggested by
environmental genomic analyses of marine. PLoS Biology, 4, 4: €95

Hashimoto L.K., Kaplan W.A., Wofsy S.C., McElroy M.B. 1983. Transformations of fixed
nitrogen and N2O in the Cariaco Trench. Deegp Sea Research Part A. Oceanographic
Research Papers, 30, 6: 575-590

Hatzenpichler R. 2012. Diversity, physiology and niche differentiation of ammonia-
oxidizing archaea. Applied and Environmental Microbiology,

Hatzenpichler R., Lebedeva E.V., Spieck E., Stoecker K., Richter A., Daims H., Wagner
M. 2008. A moderately thermophilic ammonia-oxidizing crenarchaeote from a hot
spring. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 105, 6: 2134-2139

Heissenberger A., Herndl G.J. 1994. Formation of high molecular weight material by free-
living marine bacteria. Marine Ecology Progress Series, 111, 1: 129-135

Heissenberger A., Leppard G., Herndl G. 1996a. Ultrastructure of marine snow. II.
Microbiological considerations. Marine Ecology Progress Series, 135, 1. 299-308

Heissenberger A., Leppard G.G., Herndl G.J. 1996b. Relationship between the intracellular
integrity and the morphology of the capsular envelope in attached and free-living
marine Bacteria. Applied and Environmental Microbiology, 62, 12: 4521-4528

Herfort L., Schouten S., Abbas B., Vedhuis M.JW., Coolen M.J.L., Wuchter C., Boon
J.P., Herndl G.J., Sinninghe Damsté J.S. 2007. Variations in spatial and temporal
distribution of Archaea in the North Sea in relation to environmental variables.
FEMS Microbiology Ecology, 62, 3: 242-257

Herndl G.J., Arrieta J.M., Stoderegger K. 1999. Interaction between specific hydrological
and microbial activity leading to extensive mucilage formation in the northern
Adriatic Sea. Annali dell'lstituto superiore di sanita, 35, 3: 405-410

Holmes R.M., Aminot A., Kéroud R., Hooker B.A., Peterson B.J. 1999. A simple and

precise method for measuring ammonium in marine and freshwater ecosystems.
Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 56, 10: 1801-1808

137



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Hornek R., Pommerening-Roser A., Koops H.P., Farnleitner A.H., Kreuzinger N.,
Kirschner A., Mach R.L. 2006. Primers containing universal bases reduce multiple
amoA gene specific DGGE band patterns when analysing the diversity of beta-
ammonia oxidizers in the environment. Journal of Microbiological Methods, 66, 1:
147-155

Jetten M.S.M., Strous M., van de Pas-Schoonen K.T., Schalk J., van Dongen U.G.J.M.,
van de Graaf A.A., Logemann S., Muyzer G., van Loosdrecht M.C.M., Kuenen
J.G. 1998. The anaerobic oxidation of ammonium. FEMS Microbiology Reviews,
22, 5: 421-437

Kaplan W.A. 1983. Nitrification. V: Nitrogen in the marine environment. Edward J.
Carpenter D.G.C. (ed.), New York, Academic Press: 139-190

Karl D.M., Knauer G.A., Martin J.H., Ward B.B. 1984. Bacterial chemolithotrophy in the
ocean is associated with sinking particles. Nature, 309, 5963: 54-56

Karner M.B., DeLong E.F., Karl D.M. 2001. Archaeal dominance in the mesopelagic zone
of the Pacific Ocean. Nature 409, 6819: 507-510

Kim B.K., Jung M.-Y., YuD.S, Park S.-J., Oh T.K., Rhee S.-K., Kim J.F. 2011. Genome
sequence of an ammonia-oxidizing soil archaeon, “Candidatus Nitrosoarchaeum
koreensis’ MY 1. Journal of Bacteriology, 193, 19: 5539-5540

Kigrboe T. 2001. Formation and fate of marine snow: Small-scale processes with large-
scale implications. Scientia Marina, 65, 2: 57-71

Kigrboe T., Grossart H.-P., Ploug H., Tang K., Auer B. 2004. Particle-associated
flagellates: Swimming patterns, colonization rates, and grazing on attached
bacteria. Aquatic Microbial Ecology, 35, 2: 141-152

Kigrboe T., Jackson G.A. 2001. Marine snow, organic solute plumes, and optimal
chemosensory behavior of bacteria. Limnology and Oceanography, 46, 6: 1309-
1318

Konneke M., Bernhard A.E., de la Torre J.R., Walker C.B., Waterbury J.B., Stahl D.A.
2005. Isolation of an autotrophic ammonia-oxidizing marine archaeon. Nature, 437,
7058: 543-546

Kovac N., Faganeli J., Bajt O., Sket B., Orel B., Penna N. 2004. Chemical composition of
macroaggregates in the northern Adriatic Sea. Organic Geochemistry, 35, 10: 1095-
1104

Kruskal J.B. 1964a. Multidimensional-scaling by optimizing goodness of fit to a nonmetric
hypothesis. Psychometrika 29, 1. 1-27

138



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidiragjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Kruskal J.B. 1964b. Nonmetric multidimensional-scaling - a numerical-method.
Psychometrika 29, 2: 115-129

