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Sl

Sl/en

Vodonosniki so glavni vir pitne vode, za oskrbovanje prebivalstva, ter edini mozen
vir mineralne vode za pripravo ustekleni¢ene pitne vode v Sloveniji. Zagotavljati
morajo neoporecno in kvalitetno vodo. Kvaliteta vode v vodonosniku je odvisna od
mnogih dejavnikov, med drugim tudi od primarne sestave mikrobnih populacij in
njihove dinamike ob vzpostavitvi ¢rpalne infrastrukture in uvedbi ¢rpalnega rezima.
Da bi predvideli morebitne spremembe v kvaliteti vode iz vodonosnika, ki bi lahko
nastale kot posledica delovanja mikrobnih populacij, je potrebno poznavanje
sestave primarnih mikrobnih populacij. V nasi raziskavi smo za identifikacijo
pritrjenih in planktonskih bakterij uporabili molekularne in klasi¢ne mikrobioloske
metode. V razli¢nih globinah novonastajajoce vrtine smo vzor¢ili vodo in kamnino
z vrtanjem v kamnite plasti dolomitnega vodonosnika, ter iz vzorcev na izbranih
globinah izolirali DNK. S PCR smo z univerzalnimi zacetnimi oligonukleotidi
pomnozili odseke gena za bakterijsko 16S rRNK in pripravili klonske knjiznice.
Analiza sekvenc je pokazala, da je sestava pritrjenih in planktonskih bakterijskih
zdruzb razli¢na in se spreminja po globini. V vodonosniku prevladujejo bakterije iz
razredov Betaproteobacteria in Gammaproteobacteria. Med pritrjenimi bakterijami
ima vecji delez $e razred Actinobacteria, med planktonskimi pa razred Clostridia in
nerazvrscene bakterije. Ocenjena vrstna raznolikost je vecja pri planktonski
populaciji. Izkazalo se je, da je razporeditev planktonskih in pritrjenih mikrobnih
zdruzb po globini vrtine neodvisna od vrste kamnine. Po enem letu uporabe vrtine
smo ponovno analizirali sestavo bakterijskih razredov na dveh globinah in
ugotovili, da se je sestava spremenila. To pripisujemo stresnim pogojem Vv
vodonosniku, ki so se vzpostavili zaradi izkoriS¢anja vodonosnika. Zaradi vecje
koncentracije Zeleza v vodi smo pri¢akovali prisotnost Zelezo oksidirajocih bakterij.
Te smo zaznali s klonskimi knjiZnicami, z gojitvenimi tehnikami pa ne. S klonskimi
knjiznicami smo zaznali potencialno patogene bakterije za Zivali in ljudi.
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S1

Sl/en

Aquifers represent the main sources of drinking water in Slovenia, providing water
for population as well as for mineral water bottling industry. Suitable aquifers
provide unpolluted and impeccable water. Quality of the water is dependent on
several factors, among which are also the primary structure of microbial population
and its dynamics in response to establishment of pumping infrastructure and
pumping regime. In order to correctly forecast possible influences of the microbial
population on the quality of water from the aquifer, it is necessary to know the
composition of primary microbial population. Molecular and classical
microbiological methods were used to identify attached and planktonic bacteria.
Water and rock were sampled during the drilling process, and DNA was extracted
from samples across depth. Bacterial 16S rRNA genes regions were amplified with
PCR using universal primers. From amplified products the clone libraries were
constructed. Analysis of the gene sequences showed, that the composition of
attached and planktonic bacterial populations differs and changes across depth.
Bacteria from the classes Betaproteobacteria and Gammaproteobacteria
predominate in the aquifer. Notable is also the presence of the class Actinobacteria
among the attached bacteria, while the class Clostridia along with some
unclassified bacteria are present in the planktonic population. Estimated species
diversity is greater for the planktonic population. Depth distribution of planktonic
and attached bacterial populations is independent of bedrock porosity. Structure of
planktonic bacterial classes changed after one year pumping. The change in the
population is attributed to the increased stress on the population due to pumping.
The presence of iron-oxidizing bacteria in clone libraries, expected due to higher
concentration of iron in the water, was confirmed, while culturing methods gave
negative results. Clone libraries also revealed the presence of some potential animal
and human pathogens.
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1 UvOD

Vodonosniki so glavni vir pitne vode v Sloveniji, saj zagotavljajo ve¢ kot 95 % oskrbe s
pitno vodo. Podzemna voda v vodonosnikih je najkvalitetnej$i vir pitne vode, saj je
kemijsko, temperaturno in kolic¢insko stabilna, ima ugodne bakterioloske lastnosti, obenem
pa je poceni. Podzemno vodo lahko izkoriS¢amo direktno iz izvirov ali prek vodne vrtine
ali vodnjaka (Brencic, 2008). Za vrtanje vodne vrtine se uporabljajo hidrogeoloske metode,
pri katerih je najprej potrebno vrtanje opazovalne vrtine, preko katere dobimo informacijo
o globini vodonosnika, nihanju vodnega stolpca, pretoku vode in litoloski profil. Iz
pridobljenih podatkov se nato nacrtuje gradnja in uporaba vodne vrtine. Na vzorcu
podzemne vode iz opazovalne vrtine pa se dolocijo fizikalno kemijski ter mikrobioloski
parametri vode (BrenCi¢ in sod., 2004). Iz teh podatkov dobimo le informacijo o
primernosti podzemne vode za uporabo v gospodinjstvih, ne dobimo pa nobene
informacije o prisotnosti mikrobnih zdruzb, ki bi lahko dolgoro¢no negativno vplivale na
vodno vrtino, na distribucijski sistem in posledicno na kakovost vode v vodonosniku. Z
vrtanjem v vodonosnik porusimo prvotne razmere v vodonosniku, vnesemo bakterije s
povrs$ja in premesamo oziroma prerazporedimo mikrobne zdruzbe iz nizjih v globlje dele
vodonosnika in obratno. Prav tako porusimo prvotne razmere v vodonosniku, ko ¢rpamo
vodo iz vodonosnika, s ¢imer vzpostavimo stresne pogoje, na katere se razli¢ne bakterijske
vrste razlicno odzivajo. Zato je poznavanje sestave in dinamike mikrobnih populacij v
okolju zelo pomembno, saj morajo biti vodni viri stabilni, neonesnazeni in ¢im manj

obremenjeni z mikrobnimi populacijami.

Med mikroorganizmi v vodonosnikih imajo najpomembnejSo vlogo bakterije, saj so v vec
kot 80 % primerih, bakterije in biofilmi s svojimi produkti, vzrok za spremembe v
vodonosnikih in posledicno oporecnost vode (Schneiders, 2003). Za pridobitev informacij
o mikrobnih populacijah v okolju je potrebna njihova analiza, s katero pridobimo podatke
o obremenjenosti vode z mikrobnimi populacijami, o prisotnosti in vrstah mikrobnih
populacij, o njihovi vertikalni razporeditvi in transportu ter o prisotnosti biofilmov. Na
podlagi teh podatkov lahko poleg ocene ustreznosti vodnega vira za uporabo tudi
predvidimo mozne spremembe v okolju, ki bi lahko nastale kot posledica mikrobnega

delovanja. Tako lahko predvidimo obrabo distribucijskega sistema, nacina cevitve in s tem
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posledi¢ne korozije ali obraScanje z biofilmi, kar je posledica delovanja mikrobnih
populacij in z njimi povezanih kemijskih in biokemijskih procesov (Schneiders, 2003).
Prav tako lahko ugotavljamo in sledimo, kako kemijski in ostali okoljski dejavniki vplivajo
na raznolikost mikrobnih populacij. S temi informacijami lahko predvidimo mozne
spremembe v vodonosnikih in na¢rtujemo rezim uporabe in vzdrzevanja vodne vrtine ter

distribucijskega sistema.

1.1 NAMEN DELA

Namen dela je s pomocjo molekularnih in klasi¢nih mikrobioloskih metod identificirati in
primerjati pritrjene in planktonske bakterijske populacije po globini vodonosnika. Ocenili
bomo vpliv poroznosti kamnine, globine vodonosnika, cevitve vodonosnika in ¢rpanja
vode, na prisotne mikrobne zdruzbe. Na podlagi kemijsko fizikalnih parametrov vode ter
prisotnih mikrobnih zdruzb Zelimo oceniti primernost vodonosnika za uporabo. Z
identifikacijo planktonskih mikrobnih zdruzb po enem letu obratovanja vodne vrtine pa

bomo ugotavljali vpliv ¢rpanja vode na prisotne bakterijske populacije v vodonosniku.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

V dolomitnem vodonosniku je v razli¢nih globinah pricakovati razlicno poroznost
kamnine, kjer se skozi te razpoke vodonosnik napaja s podzemno vodo. Na teh globinah
pricakujemo drugacne koncentracije hranil in drugih snovi, zato predvidevamo, da so na
teh mestih prisotne drugac¢ne pritrjene in planktonske mikrobne zdruzbe, kot na globinah z
nerazpokano kamnino (Lehman in sod., 2001b; Schneiders, 2003). V zacetnih globinah
vodonosnika pri¢akujemo vpliv povrSinskih dejavnikov in vecjo koncentracijo organskih
snovi, zato predvidevamo, da so v zacetnih delih prisotne drugacne bakterijske populacije,
kot v globljih delih vodonosnika. S ¢rpanjem vode iz vodonosnika se poveca pretok vode v
vodonosniku, zato se vzpostavijo drugacni pogoji, kot so to bili pred tem posegom v
vodonosniku in katerim so izpostavljene bakterijske zdruzbe (Schneiders, 2003).
Pricakujemo, da se casovno tekom uporabe vodne vrtine, spreminja raznolikost

bakterijskih populacij v vodonosniku.
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Na podlagi teh predvidevanj smo oblikovali naslednje hipoteze:

e vrstna sestava planktonskih bakterijskih zdruzb se razlikuje od vrstne sestave
pritrjenih mikrobnih zdruzb,

e v odvisnosti od globine, s katero se spreminjajo kemijsko - fizikalni parametri vode,
se spreminja sestava planktonskih mikrobnih zdruzb,

e v odvisnosti od globine, s katero se spreminjajo kemijsko - fizikalni parametri vode,
se spreminja sestava pritrjenih mikrobnih zdruzb,

e raznolikost mikrobnih zdruzb je odvisna od poroznosti kamnine in se veca s
poroznostjo kamnine,

e raznolikost mikrobnih zdruzb se tekom uporabe vrtine spreminja.
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2 PREGLED OBJAV

Vodonosnik je obmocje v poroznem sedimentu ali kamnini, ki je napolnjeno z vodo. Voda
v vodonosniku je podtalnica ali podzemna voda. Vodonosniki se med seboj razlikujejo
glede na poroznost, prepustnost in shranjevanje vode. Poroznost pomeni prisotnost por, v
katere lahko vstopi voda in izpodrine prisotne pline, prepustnost pa omogoca pretakanje
vode v vodonosniku in s tem posledi¢no zadrzevalni ¢as vode v vodonosniku. Sposobnost
shranjevanja vode je odvisna od velikosti vodonosnika, njegovih dimenzij in velikosti por.
Lastnosti vodonosnikov so odvisne od tal in kamnine, v katerih je prisoten dolocen

vodonosnik (Bear, 1988).

Vodonosnik nastane, ko voda potuje navzdol skozi prepustne plasti tal in se ustavi, ko
pride do nepropustne plasti. Na tistem mestu se voda zacne akumulirati in oblikujejo se
posamezna obmocja z razlicno vsebnostjo vode. Velikost teh obmocij je odvisna od vrste
tal in kamnin. Definiramo lahko nasi¢eno obmocje, obmocje aeracije in obmocje
kapilarnega dviga. Nasi¢eno obmocje je prostor, ki je 100 % napolnjen z vodo. Nad
nasi¢enim obmoc¢jem je obmocje kapilarnega dviga vode. Nad njim je obmocje aeracije ali
nenasi¢eno obmocje, ki ima v prostorih plin, vodno paro ali vodo. Obmo¢ji se locita z
mejo, ki ji pravimo gladina podtalnice ali vodni stolpec. Gladina podtalnice se spreminja v
odvisnosti od napajanja in ¢rpanja ali odtekanja vode iz vodonosnika. Tako se nasiceno in

nenasiceno obmocje neprestano spreminja (Bear, 1988).

Vodonosniki se med seboj razlikujejo po vrsti kamnine in po omejenosti. Glede na vrsto
kamnine lo¢imo:

e pesceno prodnate oziroma medzrnske vodonosnike,
e razpoklinske vodonosnike,
e kraSke oziroma kanalske vodonosnike.

i
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e

"

I D —— -

MEDZRMSKA RAZPOKLINSKA KAMNALSKA
POROZNOST POROZNOST POROZNOST
Slika 1: Poroznost vodonosnikov (Brencic, 2008)
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Pesceno prodnatih vodonosnikov je najvec. Sestavljajo jih razli¢ni delci peska, gramoza,
pesScenjaka in konglomeratov. Razpoklinski vodonosniki nastanejo zaradi razpok v
kamninah, ki so posledica delovanja razli¢cnih geoloskih, kemijskih in bioloskih
dejavnikov. Kraski oziroma kanalski vodonosniki pa nastanejo v prepletenih sistemih

podzemnih rovov in jam, po katerih se pretaka voda.
Glede na omejenost pa vodonosnike delimo na:

e omejene vodonosnike,

e neomejene vodonosnike,

e zaprte vodonosnike,

o arteSke vodonosnike.
Vodonosnike omejujejo nepropustne plasti tal. Vsi vodonosniki so spodaj omejeni z
nepropustno plastjo tal. Neomejeni vodonosniki so bocno zelo razprostranjeni, omejeni
vodonosniki pa so bo¢no omejeni z nepropustnimi plastmi. Zaprti vodonosniki so omejeni
navzgor in se lahko napajajo le bo¢no. Arteski vodonosniki pa so zaprti z vseh strani. V
njih je voda pod pritiskom. Ce v tak vodonosnik zvrtamo vodnjak, podzemna voda sama

priteCe na povrsje, tako da ni potrebno ¢rpanje vode (Bear, 1988).