Lam P., Jensen M.M., Lavik G., McGinnis D.F., Muller B., Schubert C.J.,, Amann R.,
Thamdrup B., Kuypers M.M. 2007. Linking crenarchaeal and bacteria nitrification
to anammox in the Black Sea. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 104, 17: 7104-7109

Lehtovirta-Morley L.E., Stoecker K., Vilcinskas A., Prosser J.I., Nicol G.W. 2011.
Cultivation of an obligate acidophilic anmonia oxidizer from a nitrifying acid soil.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 108, 38: 15892-15897

Letunic 1., Bork P. 2007. Interactive tree of life (itol): An online tool for phylogenetic tree
display and annotation. Bioinformatics, 23, 1. 127-128

Li X., Jayachandran S., Nguyen H.-H.T., Chan M.K. 2007. Structure of the Nitrosomonas
europaea Rh protein. Proceedings of the National Academy of Sciences, 104, 49:
19279-19284

Lindas A.-C., Bernander R. 2013. The cell cycle of archaea. Nat Rev Micro, 11, 9: 627-
638

Lipizer M., Cossarini G., Falconi C., Solidoro C., Fonda Umani S. 2011. Impact of
different forcing factors on N:P balance in a semi-enclosed bay: The Gulf of Trieste
(North Adriatic Sea). Continental Shelf Research, 31, 16: 1651-1662

Loescher C.R., Kock A., Koenneke M., LaRoche J., Bange H.W., Schmitz R.A. 2012.
Production of oceanic nitrous oxide by ammoniaoxidizing archaea
Biogeosciences Discuss., 9, 2: 2095-2122

Logar K., Kopinc R., Bandelj P., Staric J., Lapanje A., Ocepek M. 2012. Evaluation of
combined high-efficiency DNA extraction and real-time PCR for detection of
Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosisin subclinically infected dairy cattle:
Comparison with faecal culture, milk real-time PCR and milk ELISA. BMC
Veterinary Research, 8, 1: 49

Lozupone C., Hamady M., Knight R. 2006. UniFrac-an online tool for comparing
microbia community diversity in a phylogenetic context. BMC Bioinformatics, 7,
371

Ma&ti¢, V., Petelin B. 2009. Climatic circulation in the Gulf of Trieste (northern
Adriatic). Journal of Geophysical Research, 114, C7: C07002

Mal&ti¢ V., Petelin B. 2001. Gulf of Trieste. V: Physical oceanography of the Adriatic

Sea: Past, present and future Cushman-Roisin B., Gacic M., Poulain P.-M.,
Artegiani A. (eds.), Dordrecht ; Boston, Kluwer Academic Press. 167-181

139



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Malg A., Mozetic P., Maacic V., TerziC S., Ahe M. 1995. Phytoplankton responses to
freshwater inputs in a small semi-enclosed gulf (Gulf of Trieste, Adriatic Sea).
Marine Ecology Progress Series, 120, 1: 111-121

Martens-Habbena W., Berube P.M., Urakawa H., de la Torre JR., Stahl D.A. 2009.
Ammonia oxidation kinetics determine niche separation of nitrifying Archaea and
Bacteria. Nature, 461, 7266: 976-979

Massana R., Murray A.E., Preston C.M., DeLong E.F. 1997. Vertica distribution and
phylogenetic characterization of marine planktonic Archaea in the Santa Barbara
Channel. Applied and Environmental Microbiology, 63, 1: 50-56

Matsutani N., Nakagawa T., Nakamura K., Takahashi R., Yoshihara K., Tokuyama T.
2009. Enrichment of a novel marine ammonia-oxidizing archaeon obtained from
sand of an eelgrass zone. Microbes and Environments, 26, 1: 23-29

Merbt S.N., Stahl D.A., Casamayor E.O., Marti E., Nicol G.W., Prosser JI. 2012.
Differential photoinhibition of bacterial and archaeal ammonia oxidation. FEMS
Microbiology Letters, 327, 1. 41-46

Mincer T.J.,, Church M.J., Taylor L.T., Preston C., Karl D.M., DeLong E.F. 2007.
Quantitative distribution of presumptive archaeal and bacterial nitrifiers in
Monterey Bay and the North pacific subtropical gyre. Environmental
Microbiology, 9, 5: 1162-1175

Miranda K.M., Espey M.G., Wink D.A. 2001. A rapid, simple spectrophotometric method
for simultaneous detection of nitrate and nitrite. Nitric Oxide, 5, 1; 62-71

Mosier A.C., Allen E.E., Kim M., Ferriera S., Francis C.A. 2012a. Genome sequence of
“Candidatus Nitrosoarchaeum limnia” BG20, a low-salinity ammonia-oxidizing
archaeon from the San Francisco Bay estuary. Journal of Bacteriology, 194, 8:
2119-2120

Mosier A.C,, Allen E.E., Kim M., Ferriera S., Francis C.A. 2012b. Genome sequence of
“Candidatus Nitrosopumilus salaria” BD31, an ammonia-oxidizing archaeon from
the San Francisco Bay estuary. Journal of Bacteriology, 194, 8: 2121-2122