2.2 BAKTERIJSKA RAST V VODONOSNIKIH

V vodonosniku je bakterijska rast odvisna od okoljskih pogojev. Med temi pogoji sta zelo
pomembna kamninska osnova in hidravli¢na prevodnost (Schneiders, 2003). Hidravli¢na
prevodnost je lastnost kamnine, da prepusca vodo skozi hidravli¢ne gradiente v tleh (Bear,
1988). Hidravlicna prevodnost je pomembna za gibanje vode v vodonosniku in posledi¢no
za bakterijsko rast. Tako je v zelo prevodnih podrocjih vodonosnika vecja bakterijska rast,
saj voda prinasa potrebne snovi za bakterijsko rast in odnasa metabolne produkte. V manj

prevodnih podro¢jih vodonosnika pa je veliko manjsa bakterijska rast (Schneiders, 2003).

Kamninska osnova je pomemben faktor, ki spodbuja ali zavira bakterijsko rast.
Vodonosniki, sestavljeni iz sedimentnih nanosov, peska ali gramoza, nudijo bakterijam
Stevilne povrSine, na katere se lahko pritrdijo in naredijo biofilme. V tak$nih vodonosnikih
je tudi dokaj hiter pretok vode, tako da imajo biofilmi stalen dotok hranil in odtok

metabolnih produktov. Biofilmi tudi ¢istijo vodo v vodonosniku, saj prestrezajo razlicne
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kontaminante in druge kemijske snovi. Ti biofilmi ohranjajo svojo konstitucijo dokler v
vodonosnikih niso prisotne kompetitivne bakterije ali pa prazivali, ki se prehranjujejo s
temi bakterijami (Schneiders, 2003). Prav tako je pomembna tudi mineralna sestava
kamnine, ki omogoca rast razlicnim bakterijskim vrstam (Boyd in sod., 2007). Najbolj
preucene so zelezo reducirajoCe bakterije, ki se pritrjajo na kamnine z veliko vsebnostjo
zeleza (Caccavo in Das, 2002). Rogers in sodelavcei (1998) pa so dokazali, da se v
vodonosnikih, katerih kamninska osnova vsebuje fosfor in dusik, pritrja signifikantno ve¢

bakterij, kot v vodonosnikih, katerih kamninska osnova ne vsebuje fosforja in dusika.

Trdne kamnine so pogosto razpokane, razpoke pa omogocajo gibanje vode. Voda v takih
kamninah potuje veliko hitreje, tako da imajo razli¢ne kemijske ter bioloske kontaminante,
ki vstopajo v tak tip vodonosnika, precej manj Casa za interakcijo z biofilmi ali za
absorbcijo na povrSine. Taki vodonosniki se lahko zelo hitro onesnazijo in se tudi tezko
oCistijo. Biofilmi se zaCnejo pojavljati ob razlicnih malih razpokah, kjer se voda giblje
pocasneje. Tam se bakterije lazje pritrdijo na povrSino in dobijo hranila, ki so prisotna v
vodi ter adsorbirana na povrSini kamnin. V kraskih tleh, kjer z raztapljanjem apnenca
nastajajo velika odprta podrocja, so zelo ugodni pogoji za nastanek biofilmov, ki se lahko
razrastejo okoli vodnih virov. Vodonosniki v kraskih tleh so zaradi kraskih pojavov, ki
povzrocajo veliko prepustnost, bolj dovzetni za kontaminacijo in onesnazenje voda, ker na
Stevilnih delih komunicirajo s povrsino. Podzemna voda v kraskih vodonosnikih ima zaradi
Stevilnih komunikacij s povrSino kratek zadrzevalni ¢as. Vsaka dodatna komunikacija s
povrsino pa hkrati poveca verjetnost vstopa onesnazeval v takSen vodonosnik (Schneiders,

2003).

2.3 MIKROBNE KONTAMINANTE V VODONOSNIKIH

Kontaminante v vodonosnikih so organizmi ali kemijske snovi, ki so alohtone, kar pomeni,
da niso ze naravno prisotne v vodonosnikih, ter vplivajo na pogoje v vodonosniku in
posledi¢no na kakovost vode v njem. Veliko Stevilo mikroorganizmov je avtohtonih in so
ze naravno prisotni v vodonosniku, zato med kontaminante Stejemo tiste, ki so nevarne za
zdravje ljudi (Schneiders, 2003). To so patogeni organizmi, med katere Stejemo bakterije,
viruse in protozoje. NajStevilcnejSe od teh so bakterije, ki so v vecini primerov glavni

vzrok za tezave v vodonosnikih in oporec¢nost vode.
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V Sloveniji je s Pravilnikom o pitni vodi (2004) doloceno, da je pitna voda z
mikrobioloskega staliS¢a zdravstveno ustrezna, kadar v njej ni prisotnih mikroorganizmov,
parazitov in njihovih razvojnih oblik v taksnem Stevilu, ki bi ogrozilo zdravje ljudi. Na
podlagi Pravilnika o pitni vodi (2004) je tako doloceno izvajanje mikrobioloskih testov, ki
pa ne preverjajo prisotnosti specifiénih patogenov, ampak le njihove indikatorje. Tako se
preverja prisotnost bakterije Escherichia coli in enterokokov, ki se jih s predpisano metodo
ne sme zaznati. Spremlja se Stevilo kolonij zraslih pri 22 °C, katerih Stevilo ne sme
presegati 100 kolonij na mililiter in Stevilo kolonij pri 37 °C, katerih Stevilo ne sme

presegati 20 kolonij na mililiter.

Dinamika bakterijske zdruzbe je odvisna tudi od interakcije bakterij s protozoji in virusi.
Lokacija teh mikroorganizmov v vodonosnikih je odvisna od pogojev v dolocenih delih
vodonosnika. V bolj aerobnih delih prevladujejo aerobni mikroorganizmi ter protozoji, v
anaerobnih pa anaerobne bakterije. Vecjo gostoto morebitno prisotnih virusov lahko
pricakujemo v okolici biofilmov. Fakultativni anaerobi so prisotni na mejnih podrogjih,
med anaerobnim in aerobnim okoljem. Pomembni pa so tudi simbiontski odnosi med
bakterijami, ki omogocajo prezivetje v vodonosnikih tudi alohtonim bakterijam, ki niso

prilagojene na taksne razmere (Schneiders, 2003).

Do onesnaZenja vodonosnikov s kemijskimi in bioloSkimi kontaminantami lahko pride ob
naravnih nesrecah, namernih ali nenamernih dejanjih ali nesreCah, ali zaradi naravnih
pogojev v tleh. Najveckrat je za onesnaZenje vodonosnikov kriva industrija, kmetijstvo,
promet in odplake iz urbanih obmocij (Schneiders, 2003). Do vnosa kemijskih in bioloskih
kontaminant pa pride tudi med vrtanjem vodne vrtine, vzoréenjem kamnine in vode,
vzpostavljanjem distribucijskega sistema in drugih posegih v vodni vrtini (Pedersen in
sod., 1997; Boivin-Jahns in sod., 1996; Stroes-Gascoyne in sod., 2007). Najverjetne;jsi viri
kontaminant so oprema za vrtanje in vzorcenje, voda za spiranje in hlajenje opreme, zrak,
ki ga vpihavajo v vrtino med vrtanjem in vstavljanje ter ¢iSCenje cevi za ¢rpanje vode iz
vodonosnika (Stroes-Gascoyne in sod., 2007). Bakterije s produkti metabolizma lahko
spremenijo razmere v vodonosnikih, predvsem pH in Eh. Med produkti bakterijskega
metabolizma so pomembni predvsem plini, kot so CO,, CH4, H,, H,S, organske kisline in
kelatorske molekule (Stroes-Gascoyne in sod., 2007). Stevilni produkti aktivnih bakterij

povzrocajo biokorozijo (Dinh in sod., 2004), kar poskoduje kovinske dele v vodni vrtini,
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jim skrajsajo Zivljenjsko dobo, visajo stroSke uporabe in slabsajo kvaliteto vode. Poleg tega
pa bakterije s svojim metabolizmom tudi pospesijo preperevanje kamnine, kar pospesuje

obrabo vodonosnika (Kostka in sod., 1999).

2.4 PRITRJENE IN PLANKTONSKE BAKTERIJE V VODONOSNIKIH

V naravnih okoljih bakterije prezivijo del, nekatere pa cel Zivljenjski cikel, pritrjene na
povrsino (Marshall, 1976). Pritrjen in planktonski nacin zivljenja pa imata vsak svoje

prednosti ter pomanjkljivosti.

Planktonske bakterije prosto plavajo ali lebdijo v vodi, ob prisotnosti vodnega toka pa se
premikajo z njim. Na ta nac¢in lahko hitro prepotujejo velike razdalje. Posamezne bakterije
se v vodi obnasajo kot koloidni delci, tako da teZijo k temu, da ostanejo v vodi. Ce se
bakterije pritrdijo na delce v vodi ali pa se zdruzijo v skupke, se pri¢ne sedimentacija.

(Marshall, 1976).

Ko planktonske bakterije prispejo v okolje s prisotnimi povrSinami, ki jim omogocajo
pritrditev, se tam lahko pritrdijo in tako postanejo pritrjene bakterije. Predvsem na mejnih
plasteh, ob stikih dveh povrSin se pogosto ustvarijo gradienti hranil, ki v bakterijah
povzrocijo kemotakti¢ne in fizioloSke spremembe, zaradi katerih se pritrdijo na povrSine
(Donlan, 2002). Nekatere bakterije se hitro ireverzibilno vezejo na povrSine (Fletcher,
1980), druge pa potrebujejo daljsi Cas za prilagoditev na tak nacin Zivljenja (Marshall in
sod., 1971). Celice s svojimi zunajcelicnimi polisaharidi, proteini ali glikoproteini,
ustvarijo povezave s povrSino. Te so lahko hidrofobne interakcije, dipolne interakcije
(dipol-dipol, dipol-induciran dipol, ion-dipol), kemijske vezi (elektrostati¢ne, kovalentne,

vodikove) ali Van der Waalsove vezi (Rutter in Vincent, 1980).

Pritrjanje bakterij na povrsine je odvisno od razli¢nih dejavnikov, ki so odvisni od:
e lastnosti povrSine na katero se pritrjajo bakterije (hrapavost in hidrofobnost),
e adsorbiranih molekul na povrsini,
e hidrodinamike vodnega medija (hitrost vodnega toka),
¢ lastnosti vodnega medija (pH, temperatura, hranila, ionska moc),
e lastnosti celi¢nih povrsin (naboj, hidrofobnost, hidrofilnost, prisotnost bickov ali

fimbrij in drugih povrSinskih komponent) (Donlan, 2002).
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Pomembni lastnosti povrsin, na katere se pritrjajo bakterije sta hrapavost in hidrofobnost.
Pri bolj hrapavih povrSinah je na voljo vecja povrSina za pritrjanje bakterij kot na gladkih.
Prav tako je zaradi hrapavosti povrSine prisotnih manj striznih sil, zato se nanje pritrja ve¢
bakterij kot na gladke povrSine (Characklis in sod., 1990). Vec¢ bakterij se pritrja na
hidrofobne kot na hidrofilne povrSine (Donlan, 2002). Pri pritrjanju ima vlogo tudi
hidrodinamika vode oziroma medija, v katerem so bakterije. Na stiku med povrsino in
vodo se vzpostavi mejno obmocje, v katerem je manjSa hitrost toka. Debelina tega
obmocja je odvisna od hitrosti pretoka vode. Hitrejsi, kot je pretok vode, tanjse je mejno
obmocje in obratno. Zaradi niZje hitrosti toka, v tej plasti ni prisotne turbulence in striznih

sil, zato se bakterije lazje pritrjajo na povrsino (Rijnaarts in sod., 1993).

Za pritrjanje bakterij na povrSine so pomembne tudi lastnosti vodnega medija. Te so pH,
koncentracije hranil, ionska moc, temperatura (Li in Logan, 2004; Donlan, 2002). To se
lahko opazi kot sezonsko pritrjanje bakterij in formiranje biofilmov v vodnih sistemih
(Donlan in sod., 1994). Convan in sodelavci (1991) so ugotovili, da s povecano
koncentracijo hranil pride tudi do poveCanega pritrjanja bakterij. Prav tako povecana
koncentracija kationov (kalcija, natrija, Zeleza), privede do intenzivnejSega pritrjanja

bakterij Pseudomonas fluorescens (Fletcher, 1988; Li in Logan, 2004).

Pomembno vlogo pri pritrjanju bakterij na povrSine imajo lastnosti celic oziroma lastnosti
celi¢ne povrsine. Vecina bakterij ima na povrSini negativen naboj, kljub temu pa imajo
hidrofobne komponente na celicni povrsini, kar jim omogoca pritrjanje na nepolarne
povrSine (Donlan, 2002). Hidrofobnost celicne povrSine zagotavljajo fimbrije, saj
vsebujejo velik delez hidrofobnih aminokislinskih ostankov. Tako fimbrije pripomorejo k
premagovanju elektrostatskega odboja, ¢e ta obstaja med bakterijsko celico in povrSino
(Bullitt in Makowski, 1995). Podobno vlogo kot fimbrije, imajo tudi bicki. Korber in
sodelavci (1989), so dokazali vlogo bickov v zacetni fazi pritrjanja celic na povrSine in
formiranju biofilmov, saj se negibljivi sevi P. fluorescens na povrsino ne vezejo tako hitro
in Steviléno, kot gibljivi sevi. Negibljivi sevi pocasneje tvorijo biofilme. Williams in
Fletcher (1996) sta dokazala, da ima komponenta lipopolisaharidnega sloja (LPS) antigen
O pri gram negativnih bakterijah hidrofilne lastnosti, ker se mutante Pseudomonas
fluorescens brez antigena O S$teviléneje vezejo na hidrofobne povrSine. Vse povrSinske

celicne strukture od proteinov, polisaharidov, tudi eksopolimerni sloj (EPS), dajejo
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povrSinam celic doloCene lastnosti, katere omogocajo celicam pritrjanje na razliCne
povrSine. Bicki so bolj pomembni v zacetni fazi pritrjanja, fimbrije in nekatere
komponente na povrSinah pa dajejo celicam nepolarne znacilnosti in jim omogocajo
pritrjanje na hidrofobne povrSine. EPS in polisaharidi imajo bolj hidrofilen znacaj in
omogocajo pritrditev na hidrofilne povrSine. Zato je vezava celic na povrSine nespecificna
in se lahko vezejo na skoraj vse povrSine, tako na zive, kot na nezive (Donlan, 2002).
Specificno vezavo pa imajo vecinoma le patogene bakterije, ki se vezejo na to¢no dolocene
gostiteljske celice (Marshall, 2006). V vecini primerov bakterije ostanejo pritrjene na
povrsino dokler so sposobne rasti in reprodukcije (Lawrence in Caldwell, 1987; Szewzyk

in Schink, 1988).