Mosier A.C., Francis C.A. 2008. Relative abundance and diversity of ammonia-oxidizing
archaea and bacteria in the San Francisco Bay estuary. Environmenta
Microbiology, 10, 11: 3002-3016

Mozeti¢ P., Francé J., Kogovsek T., Talaber I., Mag A. 2012. Plankton trends and
community changes in a coastal sea (northern Adriatic): Bottom-up vs. Top-down
control in relation to environmental drivers. Estuarine, Coastal and Shelf Science,
115, 0: 138-148

140



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidiragjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Mulder A., van de Graaf A.A., Robertson L.A., Kuenen J.G. 1995. Anaerobic ammonium
oxidation discovered in a denitrifying fluidized bed reactor. FEMS Microbiology
Ecology, 16, 3: 177-183

Munson M.A., Nedwell D.B., Embley T.M. 1997. Phylogenetic diversity of Archaea in
sediment samples from a coasta salt marsh. Applied and Environmenta
Microbiology, 63, 12: 4729-4733

Murray A., Blakis A., Massana R., Strawzewski S., Passow U., Alldredge A., DeLong E.
1999. A time series assessment of planktonic archaeal variability in the Santa
Barbara Channel. Aquatic Microbia Ecology, 20, 129-145

Muyzer G., de Waa E.C., Uitterlinden A.G. 1993. Profiling of complex microbial
popul ations by denaturing gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain
reaction-amplified genes coding for 16S rRNA. Applied and Environmental
Microbiology, 59, 3: 695-700

Newell S.E., Fawcett S.E., Ward B.B. 2013. Depth distribution of ammonia oxidation rates
and ammonia-oxidizer community composition in the Sargasso Sea. Limnology
and Oceanography, 58, 4: 1491-1500

OMullan G.D., Ward B.B. 2005. Relationship of tempora and spatial variabilities of
ammonia-oxidizing Bacteria to nitrification rates in Monterey Bay, california
Applied and Environmental Microbiology, 71, 2: 697-705

Obernosterer 1., Herndl G.J. 1995. Phytoplankton extracellular release and bacterid
growth: Dependence on the inorganic n: P ratio. Marine Ecology Progress Series,
116, 1. 247-257

Ochsenreiter T., Selezi D., Quaiser A., Bonch-Osmolovskaya L., Schlieper C. 2003.
Diversity and abundance of Crenarchaeota in terrestrial habitats studied by 16S
RNA surveys and real time PCR. Environmental Microbiology, 5, 9: 787-797

Ouverney C.C., Fuhrman J.A. 2000. Marine planktonic Archaea take up amino acids.
Applied and Environmental Microbiology, 66, 11: 4829-4833

Park S.-J., Kim J.-G., Jung M.-Y ., Kim S.-J,, Cha |.-T., Gha R., Martin-Cuadrado A.-B.,
Rodriguez-Vaera F., Rhee S.-K. 2012a. Draft genome sequence of an ammonia-
oxidizing archaeon, “ Candidatus Nitrosopumilus sediminis” AR2, from Svalbard in
the Arctic circle. Journal of Bacteriology, 194, 24. 6948-6949

Park S.-J., Kim J.-G., Jung M.-Y ., Kim S.-J.,, Chal.-T., Kwon K., Lee J.-H., Rhee S.-K.
2012b. Draft genome sequence of an ammonia-oxidizing archaeon, “Candidatus
Nitrosopumilus koreensis’ AR1, from marine sediment. Journa of Bacteriology,
194, 24: 6940-6941

141



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Passow U., Alldredge A.L., Logan B.E. 1994. The role of particulate carbohydrate
exudates in the flocculation of diatom blooms. Deep Sea Research Part I:
Oceanographic Research Papers, 41, 2: 335-357

Pearson A., McNichol A.P., Benitez-Nelson B.C., Hayes J.M., Eglinton T.l. 2001. Origins
of lipid biomarkers in Santa Monica Basin surface sediment: A case study using
compound-specific A14C anaysis. Geochimica et Cosmochimica Acta, 65, 18:
3123-3137

Pester M., Rattei T., Flechl S., Grongroft A., Richter A., Overmann J., Reinhold-Hurek B.,
Loy A., Wagner M. 2012. amoA-based consensus phylogeny of ammonia-oxidizing
archaea and deep sequencing of amoA genes from soils of four different geographic
regions. Environmental Microbiology, 14, 2: 525-539

Pester M., Schleper C., Wagner M. 2011. The Thaumarchaeota: An emerging view of their
phylogeny and ecophysiology. Current Opinion in Microbiology, 14, 3: 300-306

Preston C.M., Wu K.Y ., Molinski T.F., DeLong E.F. 1996. A psychrophilic crenarchaeon
inhabits a marine sponge: Cenarchaeum symbiosum gen. Nov., sp. Nov.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
93, 13: 6241-6246

Pruesse E., Quast C., Knittel K., Fuchs B.M., Ludwig W., Peplies J., Glckner F.O. 2007.
SILVA: A comprehensive online resource for quality checked and aligned
ribosoma RNA sequence data compatible with ARB. Nucleic Acids Research, 35,
21: 7188-7196

Rabalais N.N. 2002. Nitrogen in aquatic ecosystems. A Journal of the Human
Environment, 31, 2: 102-112

Rath J.,, Wu K.Y., Herndl G.J., DeLong E.F. 1998. High phylogenetic diversity in a
marine-snow-associated bacterial assemblage. Aquatic Microbia Ecology, 14, 3:
261-269

Rinaldi A., Vollenweider R.A., Montanari G., Ferrari C.R., Ghetti A. 1995. Mucilages in
italian seas: The Adriatic and Tyrrhenian seas, 1988-1991. Science of the Total
Environment, 165, 1-3: 165-183

Rotthauwe J.H., Witzel K.P., Liesack W. 1997. The ammonia monooxygenase structural
gene amoA as a functional marker: Molecular fine-scale analysis of natura
ammonia-oxidizing populations. Applied and Environmental Microbiology, 63, 12:
4704-4712

Ryther J.H., Dunstan W.M. 1971. Nitrogen, phosphorus, and eutrophication in the coastal
marine environment. Science, 171, 3975: 1008-1013

142



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidiragjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Santoro A.E., Casciotti K.L. 2011. Enrichment and characterization of ammonia-oxidizing
archaea from the open ocean: Phylogeny, physiology and stable isotope
fractionation. The ISME Journa: Multidisciplinary Journal of Microbial Ecology,
5, 11: 1796-1808

Schaudinn C., Stoodley P., Kainovic A., O Keeffe T., Costerton B., Robinson D., Baum
M., Ehrlich G., Webster P. 2007. Bacteria biofilms, other structures seen as
mainstream concepts. Microbe magazine, 2, 5: 231

Schleper C., Holben W., Klenk H.P. 1997. Recovery of crenarchaeotal ribosoma DNA
sequences from freshwater-lake sediments. Applied and Environmental
Microbiology, 63, 1: 321-323

Schleper C., Nicol G.W. 2010. Ammonia-oxidisng Archaea — physiology, ecology and
evolution. V: Advances in microbial physiology. Robert K.P. (ed.), Academic
Press: 1-41

Schloss P.D., Westcott S.L., Ryabin T., Hall J.R., Hartmann M., Hollister E.B., Lesniewski
R.A., Oakley B.B., Parks D.H., Robinson C.J., Sahl JW., Stres B., Thallinger G.G.,
Van Horn D.J., Weber C.F. 2009. Introducing mothur: Open-source, platform-
independent, community-supported software for describing and comparing
microbia communities. Applied and Environmental Microbiology, 75, 23: 7537-
7541

Schmidt I., Look C., Bock E., Jetten M.S.M. 2004. Ammonium and hydroxylamine uptake
and accumulation in Nitrosomonas. Microbiology, 150, 5: 1405-1412

Simon H.M., Dodsworth J.A., Goodman R.M. 2000. Crenarchaeota colonize terrestrial
plant roots. Environmental Microbiology, 2, 5: 495-505

Simon M., Alldredge A.L., Azam F. 1990. Bacteria carbon dynamics on marine snow.
Marine Ecology Progress Series, 65, 3: 205-211

Simon M., Grossart H.P., Schweitzer B., Ploug H. 2002. Microbial ecology of organic
aggregates in aguatic ecosystems. Aquatic Microbial Ecology, 28, 2: 175-211

SintesE., Bergauer K., De Corte D., Yokokawa T., Herndl G.J. 2013. Archaeal amoA gene
diversity points to distinct biogeography of ammonia-oxidizing Crenarchaeota in
the ocean. Environmental Microbiology, 15, 5: 1647-1658

Smith D.C., Simon M., Alldredge A.L., Azam F. 1992. Intense hydrolytic enzyme activity
on marine aggregates and implications for rapid particle dissolution. Nature 359,
6391: 139-142

Sohm J.A., Webb E.A., Capone D.G. 2011. Emerging patterns of marine nitrogen fixation.
Nature Reviews Microbiology, 9, 7: 499-508

143



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Stachowitsch M., Fanuko N., Richter M. 1990. Mucus aggregates in the Adriatic Sea - an
overview of stages and occurrences. Marine Ecology-Pubblicazioni Della Stazione
Zoologica Di Napoli I, 11, 4: 327-350

Stahl D.A., De la Torre JR. 2012. Physiology and diversity of ammonia-oxidizing
Archaea. Annua Review of Microbiology, 66, 1. 83-101

Stocker R., Seymour J.R., Samadani A., Hunt D.E., Polz M.F. 2008. Rapid chemotactic
response enables marine bacteria to exploit ephemeral microscale nutrient patches.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
105, 11: 4209-4214

Supi¢ N., Orli¢ M. 1999. Seasonal and interannual variability of the northern Adriatic
surface fluxes. Journal of Marine Systems, 20, 1-4: 205-229

Takai K., OidaH., Suzuki Y., HirayamaH., Nakagawa S., Nunoura T., Inagaki F., Nealson
K.H., Horikoshi K. 2004. Spatial distribution of marine Crenarchaeota Group | in
the vicinity of deep-Sea hydrothermal systems. Applied and Environmental
Microbiology, 70, 4: 2404-2413