Zgodnje raziskave so pokazale, da se v vodnih okoljih zacnejo na povrSine najprej pritrjati
gram negativne bakterije vrst Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobacter, v
podzemnih vodah pa gram pozitivne bakterije (Marshall, 2006). Stevilo organizmov,
koli¢ina biomase in diverziteta pritrjenih organizmov pa se spreminjajo s ¢asom ter z
lastnostmi povrSine, na katero so pritrjeni. Prav tako se spreminjajo tudi lastnosti materiala

in lastnosti povrsine, na katero so pritrjene bakterije (Dempsey, 1981).

Planktonske bakterije, ki za rast potrebujejo visoke koncentracije hranil, so v oligotrofnih
okoljih v fazi stradanja. Te bakterije se pogosto veliko hitreje in v ve¢jem Stevilu pritrjajo
na povrsine, kot aktivne celice (Dawson in sod., 1981; Marshall, 2006). To jim omogoca,
da pridejo do hranil, ki so adsorbirane na povrSinah (Szewyk in Schinck, 1988; Kjelberg in
sod., 1982; Donlan, 2002). Pritrjene bakterije sproscajo svoje hcerinske celice v
planktonski obliki v vodo. Lahko pa se tudi same reverzibilno veZejo na povrSine, kar jim
omogoca vrnitev v planktonsko obliko, predvsem po tem, ko postanejo pogoji na povrsini

neugodni, oziroma kadar zmanjka hranil (Marshall, 2006).
2.4.1 Prednosti pritrjenega Zivljenjskega cikla bakterij

Na povrsine se vezejo razlicne molekule, ki predstavljajo hranila za bakterije. Bakterije pa
s pritrditvijo na povrsino dobijo dostop do njih (Donlan, 2002). To je Se posebej
pomembno v oligotrofnih okoljih. Pritrjene bakterije v biofilmih so bolj odporne proti
Skodljivim dejavnikom okolja, kot so protimikrobna sredstva (antibiotiki, klor, tezke

kovine). Ti faktorji bolj vplivajo na zunajcelicni matriks in celice v zunanjih slojih



11
Zitnik M. Identifikacija pritrjenih in planktonskih bakterijskih vrst v dolomitnem vodonosniku.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2011

biofilma, ki tako nudijo zasCito notranjim celicam. Celice znotraj biofilma so tudi bolj
zaSCitene pred njihovimi plenilci, protozoji in metazoji, ki se pasejo na biofilmih

(Marshall, 2006).

V biofilmih so prisotne bakterije razlicnih vrst, ki zapolnijo prisotne ekoloske nise. Tako
prihaja tudi do izmenjave genetskega materiala in se ustvarijo idealni pogoji za nastanek
novih patogenov, za prenose rezistenc na antibiotike, virulentnih faktorjev in drugih
horizontalnih prenosov. Tako si bakterije povecajo zmoznosti prezivetja v okolju. Prav
tako lahko v biofilmih prisotni zunajcelicni polisaharidi bakterijskega matriksa
predstavljajo vir hranil za bakterije v obdobjih, ko v okolju primanjkuje hranil (Watnick in
Kolter, 2000).

Pritrjanje bakterij na povrSine poteka v vec stopnjah. Najprej se planktonske bakterije
priblizajo povrsini. V mejni plasti med povrsino in tekocino je tok zelo upocasnjen zaradi
trenja. Tam bakterije vzpostavijo reverzibilne povezave s povrsino ali bakterijami, ki so Ze
pritrjene na povrSino. Reverzibilna vezava jim omogoca izbiro ugodnega okolja za
pritrditev, saj se v primeru neustreznega okolja odcepijo. V ugodnem okolju se vzpostavijo
ireverzibilne povezave s povrsino. Zacetne interakcije s povrs$ino se vzpostavijo s pili in
bicki, s katerimi se lahko tudi gibljejo po povrsini in iS€ejo ustrezen prostor. Sledi rast in
razmnozevanje bakterij, pritrjanje novih vrst bakterij in razvoj biofilma. Obcasno se
bakterije iz biofilma sprostijo v okolico in so ponovno v planktonski obliki. Tako lahko
potujejo s tokom in se naselijo v drugem okolju. (O'tole in Kolter, 1998; Watnick in

Kolter, 2000).

V naravi se bakterije v biofilmih razporedijo tako, da si poiscejo najbolj optimalne pogoje
za rast v doloCenih delih mikrookolja in glede na simbiontske odnose, ki jih imajo z
drugimi vrstami bakterij. V biofilmu poteka hitra medcelicna komunikacija, zato se
bakterije dobro organizirajo, da lahko kar najboljSe izkoristijo pogoje in zadovoljijo

potrebe vsake vrste (Moller in sod., 1998; Donlan, 2002).
2.4.2 Slabosti pritrjenega Zivljenjskega cikla bakterij

Tezavo za pritrjene bakterije predstavlja sedimentacija. Bakterije se lahko pritrdijo na

detritne ali druge delce, ki pocasi tonejo v vodnem stolpcu. Ce te bakterije nimajo
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mehanizmov za odcepitev iz biofilma, oziroma so vezane ireverzibilno, lahko potonejo na
dno do sedimentov, kjer se na njih nalaga vedno ve¢ materiala in propadejo. Tako ne
morejo ve¢ kolonizirati novih povrsin. Sedimentacija je prav tako tezava za bakterije, ki so
produktov in materiala, kar zelo spremeni razmere v mikrookolju (Donlan, 2002;
Schneiders, 2003). Na drugi strani pa bakterije lahko tudi razgradijo povrSino na katero so

pritrjene, kar predstavlja dodatno tezavo, na katero se morajo prilagoditi (Marshall, 2006).

Biofilmi privabljajo organizme, ki se prehranjujejo z bakterijami. Zooplankton, protozoji,
metazoji, organizmi, ki se prehranjujejo z detritom. Na ta nacin lahko protozoji tudi
uravnavajo Stevilo biofilmov in ohranjajo biofilme v eksponentni fazi rasti (Marshall,

2006; Donlan, 2002).

V biofilmu se s€asoma vzpostavijo gradienti hranil, plinov in drugih snovi, kar povzroci
spremembo okolja (Donlan, 2002). Z globino biofilma se znizuje pH in koncentracija
kisika. Gradienti nastanejo zaradi pocCasne difuzije snovi, saj bakterije v zunanjih slojih
biofilma, porabijo vecino kisika in hranil. Tako aerobni organizmi v zunanjih slojih
biofilmov aktivno rastejo in ustvarjajo anoksi¢ne razmere v notranjosti biofilma. Zato
morajo organizmi v globljih delih biofilma uporabljati alternativne prejemnike elektronov,
¢e hocCejo preziveti. Po drugi strani pa se tako ustvari ugodno okolje za anaerobne in
fermentorske organizme. Nekatere bakterije pa lahko ob neugodnih pogojih, z
zunajcelicnimi encimi polisaharidnimi liazami, razgradijo zunajceli¢ni matriks, ki obdaja

celice v biofilmu in se tako sprostijo v okolje (Marshall, 2006).

Biofilmi so vefinoma neZzeleni, saj ustvarjajo skodo na ladjah, distribucijskih omrezjih in
drugih sistemih v katerih krozi voda, vodnih zajetjih, naftnih ploscadih, plavajoci vodni

opremi. V okolju pa so koristni predvsem pri obdelavi odpadnih vod in pri fermentacijah.

2.5 BAKTERIJISKA RAZNOLIKOST V VODONOSNIKIH
2.5.1 Oligotrofna okolja

Podzemni ekosistemi so zelo specificna okolja, katera naseljujejo bakterije, ki so

prilagojene na tamkajS$nje pogoje. Vodonosniki se med seboj razlikujejo hidrolosko,
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kemijsko in geolosko, zato je vsak vodonosnik edinstven ekosistem, ki je lahko bolj ali
manj kompleksen. Pogoji v vodonosnikih so v primerjavi s povrSino relativno konstantni,
saj ni svetlobe, primanjkuje lahko dostopnega organskega ogljika in ostalih hranil,
konstantno nizke so tudi temperature. TakSna okolja se imenujejo oligotrofna okolja.
Bakterije v vodonosnikih so zato dobro prilagojene na taksne pogoje in kakrSnakoli nihanja

le-teh v okolju zanje predstavljajo stres (Griebler in Lueders, 2009).

Do sedaj opravljene raziskave vodonosnikov med seboj niso primerljive, saj so med
vodonosniki precejSnje razlike v zgradbi tal, litolosSkem profilu, vrsti kamnine, pritokih
vode v vodonosnike, koncentraciji hranil in drugih bioloskih in kemijskih snovi v vodi,
na¢inih vzorCenja, metodah preuCevanja vzorcev, razlicnih vrstah analiz in nacinih

podajanja rezultatov (Lehman in sod., 2001b).

V podzemnih vodnih sistemih so bili odkriti predstavniki bakterij, arhej, protozojev in
nekaterih gliv. V vodonosnikih je vecina mikroorganizmov pritrjenih na kamnite povrsine,
sedimentne delce in druge, kjer tvorijo mikrokolonije in biofilme (Hazen in sod., 1991;
Griebler in sod., 2002). Pritrjen nacin zivljenja ima prednosti predvsem v oligotrofnih
okoljih, saj so sedimentne in tudi druge povrsine bolj geokemijsko raznolike, zato imajo
vet ekoloskih ni§ kot podzemna voda. Steviléno razmerje med pritrjenimi in planktonskimi
bakterijami pa je odvisno predvsem od raztopljenega organskega ogljika in drugih hranil,

ki se nahajajo v vodi (Lehman in sod., 2001b).

Za zgodnje raziskave mikrobnih populacij v vodonosnikih so raziskovalci uporabljali
vecinoma gojitvene tehnike in metode najbolj verjetnega Stevila (MPN). Najvec¢ so se
osredotocCali na Stetje celic in primerjali Stevilo pritrjenih in planktonskih celic ter
bakterijsko aktivnost v vodonosnikih. Kasneje, z uveljavitvijo molekularnih tehnik, se je
pokazalo, da s klasicnimi tehnikami ne dobimo popolne informacije o bakterijski
raznolikosti. V novejsih raziskavah, so z uporabo molekularnih tehnik odkrili veliko vecjo
bakterijsko raznolikost v vodonosnikih, kar je prikazano na slikah 2 in 3. Tako so bili
najdeni Stevilni predstavniki debel Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria,
Bacteroidetes (Griebler in Lueders, 2009).

Veliko raziskav je pokazalo, da so pritrjene bakterije Stevil¢nejSe, kot planktonske (Bekins

in sod., 1999; Harvey in sod, 1984; Hazen in sod, 1991). Zato so predvidevali, da so
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pritrjene bakterije bolj reprezentativen pokazatelj mikroflore, kot planktonske (Lehman in
sod., 2001b). Stevilo planktonskih bakterij se zelo poveta ob izvorih organskih snovi v
vodonosnikih, ki so prisotne predvsem ob onesnazenjih. Ugotovili so tudi razlike v sestavi
pritrjenih in planktonskih mikrobnih zdruzb, pri ¢emer so pritrjene zdruzbe veliko bolj
raznolike kot planktonske (Bekins in sod, 1999; Harvey in sod., 1984; Hazen in sod., 1999;
Lehman in sod., 2001a). Vecjo gostoto pritrjenih bakterij navajajo Studije, v katerih so
preucevali peSceno prodnate vodonosnike. V taksnih vodonosnikih je bila prisotna tudi
vecja koncentracija organske snovi, ki se adsorbira na povrsino in tako nudi ugodne pogoje
za pritrjanje bakterij. Nasprotno pa so v razpoklinskih vodonosnikih zabelezili vecjo
gostoto planktonskih bakterij, kar je posledica nizje koncentracije organske snovi (Lehman

in sod., 2001b).

Najmanj raziskav je bilo narejenih na razpoklinskih in kraskih vodonosnikih, ¢eprav so
tak$ni vodonosniki zelo pomemben vir pitne vode. Farnleiter in sodelavci (2005) so
spremljali sezonske spremembe bakterijskih zdruzb iz dveh izvirov alpskih kraskih
vodonosnikov. Ugotovili so, da je v apnencastem kraskem vodonosniku vecja bakterijska

gostota kot v dolomitnem kraskem vodonosniku.