Teira E., Aken H.v., Veth C., Herndl G.J. 2006. Archaeal uptake of enantiomeric amino
acids in the meso- and bathypelagic waters of the North Atlantic. Limnology and
Oceanography, 51, 1: 60-69

Teira E., Reinthaler T., Pernthaer A., Pernthaler J.,, Herndl G.J. 2004. Combining
catalyzed reporter deposition-fluorescence in  situ  hybridization and
microautoradiography to detect substrate utilization by bacteria and archaea in the
deep ocean. Applied and Environmental Microbiology, 70, 7: 4411-4414

Teske A., Alm E., Regan JM., Toze S., Rittmann B.E., Stahl D.A. 1994. Evolutionary
relationships among ammonia and nitrite-oxidizing bacteria.  Journal  of
Bacteriology, 176, 21: 6623-6630

Thingstad T.F., Hagstrom A., Rassoulzadegan F. 1997. Accumulation of degradable DOC
in surface waters: Is it caused by a malfunctioning microbial loop? Limnology and
Oceanography, 42, 2: 398-404

Tourna M., Stiegimeier M., Spang A., Konneke M., Schintimeister A., Urich T., Engel M.,
Schloter M., Wagner M., Richter A., Schleper C. 2011. Nitrososphaera viennensis,
an ammonia oxidizing archaeon from soil. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 108, 20: 8420-8425

Tremblay P.-L., Hallenbeck P.C. 2009. Of blood, brains and bacteria, the Amt/Rh

transporter family: Emerging role of Amt as a unique microbia sensor. Molecular
Microbiology, 71, 1: 12-22

144



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidiragjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Treusch A.H., Leininger S., Kletzin A., Schuster S.C., Klenk H.P., Schleper C. 2005.
Novel genes for nitrite reductase and amo-related proteins indicate a role of
uncultivated mesophilic crenarchaeota in nitrogen cycling. Environmenta
Microbiology, 7, 12: 1985-1995

Turk V., Hagstrom A., Kovac N., Faganeli J. 2010. Composition and function of mucilage
macroaggregates in the northern Adriatic. Aquatic Microbia Ecology, 61, 3. 279-
289

Turk V., Mozetic P., Malg A. 2007. Overview of eutrophication-related events and other
irregular episodes in Slovenian Sea (Gulf of Trieste, Adriatic sea). Annales. Series
historianaturalis 17s: 197-216

Urakawa H., Martens-Habbena W., Stahl D.A. 2011. Physiology and genomics of
ammoniaoxidizing archaea. V: Nitrification. Ward B.B., Arp D.J.,, Klotz M.G.
(eds.), Washington, ASM Press: 115-156

Urakawa H., Tgiima Y., Numata Y., Tsuneda S. 2008. Low temperature decreases the
phylogenetic diversity of ammonia-oxidizing archaea and bacteria in aguarium
biofiltration systems. Applied and Environmental Microbiology, 74, 3: 894-900

VaraaN., Martens-Habbena W., Sayavedra-Soto L.A., Schauer A., Bottomley P.J., Stahl
D.A., Arp D.J. 2013. Hydroxylamine as an intermediate in ammonia oxidation by
globally abundant marine archaea. Proceedings of the Nationa Academy of
Sciences, 110, 3: 1006-1011

Van Kim C.L., Colin Y., Cartron J.-P. 2006. Rh proteins. Key structural and functional
components of the red cell membrane. Blood Reviews, 20, 2: 93-110

Vetriani C., Reysenbach A.-L., Doré J. 1998. Recovery and phylogenetic analysis of
archaeal rRNA sequences from continental shelf sediments. FEMS Microbiology
Letters, 161, 1: 83-88

Wahman D.G., Wulfeck-Kleier K.A., Pressman J.G. 2009. Monochloramine disinfection
kinetics of Nitrosomonas europaea by propidium monoazide quantitative PCR and
live/dead baclight methods. Applied and Environmental Microbiology, 75, 17:
5555-5562

Waker C.B., de la Torre JR., Klotz M.G., Urakawa H., Pinel N., Arp D.J., Brochier-
Armanet C., Chain P.S., Chan P.P., Gollabgir A., Hemp J., Hugler M., Karr E.A.,
Konneke M., Shin M., Lawton T.J., Lowe T., Martens-Habbena W., Sayavedra-
Soto L.A., Lang D., Sievert SM., Rosenzweig A.C., Manning G., Stahl D.A. 2010.
Nitrosopumilus maritimus genome reveals unique mechanisms for nitrification and
autotrophy in globally distributed marine crenarchaea. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 107, 19: 8818-8823

145



Vojvoda J. Letna dinamikain raznolikost amonij-oksidirgjocih arhgj in bakterij v obalnem morju TrZzaskega zaliva.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Ward B.B. 2011. Nitrification: An introduction and overview of the state of the field. V:
Nitrification. Bess B. Ward D.J.A., Martin G. Klotz (ed.), Washington DC, ASM
Press: 1-8