Najve¢ predstavnikov je bilo iz debel Proteobacteria, Bacteroidetes in Nitrospirae.
Ugotovili so, da se sestava bakterijskih zdruzb sezonsko ne spreminja in sklepali, da so v
kraskih vodonosnikih zelo stabilne populacije avtohtonih bakterijskih zdruzb. Sezonska
nihanja mikrobnih zdruzb pa so prisotna na hiporei¢nih obmocjih. To so obmocja med
povrSinskimi vodami in podzemnimi vodnimi sistemi, ki so pod velikim vplivom
povrsinskih vod in je tudi zato v njih prisotna ve¢ja raznolikost bakterijskih zdruzb

(Griebler in Lueders, 2009).
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Slika 3: Filogenetsko drevo bakterijskih debel odkritih v podzemnih vodnih okoljih. Proteobakterije so prikazane na
sliki 1. Modro obarvani rodovi so bili veckrat izolirani iz podzemnih vodnih okolij, rde¢e obarvani pa so zaporedja 16S
RNK, pridobljena iz vzorcev razlicnih vodonosnikov. Zaporedja so pridobljena iz neonesnazenih in onesnazenih
vodonosnikov. Filogenetsko drevo je bilo narejeno s programsko opremo ARB, uporabljen je bil algoritem najvecje
verjetnosti in 50 % frekvenco ohranjenosti (Griebler in Lueders, 2009: 657).
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Z raziskavami, pri katerih so uporabili gojitvene tehnike za preucevanje bakterijske
raznolikosti v vodonosnikih, so najpogosteje identificirali razlicne bakterijske vrste iz
debel Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes in Bacteroidetes. Z molekularnimi
tehnikami pa so poleg naStetih najveckrat identificirali Se negojene vrste iz debel

Acidobacteria, Chloroflexi, Verrucomicrobia in Nitrospirae (Griebler in Lueders, 2009).
2.5.2 Vpliv bakterij na obrascanje in korozijo cevitve v vodonosniku

Schneiders (2003) je bakterije, ki povzroCajo obrasCanje vodonosnika, korozijo in
poslabsajo kvaliteto vode, razdelil v tri skupine. V prvo skupino uvrsca bakterije, ki
proizvajajo sluz, v drugi so Zelezo oksidirajoCe bakterije, v tretji pa so anaerobi, med

katerimi so najbolj pomembni sulfatni reducenti.

Med bakterije, ki proizvajajo sluz, spadajo predstavniki vseh bakterijskih druzin, za katere
je znacilno, da so sposobni produkcije eksopolimerov oziroma sluzi. Med te uvrsca tudi
koliformne bakterije in vecino okoljsko aktivnih organizmov, kot so predstavniki
Pseudomonas, Flavobacter, Acinetobacter, Aeromonas in podobni. V vodonosnikih
pogosto naselijo povrSine okoli vodne vrtine in tako zagotovijo podlago, iz katere se
razrastejo biofilmi. Prisotni so lahko v aerobnih in v anaerobnih okoljih, saj so bakterije, ki
proizvajajo sluz, aerobne ali fakultativno anaerobne. Ta skupina bakterij se zelo hitro
odziva na spremembe v okolju. Na vsako povecanje toka, vecjo koncentracijo hranil ali
kisika, prisotnosti razlicnih kemikalij, antibiotikov in drugih stresnih dejavnikih, se
odzovejo s Se hitrejSo rastjo biofilma. HitrejSa rast biofilma se pojavi tudi ob prisotnosti
vsaj dveh razlicnih bakterijskih populacij. Biofilmi, ki so sestavljeni iz razli¢nih
bakterijskih populacij, imajo prisotne razlicne vrste metabolizma in lahko uporabljajo

razli¢ne vrste hranil, zato se lazje prilagajajo na spremembe v okolju.

V drugo skupino Schneiders (2003) uvrs¢a bakterije, ki so sposobne oksidacije Zeleza. Te
so sposobne oksidacije Fe** do Fe’". Ta pa naprej z vodo reagira do Zelezovega hidroksida
Fe(OH);, ki ga bakterije lahko shranijo v celicnih ovojih, ali ga nalagajo v okolje.
Gallionella ferruginea je najbolj pogost predstavnik teh Zelezo oksidirajo¢ih bakterij v
vodonosnikih. Ta vrsta nalaga oksidirano zelezo v zavite paliCice, ki jih sprosti v okolico.
Crenothrix in Leptothrix pa oksidirano Zelezo nalagata okoli celic v plaséu podobne oblike.

Tako se med bakterijami ustvari matriks, ki scasoma vsebuje vedno ve¢ Zelezovega
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hidroksida. Ta postaja vedno trsi in ga je vedno teZje odstraniti. TakSna akumulacija lahko
povzroci zamasitev filtrov distribucijskih sistemov. Poleg tega je zelezov hidroksid slabo
topen v vodi in dispergiran, zato obarva vodo rdeckasto rjavo (Madigan in Martinko,

2006).

Anaerobne bakterije so prisotne v globljih plasteh vodonosnika, kjer ni kisika. Lahko
naredijo dokaj goste biofilme, da preprecijo vstop kisiku, zato povzrocajo zamasitve v
spodnjih delih vodonosnikov. Poleg tega imajo vec¢inoma plinaste produkte metabolizma,
ki povzrocijo spremembe pH, korozijo, oporec¢nost vode in druge spremembe. Najbolj
Steviléni predstavniki so sulfat reducirajoce bakterije. Sulfat reducirajoCe bakterije z
redukcijo sulfata proizvajajo vodikov sulfid. Odvisne so od fermentativnih bakterij, saj
oksidirajo produkte anaerobnih fermentativnih bakterij, ki so mascobne kisline, alkoholi,
aromatske kisline, vodik (Schneiders, 2003). V vodonosnikih so najpogostejSe vrste
Desulfotomaculum spp., Desulfobacter, Desulfovibrio in Desulfobulus spp. (Griebler in
Lueders, 2009). V globljih delih vodonosnikov in v anaerobnih vodonosnikih so pogoste
tudi metanogene arheje, ki proizvajajo metan. V vodonosnikih so zasledili organizme
podobne vrsti Methanosarcina, Methanohalophilus sp. in Methanobacterium sp.
(Kotelnikova in Pedersen, 1997). V onesnazenih vodonosnikih pa §e Methanosaeta sp. in
Methanospirillum sp. (Griebler in Lueders, 2009). Sulfat reducirajoée bakterije in
metanogene bakterije so zadnji korak pri razgradnji organskega materiala v anaerobnem

okolju vodonosnikov (Schneiders, 2003).

Vodikov sulfid je plin in ker je lazji od vode potuje navzgor po vodnem stolpcu. Ob stiku s
kovinskimi cevmi distribucijskega sistema povzroci korozijo, saj se tvori zelezov sulfid. V
aerobnem okolju pa ob stiku s kisikom takoj oksidira do zvepla, kar povzroc¢i nastanek
zveplenih mehurjastih tvorb na povrsinah. Zveplo reducirajoe bakterije so prvi pokazatelj
prisotnosti anaerobne bakterijske populacije v vodonosnikih. Vodikov sulfid pa povzroci

tudi rast sulfat oksidirajocih bakterij, ki ga oksidirajo do sulfata (Schneiders, 2003).

Tudi v anaerobnih delih vodonosnikov povzroc¢ajo tezave bakterije, ki so vkljuCene v
proces mikrobne mineralizacije. Mikrobna mineralizacija skupaj z obras¢anjem biofilmov
prispeva k nalaganju materiala na stenah vodonosnikov, vodnjakov in distribucijskih

sistemov, kar vodi do oZanja in zamasitve sistemov (Schneiders, 2003).
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2.5.3 Dejavniki, ki vplivajo na bakterijsko raznolikost v vodonosnikih

Na bakterijsko diverziteto v vodonosnikih direktno ali posredno vpliva veliko abiotskih in
biotskih dejavnikov. Eden takih dejavnikov je evolucija. Bakterijske populacije so
sestavljene iz veliko genetsko razli¢nih klonov, na katere deluje naravna selekcija. Zaradi
kratkega generacijskega Casa poteka evolucija pri bakterijah veliko hitreje, kot pri drugih
organizmih. Ker so v vodonosnikih konstantni pogoji in manj aktivne bakterijske
populacije, se predvideva, da evolucija poteka pocasneje, kot v drugih okoljih. Drug
dejavnik je okolje in okoljski pogoji, ki vplivajo na speciacijo, porazdelitev in propad
bakterijskih populacij. V vsakem okolju so drugacni pogoji, ki bolj ustrezajo eni vrsti
bakterij, kot drugi. Tako lahko v okolju, ki ustreza neki bakterijski vrsti, ta postane
prevladujoca, neka druga prisotna bakterijska vrsta pa lahko propade, saj ni prilagojena na
to okolje. Prostorska heterogenost s fizicnimi, kemijskimi, prostorskimi, geoloskimi in
hidroloskimi lastnostmi tako pomembno vpliva na prisotno bakterijsko populacijo

(Griebler in Lueders, 2009).

Vec¢ raziskav je bilo narejenih na onesnazenih vodonosnikih. Vefinoma se je pokazalo, da
se z vnosom organskih snovi v oligotrofne vodonosnike, poveca bakterijska raznolikost in
bakterijska aktivnost. Vendar je zaznano povecanje raznolikosti lahko tudi posledica vnosa
velikega Stevila bakterij skupaj z ostalimi onesnazili. V primeru, da se vodonosnik
onesnazi s toksi¢nimi snovmi, pa je bolj verjetno zmanjSanje bakterijske raznolikosti in

samega Stevila bakterij v vodonosniku (Griebler in Lueders, 2009).

Bakterije pa tudi same s svojimi metabolnimi produkti, obrasCanjem biofilmov,
mineralizacijo in drugimi dejavniki, ki so posledica njihove prisotnosti v okolju,
pomembno vplivajo na bakterijsko raznolikost. Ti dejavniki pomembno spremenijo okolje
in tako omogocijo naselitev simbiontskih in drugih bakterijskih vrst, ki jim tak$no okolje
ustreza, po drugi strani pa povzrocijo propad nekaterih bakterijskih vrst, ki jim tak$no

okolje ne ustreza (Griebler in Lueders, 2009).

2.6 METODE ZA UGOTAVLJANJE STRUKTURE MIKROBNIH ZDRUZB

Prve metode za preucevanje mikroorganizmov so temeljile na mikroskopiji in gojitvenih

tehnikah (Amann in sod., 1995; Marshall in sod., 2006). Kasneje so ugotovili, da s temi
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metodami ne zaznamo vseh prisotnih bakterijskih vrst. Tako naj bi iz okoljskih vzorcev s
klasicnimi metodami pridobili informacije o prisotnosti manj kot 1 % vseh prisotnih
bakterijskih vrst. Tako ne moremo zaznati ze poznanih bakterijskih vrst, katerim ne
moremo zagotoviti ustreznih pogojev ali ustreznega gojisca za rast teh organizmov, ki so
pod stresom ali so poSkodovani. Taksne bakterije potrebujejo posebne pogoje, da bi postale
kultivabilne. Prav tako ne moremo zaznati bakterij, ki Zivijo v simbiozah, katerih ne
moremo zagotoviti na gojiScu in do sedaj neznanih bakterijskih vrst, ki jih Se nikoli niso
uspeli gojiti zaradi neustrezne metodologije. Prav tako imamo tezave s hitro rastocimi, bolj
agresivnimi vrstami organizmov, pa tudi z bolj obcutljivimi, ki lahko prerastejo pocasneje
rastoCe in jim porabijo vsa hranila ter spremenijo gojisc¢e (Amann in sod., 1995; Brauns in
sod., 1991; Marshall, 2006). Da bi se izognili tezavam klasi¢nih tehnik, uporabljamo

novejse molekularne tehnike.

Molekularne tehnike preucCevanja strukture mikrobnih zdruzb ne zahtevajo gojenja
mikroorganizmov na gojis¢ih, ampak temeljijo na zaznavanju in karakterizaciji nekaterih
molekul, ki sestavljajo mikroorganizme. To so nukleinske kisline, proteini in mascobne

kisline. (Malik in sod., 2008)

Najbolj so uveljavljene tehnike za analizo nukleinskih kislin. Te so TGGE (temperaturna
gradientna gelska elektroforeza), DGGE (denaturacijska gradientna gelska elektroforeza),
ARDRA (analiza restrikcijskih fragmentov pomnozene rDNK), T-RFLP (polimorfizem
terminalnih restrikcijskih fragmentov), RISA (polimorfizem dolzin regij DNK med geni za
16S in 23S rRNK) in klonske knjiznice (Malik in sod., 2008). Nastete tehnike imajo v
osnovi skupne prve korake, kjer je potrebno najprej izolirati DNK ali RNK, pomnoziti gen

za 16S rRNK in analizirati pomnozene produkte.

Za identifikacijo mikroorganizmov in prouCevanje sorodstvenih vezi med njimi se je
najbolj uveljavil gen za 16S rRNK. Prednosti tega gena so v tem, da je prisoten pri vseh
mikroorganizmih, konservativne regije so zelo ohranjene ter niso podvrzene genskim
prenosom in spremembam, zato lahko izdelamo razli¢ne zacetne oligonukleotide, ki lahko
nalegajo na razlicne taksonomske skupine (od kraljestva do rodov), poleg tega so sekvence

16S rRNK dovolj raznolike, da omogocajo filogenetske primerjave med mikrobnimi
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zdruzbami (Woese, 1987). Velika prednost je tudi velika baza sekvenc genov 16S rRNK,

ki so lahko dostopni prek medmrezja.

Za spremljanje pritrditve, rasti, razvoj biofilmov, odcepljanje pritrjenih mikroorganizmov
in njihovih struktur obstaja kar nekaj direktnih in posrednih metod, vendar ima vsaka svoje
prednosti in slabosti. Za vsako povrs$ino in za vsak ekosistem se uporabljajo drugacne
tehnike. Ena najosnovnejs$ih tehnik je mikroskopija, tako svetlobna kot elektronska in
epifluorescentna (Marshall, 2006). Pri novejSih metodah se vecCinoma uporabljajo

rac¢unalniSke analize in obdelave slik.

Tudi pri molekularnih tehnikah se pojavljajo tezave, na katere moramo biti pozorni. Te se
lahko pojavijo pri vsakem koraku v postopku, od izolacije DNK, verizne reakcije s
polimerazo, do sekvenciranja in analize zaporedij. Za izolacijo DNK obstaja veliko
razlicnih metod. Izbira metode je odvisna od vzorca, iz katerega Zelimo izolirati DNK. Z
izbiro neustrezne metode prihaja do nezelenih izgub DNK. Najve¢ napak se pojavlja pri
verizni reakciji s polimerazo, kjer se pojavljajo napake DNK polimeraze, heterodupleksi in
himerne sekvence (Acinas in sod., 2005). Da ¢im bolj omejimo napake, je potrebno
pripraviti ustrezno reakcijsko meSanico, izbrati moramo ustrezne zacetne oligonukleotide,
ki ne tvorijo dimerov in morajo dobro nalegati na Zelena zaporedja ter izbrati optimalen
program pomnozevanja. Upostevati moramo tudi Stevilo kopij genov v organizmih, saj je
npr. Stevilo genov za 16S rRNK pri razlicnih organizmih razli¢no in med njimi so lahko
tudi razlike v nukleotidnih zaporedjih. Do izgub DNK lahko prihaja tudi pri gelski

34

1998).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1  VZORCENIJE VODE IN KAMNINE

Vzoréenje je opravilo podjetje Institut za fizikalno biologijo d.o.0. Na vsake 4 metre
globine (+/- 1 m) od 36 do 200 metrov, so iz dolomitnega vodonosnika odvzeli po 10 litrov
vode. Vodo, ki je med vrtanjem zaradi pritiska pritekala na povrsino, so lovili v plasti¢no
posodo, ki so jo prej temeljito sprali z vodo iz dolocene globine, nato pa so jo prelili v
sterilne plasti¢ne vzorcevalne posode. Na enakih globinah so zajeli tudi priblizno 0,5 kg
kamnine. Vzorci so bili shranjeni na temperaturi 5-10 °C, kar je za priblizno 3 °C nizje od

temperature v vodonosniku. Po osmih urah so bili poslani v nadaljnjo obdelavo.

3.2  ELEKTROKEMIJSKE MERITVE VODE

Meritve so opravili na Institutu za varovanje zdravja Republike Slovenije v Ljubljani in
Institutu za fizikalno biologijo. Na vseh globinah so izvedli meritve koncentracij TOC,
NOs, Mn, Zn, Fe**, Fe*" ter temperature, redoks potenciala in prevodnosti. Na globinah
112 in 148 metrov pa so opravili Se meritve koncentracij karbonatov, Mg, PO4, SO4, K, Ni,
Ca, na globinah 98 in 132 metrov pa Se koncentracije NO; in amonijevih ionov. Meritve so

bile opravljene po akreditiranih standardih.

3.3  IZOLACIJA DNK

Izolacijo DNK iz vodnih in kamninskih vzorcev je opravilo podjetje Institut za fizikalno

biologijo d.o.o.
3.3.1 Izolacija DNK iz vodnih vzorcev

2 do 5 litrov vsakega vodnega vzorca smo prefiltrirali skozi 0,22 pm sterilni filter (TPP,
Svica). Filtre smo sterilno razrezali na manjse kos¢ke in zlozili v 2 mililitrske
mikrocentrifugirke. Ekstrakcijo DNK smo izvedli s kompletom Smarthelix’ DNA
Extraction Kit (IFB d.o.o., Slovenija). Nadaljnji potek izolacije je potekal po navodilih

proizvajalca.
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3.3.2 1Izolacija DNK iz kamninskih vzorcev

V sterilno 0,5 1 erlenmajerico (Brand, Nemc¢ija) smo zatehtali 250 g kamnine in dodali 100
ml sterilne deionizirane vode (Simplicity UV, Milipore, ZDA). Erlenmajerice smo stresali
pri 20 °C in 80 obratih na minuto (ES-20, Biosan, Latvija) ¢ez no¢, nato smo vodo
prefiltrirali skozi 0,22 um filter (TPP, Svica) in vse skupaj $e dvakrat sprali s 100 ml
sterilne deionizirane vode (Simplicity UV, Milipore, ZDA). Nadaljnji potek je enak kot pri
tocki 3.3.1.

34 POMNOZEVANJE GENA ZA 16S rRNK V VERIZNI REAKCUI S
POLIMERAZO (PCR)

Delali smo tri razli¢ne verizne reakcije s polimerazo, pri katerih smo pomnozevali gen, ki
nosi zapis za 16S rRNK. Gen za 16S rRNK smo pomnozevali iz DNK, izolirane direktno
iz vzorcev vrtine, iz plazmidov, ki smo jih izolirali iz klonov in iz samih klonov (colony

PCR).

3.4.1 PomnoZevanje gena 16S rDNK iz DNK, izolirane direktno iz vzorcev vrtine, v
verizni reakciji s polimerazo

Priprava reakcijske meSanice je potekala v sterilni komori (DNA/RNA UV-cleaner box,
Biosan, Latvija). V 200-mikrolitrskih PCR-tubicah (Brand, Nemc¢ija) smo pripravili 50 pl
reakcijske mesanice, ki je vsebovala 1,5 mM MgCl, (Applied Biosystems, ZDA); 1x PCR-
pufer II (Applied Biosystems, ZDA); 7,5 uM meSanico deoksinukleotid trifosfatov (ANTP
MIX, Applied Biosystems, ZDA); 7,5 uM zacetnega oligonukleotida L1401 (5' GCG TGT
GTA CAA GAC CC, Jena Bioscience, Nemcija), ki nalega v 5' smeri kodirajoce verige in
7,5 uM zacetnega oligonukleotida U968 (5'-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3', Jena
Bioscience, Nemcija), ki nalega v 3' smeri kodirajoce verige predela in vkljuc¢uje V6 in V8
regijo 16S r RNK; 0,03 U/ul rekombinantne DNK-polimeraze iz organizma Thermus
aquaticus (AmpliTaq) (5 U/ul; Applied Biosystems, ZDA); ultra Cisto vodo (nuclease free
water, Fermentas, Litva) in 1pul matricne DNK. Za vzorce iz globin 14 in 200 metrov smo
uporabili enake koncentracije zaCetnih oligonukleotidov 1495r (5'-CTA CGG CTA CCT
TGT TAC GA-3', Jena Bioscience, Nemcija), ki nalega v 5' smeri kodirajoce verige in 27f
(5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3', Jena Bioscience, Nemcija), ki nalega v 3'

smeri kodirajoce verige. PomnoZevanje je potekalo v napravah za ciklicno pomnozevanje
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nukleinskih kislin TProfessional basic thermocycler (Biometra, Nemcija) in TPersonal
thermocycler (Biometra, Nemc¢ija). Program pomnozevanja je prikazan v preglednici 1.
Prisotnost PCR produktov smo preverjali z agarozno gelsko elektroforezo v 1-odstotnem
agaroznem gelu v 0,5 % TBE pufru.

Preglednica 1: Program PCR za pomnozevanje genov za 16S rDNK iz DNK, izolirane iz
vodnih in kamninskih vzorcev dolomitnega vodonosnika

Oznaka Temperatura (°C) cas ‘

zacetna denaturacija 95 2 min

denaturacija 95 30s

naleganje zacetnih oligonukleotidov 54 30s 35X
podaljSevanje 68 1 min

zakljuéno podaljsevanje 72 7 min

vzdrzevanje 4 00

3.4.2 PomnoZevanje gena 16S rDNK iz klonov (Colony PCR) in iz plazmidov,
izoliranih iz klonov, v veriZni reakciji s polimerazo

Priprava reakcijske meSanice je potekala v komori (DNA/RNA UV-cleaner box, Biosan,
Latvija). V 200-mikrolitrskih mikrocentrifugirkah (Brand, Nem¢ija) smo pripravili 50 pl
reakcijske meSanice, ki je vsebovala 1,5 mM MgCl, (Fermentas, Litva), 1x PCR-pufer
(Taq buffer with (NH4),SO4, Fermentas, Litva), 0,4 mM meSanico deoksinukleotid
trifosfatov (ANTP Mix, Fermentas, Litva), 0,2 uM zacetnega oligonukleotida M13f (5'-
GTA AAA CGA CGG CCA G-3', Jena Bioscience, Nemcija), ki nalega v 3' smeri
kodirajoce verige in 0,2 uM zacetnega oligonukleotida M13r (5'-CAG GAA ACA GCT
ATG AC-3', Jena Bioscience, Nemcija), ki nalega v 5' smeri kodirajoCe verige, 0,03 U/ul
rekombinantne DNK-polimeraze iz organizma Thermus aquaticus (Taq DNK Polymerase
5U/ ul; Fermentas, Litva) in sterilno deionizirano vodo (Simplicity UV, Milipore, ZDA). V
reakcijsko meSanico za pomnozevanje gena 16S rRNK iz klonov, smo dodali 1 kolonijo
posameznega klona, v reakcijsko meSanico za pomnoZevanje tega gena iz plazmidov, pa
smo dodali 1 pl plazmidne DNK. PomnoZzevanje je potekalo v napravah za toplotno
pomnozevanje nukleinskih kislin TProfessional basic thermocycler (Biometra, Nemcija) in
TPersonal thermocycler (Biometra, Nemcija). Program pomnoZevanja gena za 16S rRNK
iz klonov je prikazan v preglednici 2, program pomnoZevanja gena za 16S rRNK iz

plazmidov pa v preglednici 3.
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Preglednica 2: Program PCR za pomnoZevanje genov za 16S rDNK iz klonov (Colony PCR)

oznaka Temperatura °C
zacetna denaturacija 92 5 min
denaturacija 95 45 s
naleganje zacetnih oligonukleotidov 46 45's 34 X
podaljsevanje 68 1 min30s
zaklju¢no podaljSevanje 72 5 min
vzdrzevanje 4 )

Preglednica 3: Program PCR M13 za pomnozevanje genov za 16Sr RNK iz plazmidov

oznaka Temperatura °C
zaCetna denaturacija 95 2 min
denaturacija 95 45s
naleganje zacetnih oligonukleotidov 46 45s 34 X
podaljSevanje 68 40s
zakljucno podaljSevanje 72 5 min
vzdrzevanje 4 )

Produkte verizne reakcije s polimerazo smo preverili na 1 % agarozni gelski elektroforezi,
ki je potekala v 0,5X TBE pufru pri 40 mV. Za doloCitev velikosti fragmentov smo
uporabili velikostno lestvico 100 bp in A/Pst (Fermentas, Litva). DNA produkte smo
obarvali s pomocjo SybrGreen barvila. Po elektroforezi smo gele pregledali v
transiluminatorju (BioDoc Analyze, Biometra, Nemcija) in jih obdelali s programsko
opremo BioDoc Analyze 2.1 (Biometra, Nemcija). Pomnozene produkte smo iz gelske
elektroforeze ogistili s pomo¢jo kompleta Wizzard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega, ZDA) po navodilih proizvajalca. Eluate smo spravili na - 20 °C.

3.5 KLONIRANJE

Pred kloniranjem smo preverili koncentracijo pomnozene DNK s pomocjo QBIT
fluorometra. Za kloniranje smo uporabili komplet TOPO TA Cloning® (Invitrogen, ZDA)
po navodilih proizvajalca. Pred zacetkom kloniranja smo morali pripraviti gojis€a za

nacepljanje klonov, selekcijo klonov in za modro-beli test oziroma a-komplementacijo.
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3.5.1 Gojisée LB Ap X-Gal

Za selekcijo med transformiranimi in netransformiranimi celicami ter za detekcijo med
celicami, ki vsebujejo rekombinantno DNK in celicami, ki ne vsebujejo rekombinantne
DNK, smo pripravili gojis¢e LB Ap X-Gal. V 500 ml erlenmajerico (Brand, Nemcija) smo
zameSali 250 ml destilirane vode, 8,75 g LB Agarja (Sigma-Aldrich, Nemcija), dodali
magnet ter avtoklavirali 15 minut na 121°C. Po avtoklaviranju smo gojisce ohladili in med
mesSanjem na magnetnem meSalu (Hanna Instruments, ZDA) dodali 250 pl ampicilina
(Sigma-Aldrich, Nemcija) in 1 ml X-Gal (Sigma-Aldrich, Nemcija). Po 15-20 ml gojisca
smo sterilno razlili v sterilne petrijevke (Brand, Nemcija) in pocakali, da se je gojisCe

strdilo.
3.5.2 Gojisée LB Ap

Gojis¢e LB Ap smo pripravili za precepljanje klonov in za transport klonov za
sekvenciranje. Postopek priprave gojisca je enak, kot pri tocki 3.8.1, le da nismo dodali X-
Gal. Po 100 pl gojisca smo z mulitkanalno pipeto (Brand, Nemcija) odpipetirali v jamice

mikrotitrske plos¢e (Brand, Nemcija) in pocakali, da se je gojisce strdilo.
3.5.3 Kloniranje

Klonirali smo s kompletom TOPO TA Cloning® (Invitrogen, ZDA) po navodilih
proizvajalca. V mikrocentrifugirko (Brand, Nemcija) smo odpipetirali 4,5 pl produktov
verizne reakcije s polimerazo, 1 pl razredcene raztopine soli (Salt solution; Invitrogen,
ZDA) in 0,5 pl vektorja pCR2.1-TOPO (Invitrogen, ZDA), hitro zvorteksirali, kratko
centrifugirali in inkubirali 20 minut na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo 2 pl meSanice
prenesli v elektrokompetentne celice E. coli (One Shot® TOP10 electrocompetent E. coli;
Invitrogen, ZDA), nezno premesali s tipsom in prenesli meSanico v 0,1 cm kiveto
(Invitrogen, ZDA). Kiveto smo vstavili v elektroporator (electroporator 2510; Eppendorf,
Nemcija), ki smo ga prej nastavili na 1700 V in elektroporirali. Nato smo v kiveto dodali
250 pl medija S.0.C. (S.0.C. Medium; Invitrogen, ZDA) in vsebino kivete prenesli v
centrifugirko (Brand, Nemcija) ter inkubirali na 37 °C v stresalniku (Memmert, Nemcija).
Po enourni inkubaciji smo razlicne volumne od 10 pl do 50 pl nacepili na selektivno

gojis¢e LB Ap X-Gal in prekonoc¢no inkubirali na 37 °C. Po inkubaciji smo bele kolonije
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precepili na mikrotitrske plos¢e (Brand, Nemcija) z gojis¢em LB Ap, eno kolonijo v eno

jamico.