Ward B.B., O'Mullan G.D. 2002. Worldwide distribution of Nitrosococcus oceani, a
marine ammonia-oxidizing y-Proteobacterium, detected by PCR and sequencing of
16S rRNA and amoA genes. Applied and Environmental Microbiology, 68, 8:
4153-4157

Weidinger K., Neuhduser B., Gilch S., Ludewig U., Meyer O., Schmidt I. 2007. Functiona
and physiologica evidence for a rhesus-type ammonia transporter in Nitrosomonas
europaea. FEM S Microbiology Letters, 273, 2: 260-267

Welker C., Nichetto P. 1996. The influence of mucous aggregates on the
microphytobenthic community in the northern Adriatic Sea. Marine Ecology, 17,
1-3: 473-489

Winogradsky S.N. 1890. Recherches sur les organismes de la nitrification. Annales de
I'Institut Pasteur, 4, 213-231

Wright J.J., Konwar K.M., Hallam S.J. 2012. Microbial ecology of expanding oxygen
minimum zones. Nature Reviews Microbiology, 10, 6: 381-394

Wouchter C., Abbas B., Coolen M.J.L., Herfort L., van Blejswijk J., Timmers P., Strous
M., Teira E., Herndl G.J., Middelburg J.J., Schouten S., Sinninghe Damsté J.S.
2006. Archaeal nitrification in the ocean. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 103, 33: 12317-12322

Wuchter C., Schouten S., Boschker H.T.S., Sinninghe Damsté J.S. 2003. Bicarbonate
uptake by marine Crenarchaeota. FEMS Microbiology Letters, 219, 2: 203-207

Zanchettin D., Traverso P., Tomasino M. 2008. Po river discharges: A preliminary analysis
of a200-year time series. Climatic Change, 89, 3-4: 411-433

Zoppini A., Puddu A., Fazi S., Rosati M., Sist P. 2005. Extracellular enzyme activity and

dynamics of bacterial community in mucilaginous aggregates of the northern
Adriatic Sea. Science of the Total Environment, 353, 1-3: 270-286

146



ZAHVALA

Iskreno se zahvaljujem svoji mentorici izr. prof. dr. Vaentini Turk, ki mi je odprla vratav
svet morske mikrobiologije, za strokovno vodstvo ter zavestrud, ki gajevlozilavameinv

predstavljeno delo.

Hvala moji somentorici prof. dr. Kristini Gruden za strokovno pomo¢ tekom

podiplomskega Studijater za obilo pozitivne energije.

Hvala ¢lanicama komisije prof. dr. Ines Mandi¢-Mulec in prof. dr. Branki Javornik za
pregled doktorske disertacije in predloge zaizboljSavo.

| would like to address specia thanks to prof. dr. Gerhard Herndl for inviting me to his lab
and letting me be a part of his research team, for his supervision and for giving me the

opportunity to continue with my research.

I would aso like to thank to prof. Christa Schleper and Michaela Stieglmeier for useful and
crucia advice about archaea enrichment and cultivation.

Many thanks go to Eva Sintes for all her scientific answers to my endless questions and

aso for letting me be an “Alis-sitter” ©

Thanks to Dominique Lamy who “made” me stay in Vienna. Thanks to all of you guys:
Daniele, Itziar, Kristin, Pedro, Juan, Roberta, Jean-Marie, Bettina and the rest of the
MOVIE group for useful debates, help in the lab and for many precious moments that

made my time in Vienna unforgettable.

Hvala vsem sodelavcem iz Oddelka za biotehnologijo in sistemsko biologijo (NIB), Se
posebg Tini in Degjanu za vse predano znanje in obilo lepih spominov, ki sem jih odnesla s

seboj namorje.

Za pomo¢ in nasvete hvala vsem sodelavcem iz Morske bioloske postge v Piranu, Se

posebeg) pa moji “delavni mentorici” Tinkari za cel paket prakticnega znanja, nasvetov in



nesteto debat. Prav posebna zahvala pa gre dragim mojim DR-MR drustvu MBP (Matgji,
Tinkari, Ndli, NeZi, lvi, Katki, Katji, Tjad, Manji, Petri Lucki, Jani, GaSperju, Borutu,
Tihiju, Markotu, Martinu in Matjazu) za vse dogodiv&ine tako v sluzbi, kot tudi po njg.
Predvsem pa hvala mojim puncam za redne in neprecenljive vzpodbude, brez katerih bi

bilo vse nepredstavljivo tezje.

Hvala tudi celi moji dunajski “druzini” (Ursuli, Ur§&Gregorju, Maji&Rolandu, Crtu,
Viktorju&Ireni in Danielu) za vse prevozZzene kilomete, prevode in pomoc pri reSevanju
birokratskih ugank, predvsem pa za vse nepozabne trenutke, ki sem jih z vami prezivelain
zaradi katerih se zdi Dungj Se veliko lepsi.

Hvala vsem ostalim prijateljem (Toniju, Tini, Mihi, Meti, Tanji, Janji, Lukiju& Petji,
Primziju, Mokiju ... ) ter vsem sorodnikom, ki so mi polepsali marsikateri trenutek in
vsem, ki so kakorkoli prispevali k nastanku tega dela.