3.6 PLAZMIDNA IZOLACIJA

Plazmidno izolacijo smo delali le pri tistih klonih, iz katerih smo pri sekvenciranju gena za
16S rRNK direktno iz klonov dobili slab rezultat. Zato smo iz izoliranih plazmidov Se
enkrat pomnozili vstavljen gen za 16S rRNK. Izolacijo plazmidov iz klonov smo delali po
protokolu alkalne lize (Sambrook in sod., 1989). Pred izolacijo smo si pripravili raztopino

I, raztopino II in raztopino III in gojisc¢e LB Ap.
3.6.1 Raztopinal

Raztopino I smo pripravili v merilnem valju, v katerega smo dodali 100 ml destilirane
vode in magnetno meSalo. Med nenehnim meSanjem smo dodali 0,9 g glukoze (a-D-
Glucose; Sigma-Aldrich), 0,303 g tris baze (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija) in 0,292 g EDTA
(Sigma-Aldrich, Nem¢ija). Po potrebi smo dodali Se HCI (Sigma-Aldrich, Nemcija) ali
NaOH (Sigma-Aldrich, Nemcija) do pH 8. Raztopino smo sterilno filtrirali in shranili na 4
°C do uporabe.

3.6.2 Raztopina I1

Raztopino II smo pripravili v 100 mililitrski flaski (Roth, Nem¢ija). V 100 ml destilirane
vode smo zameSali 1 g SDS (Sigma-Aldrich, Nemcija), 0,8 g NaOH (Sigma-Aldrich,
Nemcija) in avtoklavirali 15 minut na 121 °C. Po avtoklaviranju smo raztopino shranili na

sobni temperaturi do uporabe.
3.6.3 Raztopina III

Raztopino III smo pripravili v merilnem valju (Roth, Nemcija). V 40 ml destilirane vode
smo zamesali 5,75 ml CH;COOH (Sigma-Aldrich, Nemcija), 14,7 g CH3;COOK (Sigma-
Aldrich, Nemcija) in dolili destilirano vodo do 50 ml. Raztopino smo sterilno filtrirali in

shranili na 4 °C do uporabe.
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3.6.4 Gojiscée LB Ap

V 250 ml destilirane vode smo zamesSali 8,75 g LB Broth (Sigma-Aldrich, Nemcija) in
avtoklavirali 15 minut na 121 °C. Po avtoklaviranju smo gojisce ohladili in dodali 250 pl

ampicilina (Sigma-Aldrich, Nemcija), do kon¢ne koncentracije 100 pg/ml.
3.6.5 Plazmidna izolacija

V 1,5 ml mikrocentrifugirke (Brand, Nemcija) smo odpipetirali 1,4 ml gojis¢a LB Ap, vanj
nacepili klone in inkubirali na 37 °C preko noci. Po inkubaciji smo kulturo centrifugirali
pri 14000 obratih na minuto, 6 minut (Sigma 2-16K; Sigma Centrifuges, Nemcija),
odstranili supernatant, pelet resuspendirali v 100 pl ledeno hladne raztopine I, zvorteksirali
in inkubirali 5 minut na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo dodali 200 pl raztopine II,
premesali z rahlim obracanjem in ponovno inkubirali 5 minut na sobni temperaturi. Nato
smo dodali 150 pl raztopine III, premesali in inkubirali v hladilniku 5 minut. Potem smo
centrifugirali 7 minut pri 14000 obratih na minuto (Sigma 2-16K; Sigma Centrifuges,
Nemcija) in supernatant prestavili v novo mikrocentrifugirko (Brand, Nemcija) ter dodali
2x volumen ledeno hladnega 96 % etanola in pustili precipitirati na sobni temperaturi 2
minuti. Sledilo je centrifugiranje 5 minut pri 14000 obratih na minuto (Sigma 2-16K;
Sigma Centrifuges, Nemcija). Nato smo odlili supernatant in dodali 750 pl ledenohladnega
70% etanola ter ponovno centrifugirali 5 minut pri 14000 obratih na minuto (Sigma 2-16K;
Sigma Centrifuges, Nemcija). Odstranili smo supernatant in osusili pelet ob plinskem
gorilniku. Pelet smo raztopili v 30 pl sterilne deionizirane vode (Simplicity UV, Milipore,

ZDA).

Uspesnost izolacije plazmidov in koncentracijo izolirane DNK smo preverili z agarozno
gelsko elektroforezo po postopku, ki je opisan pri tocki 3.5 in z merjenjem koncentracije

izolirane DNK po postopku, ki je opisan pri tocki 3.6.

3.7  ANALIZA NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ GENA ZA 16S rRNK

Sekvenciranje genov za 16S rRNK je opravilo podjetje Macrogen iz Juzne Koreje. Za
transport smo vzorce pripravili na razli¢ne nacine, ki so opisani pod tocko 3.10.1. Dobljena

zaporedja smo taksonomsko uvrstili z orodjem Seqmatch v bazi podatkov RDP 10
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(Ribosomal Database Project). Za vsako zaporedje smo poiskali Se od 3 do 5 sorodnih

zaporedij, jih shranili in vse sekvence obdelali s programom Bioedit (Hall, 1999).

3.8 IZOLACIJA BAKTERIJ IZ VODE

Izolacijo gojljivih bakterij iz vode je opravil Institut za fizikalno biologijo d.o.o. Po 1 liter

vzorcev iz dologenih globin so prefiltrirali skozi 0,22 pm sterilni filter (TPP, Svica) in cel

.....

.....

.....

Leptothrix strains medium in Fe-EDTA.
3.8.1 Gojisce Ferrous sulfide agar (Atlas, 2004)

Za gojisce sta potrebna dva razlicna sloja. Najprej smo pripravili trdni sloj z agarjem, nato

pa nanj prelili tekoci sloj gojisca.

Za pripravo 1 litra trdnega sloja smo v erlenmajerico (Brand, Nemcija) zamesali 500 ml
destilirane vode in 30 gramov agarja (Sigma-Aldrich, Nemcija) in pocasi segrevali do
vreli§¢a. Raztopino smo avtoklavirali pri 121 °C 15 minut in jo ohladili na priblizno 45 °C.
Nato smo segreli 500 ml suspenzije spranih precipitatov FeS na priblizno 45 °C, jo

premesali in jo asepti¢no zamesSali v agar z enako temperaturo.

Za pripravo 500 ml suspenzije spranih precipitatov FeS smo v stekleno flasko (Brand,
Nemcija) nalili 500 ml destilirane vode in jo segrevali do vreliS¢a. Nato smo vanjo
zameSali 78,4 g Fe(NH4)2(SO4)2 x 6H,0 (Sigma-Aldrich, Nemcija) in 15,6 g Na,S x 9H,0
(Sigma-Aldrich, Nemcija). Pocakali smo, da so se precipitati posedli, nato pa smo jih
Stirikrat sprali s supernatantom, ki smo ga vsaki¢ nadomestili s 500 ml vrele destilirane

vode.

Tekoci del gojisca smo si pripravili v 500 ml erlenmajerici (Brand, Nemcija), kamor smo
nalili 200 ml destilirane vode in vanjo zamesSali 0,2 g (NH4),Cl (Sigma-Aldrich, Nemcija),
0,1 g K,HPO4 (Sigma-Aldrich, Nemcija), 0,04 g MgSO4 x 7H,O (Sigma-Aldrich,
Nemcija) in 0,02 g CaCl, (Sigma-Aldrich, Nem¢ija). Raztopino smo avtoklavirali 15 minut
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na 121 °C in jo ohladili na 25 °C. Nato smo jo 15 sekund asepti¢no prepihavali s 100%
COa.

Po 10 ml staljenega trdnega dela gojisca z agarjem smo asepticno nalili v epruvete (Brand,
Nemcija) in jih postavili v poSevno lego, da se je agarski del gojis¢a ohladil. Nato smo v

vsak posevnik dodali po 2 ml sterilnega tekocega dela gojisca.
3.8.2 Tekoce gojisce Leptothrix strains meduim (Atlas, 2004)

V merlini valj (Brand, Nemcija) z magnetom smo zatehtali 5 g peptona (Sigma-Aldrich,
Nemcija), 0,2 g MgSOs x 7H,O (Magnesium sulfate heptahydrate, Sigma-Aldrich,
Nemcija), 0,15 g Zelezov amonijev citrat (Ammonium iron(IIl) citrate, Sigma-Aldrich,
Nemcija), 0,05 g CaCl, (Calcium chloride, Sigma-Aldrich, Nemcija), 0,01 g FeCls x 6H,0
(Iron (IIT) chloride hexahydrate, Sigma-Aldrich, Nemcija), 0,01 g MnSOs, x H,O
(Manganese (III) sulfate monohydrate, Sigma-Aldrich, Nemcija) in dolili destilirano vodo

do 250 ml. Gojis¢e smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo gojisce

sterilno razlili v petrijevke (Brand, Nemcija) in ohladili.
3.8.3 Trdno gojisce Leptothrix strains medium (Atlas, 2004)

Postopek priprave gojisca je enak, kot pri tocki 3.11.2, le da smo dodali e 12 g agarja
(Sigma-Aldrich, Nemcija).

3.8.4 Gojisce Fe-EDTA (Atlas, 2004)

Najprej smo naredili zalozno raztopino 100 x Fe (II). V 45 ml destilirane vode smo
zameSali 278 mg Na,EDTA (Sigma-Aldrich, Nemcija) in segrevali do vretja. Nato smo v
45 ml destilirane vode zamesali 337 mg FeSO4x 7H,0 (Sigma-Aldirch, Nemcija) in dodali
Se vrelo raztopino Na,EDTA. Vse skupaj smo kuhali na vreliscu Se 1 uro, ohladili na sobno
temperaturo in dolili MiliQ vodo do 100 ml. Raztopino smo sterilno filtrirali in shranili na

4 °C do uporabe.

Za oligotrofno gojis¢e smo v 250 ml vodovodne vode zamesali 0,07 g hranilnega agarja

(Nutrient agar, Sigma-aldrich, Nemc¢ija) in 3,15 g agarja (Sigma-Aldrich, Nemcija) ter
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avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo gojisce ohladili, mu dodali 2,5 ml

zalozne raztopine 100 x Fe (II) EDTA in prelili v petrijevke.

3.9 1ZOLACIJA DNK IZ IZOLATOV

Iz izolatov smo izolirali DNK s pomocjo kita EZExtract (IFB d.o.o., Slovenija). V
pripravljene mikrocentrifugirke smo dodali po eno ezo Ciste bakterijske kulture in segrevali
na 100 °C 15 minut. Po kuhanju smo vzorce ohladili v hladilniku, centrifugirali na 10000
obratih na minuto pri 22 °C 10 minut (Sigma 2-16K, Sigma centrifuges, Nemcija),
supernatant z izoliranimi nukleinskimi kislinami odpipetirali v nove mikrocentrifugirke

(Eppendorf, Nemcija) in shranili na - 20 °C do nadaljnje analize.

3.10 POMNOZEVANIJE GENOV ZA 16S rRNK IZ DNK, IZOLIRANIH IZ CISTIH
BAKTERIJSKIH KULTUR, V VERIZNI REAKCIJI S POLIMERAZO

Postopek pomnozZevanja genov je enak, kot pri tocki 3.4.1.
3.10.1 Analiza 16S rDNK nukleotidnih zaporedij

Sekvenciranje 16S rDNK genov je opravilo podjetje Macrogen iz Juzne Koreje. Dobljena
zaporedja 16S rDNK smo taksonomsko uvrstili z orodjem Seqmatch v bazi podatkov RDP
10 (Cole in sod., 2009) s privzetimi nastavitvami programa. Identificirane kolonije smo
nacepili v mikrotitrsko plos¢ico (Brand, Nemcija) z gojis¢em LB s 50 % glicerolom in jih

shranili na - 80 °C.

3.11 ANALIZA ZAPOREDIJ KLONSKIH KNJIZIC

Vsa nukleotidna zaporedja genov 16S rDNK smo najprej pregledali v programu FinchTV
(Geospiza Inc., ZDA) in jim odstranili vektorska zaporedja ter slabe odseke, ce so bili ti

prisotni. Poravnave zaporedij smo naredili s programom BioEdit (Hall, 1999).

3.11.1 Delezi bakterijskih razredov po globinah in porazdelitev pritrjenih in
planktonskih zaporedij po posameznih globinah

Deleze pritrjenih in planktonskih razredov po posameznih globinah smo dolocili s

programskim paketom Ribosomal Database Project II (Cole in sod., 2009). Klonske
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knjiznice pritrjenih in planktonskih zaporedij iz posamezne globine, smo primerjali med
seboj z orodjem Library Compare (http://rdp.cme.msu.edu/comparison/comp.jsp).
Uporabili smo prednastavljene parametre in izbrali 70 % prag zaupanja. Program je
taksonomsko uvrstil vsa zaporedja iz klonskih knjiznic in medsebojno primerjal
taksonomsko sestavo. Podatke o druzini, rodu in delezu prisotnih zaporedij na posamezni
globini smo vnesli v tabelo, ki je prikazana na sliki 16. S tem programom smo dobili tudi
informacijo o signifikantno razlicni porazdelitvi (p<0,05) bakterijskih rodov med
planktonskimi in pritrjenimi zaporedji. Pri tem smo zdruzili vse klonske knjiznice
pritrjenih zaporedij in vse klonske knjiznice planktonskih zaporedij ter jih primerjali med

seboj.

iz 200 in 80 metrov, katerih vzorce smo vzeli v ¢asu vrtanja in po enem letu.
3.11.2 Ocena diverzitete in reprezentativnosti klonskih knjiznic

Za oceno diverzitete in reprezentativnosti klonskih knjiznic smo uporabili programa Phylip
3.6 (Felsenstein, 2005) in Mothur (Schloss, 2008). Z orodjem dnadist smo na podlagi
kimurinega dvoparametricnega modela za vsako klonsko knjiznico posebej izraCunali
distan¢no matriko. Distan¢no matriko smo v programu Mothur (Schloss, 2008) razvrstili v
operativne taksonomske skupine (OTU), z mejno vrednostjo 0,03. Pri predpostavki, da
sekvence spadajo v razli¢no taksonomsko vrsto, ¢e se razlikujejo za ve¢ kot 3 %, nam je
program izrac¢unal vrednosti za Sobs, Chaol in 95 % interval zaupanja za vrednost Chaol.
Sobs (species observed) nam pove Stevilo izraCunanih operativnih taksonomskih enot pri
nastavljenih parametrih. Chaol pa nam glede na raznolikost zaporedij iz klonske knjiznice
oceni dejansko diverziteto vzorca. Pri tem predvideva, da pri vzorcenju nismo zajeli
celotne populacije in s tem raznolikosti, ampak le del te populacije. Chaol vrednost nam
tako omogoci dolociti ucinkovitost vzoréenja oziroma pokritost raznolikosti v vzorcu.
Slednje smo izracunali tako, da smo delili Stevilo OTU z vrednostjo Chaol. Izracunane

vrednosti so prikazane v preglednicah 4 in 5.
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4 REZULTATI

4.1 FIZIKALNO KEMIJSKI PARAMETRI VRTINE

4.1.1 Kamnina

dolamit

Vodna vrtina sega do globine 200 metrov. Distribucijska cev je
perforirana od globine 100 metrov dalje. Vzorci vode in kamnine so
bili vzeti iz globin 56 m, 76 m, 96 m, 118 m, 132 m, 148 m, 180 m
in 200 m. Po enem letu uporabe vrtine sta bila ponovno odvzeta
vzorca vode iz globine 80 m in 200 m. Napaka vzorcenja je +/- 1
meter.

Vodonosnik sestavlja kamnina dolomit, razpokan dolomit in zelo

razpokan dolomit, kot je prikazano na sliki 4.

razpokan dolomit
zelo razpokan dolomit

Slika 4: Profil vodne vrtine
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4.1.2 Fizikalno kemijski parametri
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Slika 5: pH vrednosti v vodni vrtini Slika 6: Redoks potencial in prevodnost v vodni vrtini

Temperatura in pH sta po celi globini konstantna. Temperatura se giblje med 12 °C in 13 °C,
pH pa med 6,5 in 7,5. Redoks potencial je po celi globini pozitiven in rahlo pada z globino
od 400 mV do 300 mV. Le na globini 110 metrov je 250 mV. Prevodnost rahlo naras¢a od
550 do 603 uS/cm.
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Slika 7: Kemijski parametri v vodni vrtini. Prikazane so koncentracije celotnega organskega ogljika
(TOC), nitratov, mangana, cinka in Zeleza. Koncentracija Mn je zaradi preglednosti grafa prikazana kot
polovic¢na vrednost. Rdece stevilke prikazujejo globine, na katerih se nahaja zelo razpokan dolomit. Z rdeco

so oznacene globine na katerih se vodonosnik polni z vodo in nutrienti.
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Slika 8: Koncentracija Fe (II) in Fe (III) po globini vodonosnika. A: koncentracija Fe (IT) v pg/l, po

globini vodonosnika. B: koncentracija Fe (III) v mg/l, po globini vodonosnika.

Koncentracija celokupnega organskega ogljika je povecana na globini 40 metrov, kjer je
0,85 mg/l, na 112 metrih znaSa 0,94 mg/l, ter na 148 metrih, kjer je 1,21 mg/l. na drugih
globinah je manjsa in se giblje med 0,30 mg/I in 0,44 mg/1.

Koncentracija nitratov se do globine 100 metrov od 3,0 mg/l do 3,20 mg/l, nizje pa bolj
niha. Najvecja je na globinah 188 in 200 metrih globine, kjer je 3,50 mg/l, nekoliko vecja
je Se na 118, 132 in 160 metrov, kjer je 3,30 mg/l. NajniZja pa je na globini 148 metrov,
kjer je 2,80 mg/1.

Celokupna koncentracija mangana zelo niha. Tudi koncentracija mangana je najvecja na

globini 148 in 60 metrov, 5 ug/l, najnizja pa je od 80 do 104 metrov, kjer je 2 pg/l.

Koncentracija cinka se z globino povecuje. Najnizja je na 60 metrih globine, kjer je 420,0

pg/l. nato se povecuje do 200 metrov globine, kjer je 950 pg/l.
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Koncentracija Zeleza 3+ (Fe'™ ) je ve&ja od koncentracije Zeleza 2+ (Fe*"). Koncentracija
Fe’” je najniZja na globini 60 metrov 0,09 mg/l, najveja pa na 188 m, kjer je 2,66 mg/l.
Koncentracija Fe*" je na globini 40 m 5,30 pg/l, najvedja je na 60 metrih globine, kjer je
20,39 ug/l. Povecana je Se na 132 m, 13,69 pg/l. Na ostalih globinah pa je pod mejo
detekcije.

Koncentracije parametrov Mg, P, SO4, K, Ni, Ca in karbonatov so bile izmerjene le na
globinah 112 in 148 metrov in so za Mg 36,0 in 34,8 mg/l, za PO4 manj kot 0,015 mg/I na
obeh globinah, za SO4 14,9 in 15,0 mg/l, za K 1,1 in 1,2 mg/l, za Ni manj kot 3 pg/l, za Ca
68,1 in 70,1 mg/l. Koncentracija COs je bila na obeh globinah 354 mg/l. Koncentracije
NO; in amonijevih ionov pa na globinah 98 in 132 metrov in sta za NO, manj kot 4 pg/l na
obeh globinah in za amonijeve ione manj kot 20 pg/l na obeh globinah. Izmerjene
koncentracije teh parametrov se minimalno razlikujejo na obeh globinah, zato smo

predvidevali, da poroznost kamnine nima vpliva na te parametre.

43  OCENA DIVERZITETE IN REPREZENTATIVNOST KLONSKIH KNJIZNJIC
4.3.1 Pritrjene klonske knjiZnice

Za pritrjene klonske knjiznice je izraCunana pokritost na vseh globinah nad 80 %, razen na
globini 118 metrov, kjer je 30 %. Tam je 49 zaporedij 16S rDNK razvrScenih v 25
operativnih taksonomskih enot, vrednost chaol pa je 82. Prav tako je na tej globini
najvecja diverziteta pritrjenih klonskih knjiznic, najmanjSa pa je na 148 metrih. Najvecja
pokritost pa je na globini 148 metrov, kjer je 11 genov za 16S rDNK razvrs¢enih v 3

operativne taksonomske enote.
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Preglednica 4: Ocene diverzitete in reprezentativnosti klonskih knjiZznic pritrjenih bakterij. Sobs je Stevilo
izraCunanih operativnih taksonomskih enot iz pritrjenih vzorcev vodonosnika, Chaol pa Stevilo ocenjenih
pritrjenih vrst v vodonosniku. Oba parametra smo izraunali s programom Mothur (Schloss, 2008).
Zaporedja iz pritrjenih klonskih knjiznic smo razvrstili v operativne taksonomske skupine in predpostavili, da
zaporedja spadajo v razli¢no taksonomsko vrsto, ¢e se razlikujejo za ve¢ kot 3 %.

globina (m) Sobs Chaol pokritost (%) Stevilo klonov
56 13 155 84 35
76 7 7.3 95 41
96 13 13.5 96 64
118 25 82 30 49
132 8 8.5 94 27
148 3 3 100 11
180 6 6.5 92 103
200 14 17.3 81 39
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Slika 9: Chaol ocena vrstne diverzitete klonskih knjiZnic pritrjenih bakterij po globini vrtine. Na sliki
so prikazani tudi 95 % intervali zaupanja za vrednost chaol. Za izracune smo uporabili program Mothur
(Schloss, 2008), zaporedja iz klonskih knjiznic smo razvrstili v operativne taksonomske skupine in
predpostavili, da zaporedja spadajo v razli¢no taksonomsko vrsto, ¢e se razlikujejo za vec kot 3 %.
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4.3.2 Planktonske klonske knjiZnice

Za planktonske klonske knjiznice je najvecja pokritost na globini 96 metrov, kjer je 56
zaporedij 16S rDNK razvrsc¢enih v 19 operativnih taksonomskih enot, chaol vrednost pa je
23,7. NajmanjSa pokritost pa je na globini 180 metrov, kjer je 67 sekvenc razvr§cenih v 17
operativnih taksonomskih enot, chaol vrednost pa je 50. Na 180 metrih je izracunana
najvecja bakterijska diverziteta, najmanjsa pa na 200 metrih globine.

Preglednica 5: Ocene diverzitete in reprezentativnosti klonskih knjiznic planktonskih bakterij. Sobs je Stevilo
izraCunanih operativnih taksonomskih enot iz pritrjenih vzorcev vodonosnika, Chaol pa Stevilo ocenjenih
pritrjenih vrst v vodonosniku. Oba parametra smo izraunali s programom Mothur (Schloss, 2008).

Zaporedja iz pritrjenih klonskih knjiznic smo razvrstili v operativne taksonomske skupine in predpostavili, da
zaporedja spadajo v razli¢no taksonomsko vrsto, ¢e se razlikujejo za ve¢ kot 3 %.

globina (m) Sobs Chaol pokritost (%) Stevilo klonov
56 13 27.0 48 42
76 9 23.0 39 10
96 19 23.7 80 56
118 16 34.3 47 32
132 15 30.0 50 23
148 7 17.0 41 23
180 17 50.0 34 67
200 9 11.5 78 14
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Slika 10: Chaol ocena vrstne diverzitete klonskih knjiZnic planktonskih bakterij po globini vrtine. Na
sliki so prikazani tudi 95 % intervali zaupanja za vrednost chaol. Za izra¢une smo uporabili program Mothur
(Schloss, 2008), zaporedja iz klonskih knjiznic smo razvrstili v operativne taksonomske skupine in
predpostavili, da zaporedja spadajo v razlicno taksonomsko vrsto, ¢e se razlikujejo za vec kot 3 %.
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Zitnik M. Identifikacija pritrjenih in planktonskih bakterijskih vrst v dolomitnem vodonosniku.
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V vodni vrtini na vseh globinah prevladujejo bakterije iz debla Proteobacteria. Med njimi
so najbolj zastopani razredi Betaproteobacteria in Gammaproteobacteria. Bakterije iz
razreda Betaproteobacteria so prevladujoe med pritrjenimi bakterijskimi razredi na
globinah 76 metrov, 118 metrov, 148 in 180 metrov, med planktonskimi pa na globinah
118, 132 in 148 metrov. Na globini 56 metrov prevladuje razred Gammaproteobacteria,
poleg njih pa je poleg razreda Betaproteobacteria med pritrjenimi tudi ve¢ji delez razreda
Bacilli, med planktonskimi pa tudi razred Clostridia. Na globini 76 in 96 metrov imajo
med planktonskimi razredi najvecji delez nerazvrscene bakterije, prisotni pa so tudi razredi
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria in Flavobacteria. Razred Actinobacteria ima
najvecji delez med pritrjenimi bakterijskimi razredi na globini 96 in 148 metrov, med
planktonskimi razredi pa ima manjsi delez. Na globini 96 metrov je med planktonskimi
razredi prisoten razred Chlamydia, na 200 metrih pa ima razmeroma velik deleZ tudi razred
Planctomycetacia. Bakterije iz razreda Clostridia pa so v najve¢jem delezu prisotne med
planktonskimi razredi na globini 180 metrov. Bakterije iz ostalih taksonomskih razredov

pa so prisotne v manjsih delezih, kot je prikazano na slikah 11, 12 in 13.
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4.5 PORAZDELITEV PRITRJENIH IN PLANKTONSKIH BAKTERIJSKIH
GENOV ZA 16S rRNK PO POSAMEZNIH GLOBINAH V VODNI VRTINI
pritriene bakterije planktonske bakterije
© - e £ £ £ £| |Barva: |Bakteriiski razred:
5 EEE g S x oo E E E x5 o oo o -
DRUZINA ROD goREICIEL geLEONIRS Alphaproteobacteria
Beijerinckiaceae Chelatococcus 2 Betaproteobacteria
hi daceae hingobi 2 Gammaproteobacteria
Caulobacteraceae Brevundimonas 9 .
Unclassified Caulobacteraceae 9 Deltaproteobacteria
Hyphomicrobiaceae Pedomicrobium 2 Epsilonproteobacteria
Xanthob aceae Pseudolabrys 2
Unclassified Rhizobiales 2 B
Methylobacteriaceae Methylobacterium 4 Barva: deleZ prisotnih bakterij
Rhodobacteraceae Paracoccus 15 14 >5%
.\ Burkoholderiaceae Burkholderia 19 4133 60 1 4 5% - 40%
u Ralstonia 3 4 40% - 100%
Burkoholderiales incertae sedis ~ Unclassified Burkholderiales Incertae sedis 2 2
Comamonadaceae Comamonas 2 5
v Diaphorobacter B 3 A PRITRIENI RODOVI
Simplicispira 6
Variovorax [ 3 U PLANKTONSKI RODOVI
Pelomonas 5 4 14
unclassified Comamonadaceae m 1[15 35(20 3[8
Geisbergeria 13
Al Acidovorax 2 4
Rhodoferax 19 1(8
Curvibacter 2 17 414
A Hydrogenophaga 12 2
Polaromonas 3
Hydrogenophilaceae Thiobacillus 2
Unclassified Burkholderiales 2 4
Methylophilaceae Methylophilus 3
Rhodocyclaceae Rhodocyclus 3112
u Methyoversatilis 18
Unclassified Rhodocyclaceae 9 26|27
Oxalobacteraceae Unclassified Oxalobacteraceae 2 3
Neisseriaceae Stenoxybacter 10
Unclassified Neisseriaceae 3
Unclassified Betaproteobacteria 8 4 1
U Legionellaceae Legionella 1 37
U Methylococcaceae hylobacter 16 3|84
unclassified Methylococcaceae 4
A Moraxellaceae Acinetobacter 13 37 212 14]18] 12 7
Enhydrobacter 4 8 14
" o Yanth 9
unclassified Xanthomonadaceae 4
Pseud: d Pseud: 6 B
Unclassified Pseudomonadaceae 1
Enterobacteriaceae Cronobacter 7
Unclassified Gammaproteobacteria 2 2
LT T Tl T 1T [ ]
LT T T 1T [ ]
T 5

Slika 14: Porazdelitev pritrjenih in planktonskih zaporedij po posameznih globinah v vodni vrtini. Na
sliki so prikazana proteobakterijska zaporedja. Taksonomsko uvrstitev smo naredili s programom RDP (Cole
in sod., 2009), s pragom zaupanja 70 %. Signifikantno razli¢no (p>0,05) porazdelitev med pritrjenimi (A) in
planktonskimi (U) bakterijskimi rodovi smo dolo¢ili z orodjem Library Compare, s katerim smo primerjali
zdruzena 16S rRNK zaporedja pritrjenih klonskih knjiznic z zdruZzenimi 16S rRNK zapored;ji planktonskih
klonskih knjiznic. Na sliki prikazanim bakterijskim rodov smo dolo¢ili tudi njihov odstotek na posamezni
globini, kjer se nahajajo. Rdece oznacene §tevilke so globine, na katerih je zelo razpokan dolomit. Rdeci
stolpci predstavljajo globine, na katerih se vodonosnik polni z vodo in nutrienti.