Prav posebna zahvala pa gre mojim starSem in moji sestri, ki so verjeli vame, me bodrili,

tolazili, skrbeli zame ... in tudi finan¢no pripomogli k uresnicitvi mojih ciljev.

Nenazadnje hvala tebi Tomaz za vso potrpezljivost in tudi za nepotrpeZljivost ©, za vse
zanastvene nasvete in pomoc pri delu ter hvala za varen pristan.



PRILOGE

Priloga A: Sestava pufrov uporabljenih pri metodi CARD-FISH

ZaloZnaraztopina reagenta Koli¢ina Konéna koncentracija

Hibridizacijski pufer s 55 % formamidom za hibridizacijo bakterijskih sond

Dextran Sulfat 19 10%
5M NaCl 1800 900 mM
1M Tris-HCI 200 pl 20mM
100 % Triton X100 5ul 0,05 %
Formamid 5500 pl 55 %
10 % Blocking reagent 1000 pl 1%
H,0 (Sigma) 1500 pl

Hibridizacijski pufer s 20 % formamidom za hibridizacijo arhejskih sondami

Dextran Sulfat 19 10%
5M NaCl 1800 pl 900 mM
1M Tris-HCI 200 pl 20mM
100 % Triton X100 5ul 0,05 %
Formamid 2000 pl 20 %
10 % Blocking reagent 1000 pl 1%
H,0 (Sigma) 5000 pl

Pufer za spiranje po hibridizaciji z bakterijskimi sondami

5M NaCl 30 ul 13mM
1M Tris-HCl 1000 pl 20 mM
0,5M EDTA 500 ul 5 mM
ddH,0 48420 yl

10 % SDS 50 ul 0,01 %

se nadaljuje



nadaljevanje

Zaloznaraztopina reagenta Koli¢ina Konéna koncentracija
Pufer za spiranje po hibridizaciji z arhejskimi sondami

5M NaCl 1350 pl 145 mM
1M TrissHCI 1000 pl 20 mM
0,5M EDTA 500 pl 5 mM
ddH,O 47100 pl

10% SDS 50 ul 0,01 %
Amplifikacijski pufer

Dextran Sulfate 29 10%
5M NaCl 8000 pl 2M

10 % Blocking reagent 200 0,1%
1x PBS 11800 pl

10 % Blocking reagent

Blocking reagent (Roche) 109
Pufer maleinske kisline (100 mM maleinska
kislina, 150 mM NaCl; pH 7,5) 100 ml




Priloga B1: Rezultati kvantifikacije gena amoA z metodo gPCR na globini 5 m tekom
leta (april 2010 — marec 2011)

AOA amoA AOB amoA

St. kopij/ml SD St. kopij/ml SD
april 6,3x10" 3,6 pod LOQ* /
maj 6,0x10° 4,3x10" pod LOQ* /
junij 1,8x10° 2,9x10" 1,2x10? 2,0x10"
julij 3,4x10° 2,7x10" 5,6x10" 2,9
avgust 2,8x10° 4,6x10" 1,6x10" 33
septeber 9,0x10? 5,8x10" 2,1x10" 81
oktober 6,7x10° 1,1x10? 3,6x10* 7.0
november 2,1x10* 1,1x10° 1,5x10* 6,2
december 9,9x10" 1,0x10* 1,2x10° 2,4x10%
januar 4,0x10° 1,2x10? 1,1x10" 1,9
februar 3,6x10° 1,5x10? 4,6x10*" 41
marec 3,2x10° 1,8x10° 1,6x10" 0,62

* &evilo genov v vzorcu je pod mejo kvantifikacije metode, ki znaSa 10 kopij

Priloga B2: Rezultati kvantifikacije gena amoA z metodo gPCR na globini 21 m
tekom leta (april 2010 — marec 2011)

AOA amoA AOB amoA

St. kopij/mi SD St. kopij/ml SD
april 1,6x107 1,7x10" 4,2x10" 3,0
maj 1,0x10? 2,0x10" 3,9x10" 1,2x10"
junij 2,6x10° 1,7x10" 3,5x10" 38
julij 5,0x10° 1,5x10" 7,1x10" 1,7x10"
avgust 2,4x10° 3,3x10" 7,4x10" 1,2x10*
septeber 6,3x10° 9,1x10" 7,6x10" 1,5x10"
oktober 4,7x10* 3,3x10° 9,8x10" 2,9x10"
november 1,3x10° 1,1x10* 4.8x10° 3,2x10"
december 5,8x10" 6,7x10° 3,8x10° 6,6x10"
januar 7,3x10° 2,1x10° 7,2x10" 8,6
februar 5,1x10° 8,3x10" 6,5x10" 5,2

marec 4,4x10° 2,6x10 5,1x10*" 1,4x10"




Priloga B3: Rezultati kvantifikacije genov amoA vzdolz vodnega stolpca meseca julija

2010
AOA amoA AOB amoA

Globina(m)  St. kopij/ml sD St. kopij/ml SD

1m 5,4x10" 8,2 pod LOQ* /

3m 8,7x10" 2,2x10" pod LOQ* /

5m 3,4x10° 2,7x10" 5,6x10" 2,9

10m 1,3x10° 8,7 pod LOQ* /

15m 8,3x10" 1,2x10" pod LOQ* /

21m 5,0x10° 1,5x10" 7,1x10" 1,7x10"

* &evilo genov v vzorcu je pod mejo kvantifikacije metode, ki znaSa 10 kopij

Priloga B4: Rezultati kvantifikacije genov amoA vzdolz vodnega stolpca meseca

februarja 2011
AOA amoA AOB amoA
Globina(m)  St. kopij/ml SD St. kopij/ml SD
1m 7,7x10° 2,9x10° 3,6x10" 14
3m 7,7x10° 3,2x10 4,5x10" 7.9
5m 3,7x10° 9,3x10" 4,6x10" 4,1
10m 2,5x10° 9,0x10" 3,9x10" 4.4
15m 3,8x10° 2,3x10° 3,5x10" 6,6

21 m 6,2x10° 1,1x10° 6,5x10*" 5,2




Priloga C1: Fizikalno-kemijski parametri izmerjeni na globini 5 m ob vzor éenju mor ske vode za namen kvantifikacije genov

amoA
Kisk  NO, NOs NH,” SO PO~ Ptot Ntot BCP
Datum vzorcenja Ts S pHs (mi/y  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l) (umol/l) (ug C/l/d)
23. april 2010 14,6 36,1 8,37 5,15 0,18 4,00 0,52 3,60 0,07 0,28 15,9 2,33
7. maj 2010 16,6 36,1 8,24 4,76 0,12 2,34 0,35 4,90 0,07 0,23 11,3 3,01
7. junij 2010 215 335 8,25 3,95 0,11 4,57 0,43 3,56 0,05 0,20 17,9 10,34
15. julij 2010 28,3 31,4 8,36 4,95 0,13 4,53 0,98 8,30 0,13 0,44 21,2 23,15
12. avgust 2010 25,2 34,3 8,26 3,34 0,02 0,11 1,78 2,55 0,04 0,25 11,7 9,43
23.  septeber 2010 215 35,3 8,21 6,14 0,04 0,32 0,32 5,77 0,14 0,24 91 7,90
22.  oktober 2010 17,0 35,9 8,28 5,19 0,69 2,34 0,23 6,91 0,02 0,37 20,7 4,39
18. november 2010 15,2 34,4 8,22 5,761 1,15 9,08 0,34 4,75 0,15 0,42 29,8 5,96
14. december 2010 13,1 36,6 8,24 5,143 0,90 6,42 0,19 8,86 0,15 0,35 25,4 2,69
13. januar 2011 10,0 37,0 8,23 5,52 0,74 5,32 0,31 3,55 0,07 0,23 15,6 1,30
15. februar 2011 9,3 37,2 8,24 6,16 0,42 2,79 0,04 2,94 0,04 0,24 14,8 2,80
18. marec 2011 9,4 37,1 8,25 5,89 0,35 4,13 0,14 4,60 0,05 0,23 15,9 2,79




Priloga C2: Fizikalno-kemijski parametri izmerjeni na globini 21 m ob vzor ¢enju mor ske vode za namen kvantifikacije genov

amoA
Kisk  NO, NOs NH,” SO PO~ Ptot Ntot BCP
Datum vzorcenja Ts S pHs (mi/y  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l) (umol/l) (ug C/l/d)
23. april 2010 9,88 37,5 8,34 6,11 0,11 0,42 0,63 3,00 0,09 0,33 9,2 1,66
7. maj 2010 116 37,2 8,25 5,62 0,09 0,71 0,87 521 0,10 0,30 10,3 2,39
7. junij 2010 13,3 37,0 8,11 575 0,19 1,70 2,91 3,70 0,08 0,34 16,1 7,97
15. julij 2010 15,3 36,7 8,10 7,18 0,27 2,13 3,55 8,40 0,16 0,54 18,0 12,06
12. avgust 2010 175 37,2 8,09 4,46 0,17 0,60 1,28 6,60 0,09 0,46 13,0 4,92
23.  septeber 2010 19,2 36,9 8,16 6,60 0,16 0,64 0,83 6,19 0,05 0,27 91 6,21
22.  oktober 2010 17,2 37,1 8,19 5,25 191 2,20 0,28 8,92 0,08 0,38 19,3 3,14
18. november 2010 15,8 36,2 8,14 5,93 2,39 6,26 1,12 9,26 0,16 0,41 28,1 1,85
14. december 2010 13,6 37,0 8,23 5,022 0,92 5,32 0,32 7,04 0,17 0,42 21,3 1,06
13. januar 2011 104 37,2 8,22 5,290 0,84 4,23 0,43 3,54 0,09 0,28 151 141
15. februar 2011 8,8 37,3 8,26 6,13 0,46 2,24 0,33 3,58 0,07 0,27 14,0 5,93
18. marec 2011 8,8 37,5 8,26 5,87 0,26 1,80 0,55 5,00 0,08 0,25 18,4 1,07