Se nadaljuje
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nadaljevanje slike 14

DRUZINA
Flavobacteriaceae

Bifidobacteriaceae
Propionibacteriaceae
Micrococcaceae

Unclassified Frankineae
I\ Microbacteriaceae

Il Dermacoccaceae

L\ Brevibacteiaceae
Micromonosporaceae
Unclassified Micrococcineae
Unclassified Actinomycetales
Unclassified Actinobacteria

8] Parachlamydiaceae

Cytophagaceae
Sphingobacteriaceae

Cyclobacteriaceae
Unclassified Sphingogobacteriales

Unclassified Bacteroidetes
Unclassified Proteobacteria
Unclassified bacteria

Wautersiella

Unclassified Flavobacteriaceae
Cloacibacterium
Chryseobacterium

Bifidobacterium
Propionibacterium
Unclassified Micrococcaceae
Micrococcus

Arthrobacter

Microbacterium

Unclassified Microbacteriaceeae
Kytococcus

Brevibacterium
Micromonospora

Chloroplast Streptophyta
Anaerolineaceae Unclassified Anaerolineaceae

Parachlamydia

Unclassified Chlamydiales
Opitutaceae Opitutus
Nitrospiraceae Nitrospira

Unclassified Cytophagaceae
Pedobacter
Unclassified Cyclobacteriaceae
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pritrjene bakterije planktonske bakterije Bakteriiski razred:
cec g EEEE eeecEEEEE Flavoproteobacteria
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3 5 3 7 Actinobacteria
8 2 Cyanobacteria
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g 2 226 Acidobacteria
9 Chlamydia
1 Opitute
3 Nitrospira
2 2 Sphingobacteria
Planctomycetacia
2
5 7 . - =
3 Barva: deleZ prisotnih bakterij
5 4 >5%
2 . . 5% - 40%
1 40% - 100%
5
2
> A PRITRJENI RODOVI
3 7 3 18 7| [U PLANKTONSKI RODOVI
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Slika 14: Porazdelitev pritrjenih in planktonskih zaporedij po posameznih globinah v vodni vrtini. Na
sliki so prikazana vsa zaporedja, razen proteobakterijskih. Taksonomsko uvrstitev smo naredili s programom
RDP (Cole in sod., 2009), s pragom zaupanja 70 %. Signifikantno razlicno (p>0,05) porazdelitev med
pritrjenimi (A) in planktonskimi (U) bakterijskimi rodovi smo dolo¢ili z orodjem Library Compare, s katerim
smo primerjali zdruzena 16S rRNK zaporedja pritrjenih klonskih knjiznic z zdruzenimi 16S rRNK zaporedji
planktonskih klonskih knjiznic. Na sliki prikazanim bakterijskim rodov smo dolo¢ili tudi njihov odstotek na
posamezni globini, kjer se nahajajo. Rdece oznacene Stevilke so globine, na katerih je zelo razpokan dolomit.
Rdeci stolpci predstavljajo globine, na katerih se vodonosnik polni z vodo in nutrienti.
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Med znacilno pritrjenimi bakterijskimi rodovi jih je najve¢ razlicnih v razredu
Betaproteobacteria. Med njimi je Burkholderia, ki je v najve¢jem delezu prisotna na
globini 180 metrov, v manjSem delezu pa tudi med planktonskimi bakterijami. Acidovorax
ima najvecji delez na globini 148 metrov, Hydrogenophaga pa je prisotna na globinah 118
in 180 metrih. Rod Variovorax je prisoten le na globini 180 metrov, rod Geisbergia pa na
globini 76 metrov. Znaéilno planktonski predstavniki razreda Betaproteobacteria pa so
Ralstonia na 148 metrih, Methyloversatilis na 180 metrih globine in Diaphorobacter na 56
in 180 metrih.

Predstavniki razreda Alphaproteobacteria imajo zelo nizke deleze v vodonosniku.
Predstavniki vseh identificiranih rodov, se pojavljajo v vodnih, oligotrofnih okoljih. Med
njimi je pomemben rod Pedomicrobium, ki se nahaja na 118 metrih globine med

pritrjenimi bakterijami.

V razredu Gammaproteobacteria so v ve¢jih delezih prisotni rodovi Legionella,
Methylobacter, ki sta signifikantno planktonska, in Acinetobacter, ki je znacilno pritrjen
bakterijski rod. Ta ima najvecji delez med pritrjenimi bakterijami na globini 56 metrov. V
razredu Deltaproteobacteria pa smo identificirali le nerazvr$éene predstavnike druZine

Desulfobulbaceae. Te so prisotne le na globini 118 m.

Bakterije iz razreda Clostridia smo identificirali med planktonskimi bakterijami. Med
njimi je znacilno planktonski rod Peptostreptococcus, ki je prisoten na globini 56 in 18

metrov.

Najve¢ predstavnikov razreda Actinobacteria je med pritrjenimi bakterijskimi rodovi, na
globini 96 metrov. Med njimi so znacilno pritrjeni rodovi Micrococcus, Microbacterium,

Brevibacterium in Kytococcus.

Predstavniki bakterijskega razreda Flavobacteria so v vecini prisotni le med planktonskimi
bakterijami. Prav tako so planktonski skoraj vsi predstavniki bakterijskega razreda
Clostridia. Med njimi ima najve¢ji delez rod Peptostreptococcus. Prav tako so v zelo

nizkih delezih prisotni rodovi bakterijskega razreda Bacilli.

Na 96 metrih globine je med planktonskimi bakterijami prisoten tudi rod Parachlamydia.

Bakterijski rod Opitutus, ki je v nizkem delezu med planktonskimi bakterijami prisoten na
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globini 118 metrov, je znacilen za anaerobna okolja. Na 200 metrih globine smo

identificirali e rod Planctomyces.

Delezi prisotnih bakterijskih rodov so neodvisni od vrste kamnine v vodonosniku, saj na
globinah, na katerih je prisoten zelo razpokan dolomit in kjer se vodonosnik napaja z vodo
ter nutrienti, ni ve¢jega deleza posameznih bakterijskih rodov. Na globinah, kjer se nahaja
zelo razpokan dolomit, imajo najvecje deleze bakterije iz razreda Betaproteobacteria in
Gammaproteobacteria, katerih predstavniki imajo vecje deleze tudi na ostalih globinah,

kjer se nahaja nerazpokan dolomit.

4.6 SESTAVA KLONSKIH KNJIZNIC PLANKTONSKIH BAKTERIJSKIH
ZAPOREDIJ NA GLOBINAH 76 IN 200 METROV V CASU VRTANJA IN PO
ENEM LETU

H Flavobacteria

46%

B Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria

27% Unclassified hacteria

Slika 15: Taksonomska sestava klonske knjiZnice planktonskih bakterijskih zaporedij po razredih, na
globini 76 metrov v ¢asu vrtanja vrtine.
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Acidobacteria_Gp4
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Slika 16: Taksonomska sestava klonske knjiZnice planktonskih bakterijskih zaporedij po razredih, na
globini 80 metrov po enem letu.
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M Flavobacteria

B Planctomycetacia
m Bacilli

22% Actinobacteria
Alphaproteobacteria

Gammaproteohacteria

Betaproteobacteria

Slika 17: Taksonomska sestava klonske knjiZnice planktonskih bakterijskih zaporedij po razredih, na
globini 200 metrov v ¢asu vrtanja vrtine.

o Opitutae
mTM7
m Acidobacteria_Gp4

Actinnhacteria
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Unclassified bacteria

Slika 18: Taksonomska sestava klonske knjiZnice planktonskih bakterijskih zaporedij po razredih, na
globini 200 metrov po enem letu.

Na globini 76 metrov je bilo v Casu vrtanja skoraj polovica nerazvrScenih bakterij.
Identificirane so bile tudi bakterije iz razreda Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria
in Flavobacteria. Po enem letu izkoris¢anja vodonosnika pa so bile najbolj zastopane
bakterije iz razreda Gamaproteobacteria, ostalih predstavnikov posameznih razredov pa je

veliko manj.

Na globini 200 metrov je bilo v ¢asu vrtanja identificiranih 22 % bakterij iz razreda
Planctomycetacia in Gammaproteobacteria, 14 % pripadnikov razreda Bacilli,
Alphaproteobacteria in Betaproteobacteria ter po 7 % Flavobacteria in Actinobacteria. Po
enem letu pa je prevladoval razred Gammaproteobacteria. Identificirane so tudi
Actinobacteria, Alphaproteobacteria in Betaproteobacteria.  Predstavnikov ostalih

razredov je manj kot 5 %.
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47  VRSTNA RAZNOLIKOST PLANKTONSKIH BAKTERIJSKIH ZAPOREDIJ
NA GLOBINI 80 IN 200 METROV OB CASU VRTANIJA IN PO ENEM LETU
UPORABE VODONOSNIKA
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Slika 19: Ocena vrstne raznolikosti planktonskih zaporedij na globini 80 metrov, ob vrtanju in po
enem letu uporabe vodonosnika. Na sliki so prikazani tudi 95 % intervali zaupanja za vrednost Chaol. Za
izratune smo uporabili program Mothur (Schloss, 2008), zaporedja iz klonskih knjiznic smo razvrstili v
operativne taksonomske skupine z mejno vrednostjo 0,05 in predpostavili, da zaporedja spadajo v razli¢no
taksonomsko vrsto, ¢e se razlikujejo za vec kot 3 %.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Chaol - ocena stevila razli¢nih vrst

4 200m

= 200m po enem letu

AfA |

10

20

30

40

50

60

70 80 90

stevilo vzorcenih zaporedij

Slika 20: Ocena vrstne raznolikosti planktonskih zaporedij na globini 200 metrov, ob vrtanju in po
enem letu uporabe vodonosnika. Na sliki so prikazani tudi 95 % intervali zaupanja za vrednost Chaol. Za
izratune smo uporabili program Mothur (Schloss, 2008), zaporedja iz klonskih knjiznic smo razvrstili v
operativne taksonomske skupine z mejno vrednostjo 0,05 in predpostavili, da zaporedja spadajo v razli¢no
taksonomsko vrsto, Ce se razlikujejo za vec kot 3 %.
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Na globini 76 metrov je v Casu vrtanja vodne vrtine ocenjena vrstna raznolikost
planktonskih bakterij 23. Po enem letu izkoriS¢anja vodonosnika pa je ocenjeno Stevilo
razli¢nih bakterijskih vrst na globini 80 metrov 25. Izracunani 95 % intervali zaupanja so

zelo §iroki, od Chaol vrednosti 47 do 5 in so priblizno enaki pri obeh izracunih.

Na globini 200 metrov je v Casu vrtanja vodne vrtine ocenjena vrstna raznolikost
planktonskih bakterijskih vrst 12. Po enem letu izkori$canja vodonosnika pa je ocena
vrstne raznolikosti vi§ja in je 63. Izracunani 95 % intervali zaupanja so v Casu vrtanja
vodne vrtine od 4 do 26, po enem letu pa so veliko vecji, od 0 do 105, kar je posledica

vecje klonske knjiznice po enem letu.
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4.8  BAKTERIJE IZOLIRANE Z GOJITVENIMI TEHNIKAMI

globina [m] rod najblizji sorodnik iz baze RDP (Ribosomal database project) GenebankiD  podobnost
44-46 Pseudomonas uncultured bacterium DQ264528 1,000
Pseudomonas Pseudomonas veronii AF064460
Brevundimonas glacier bacterium FX113 AY315163
Brevundimonas Uncultured Brevundimonas sp. GU233823
Bradyrhizobium Bradirhizobium sp. FJ391497
72-74  Pseudomonas Pseudomonas fluorescens D86002
Aeromonas uncultured gamma proteobacterium FJ535204
Afipia Afipia birgiae AF288304
Brevundimonas Brevundimonas sp. DQ177489 1.000
Pectobacterium Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum FJ527451 0.989
Pectobacterium Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum FJ527452
Cellulomonas Cellulomonas sp. AJ292035
Devosia Devosia sp. FJ687971
80-82 Aeromonas Aeromonas salmonicida subsp. Pectinolytica AF134065 0.930
Pseudomonas Pseudomonas veronii AY512616 0.990
Pseudomonas uncultured Pseudomonas sp. EF683134 0.992
Janthinobacterium uncultured bacterium AY959103 0.998
Micrococcus Micrococcus sp. EU086818 0.995
92-94  Micrococcus Micrococcus luteus AJ717367 0.697
Delftia Delftia acidovorans AB020186 0.990
Delftia uncultured bacterium EU537780 0.994
Aeromonas Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida X60407 0.955
96-98 Janthinobacterium Janthinobacterium lividum EU330448 0.998
Cellulomonas Cellulomonas sp. EF451632
Cellulomonas Cellulomonas sp. EU303275
Pseudomonas Pseudomonas veronii AF064460
Brevundimonas Brevundimonas intermedia AJ227786
Marmoricola Marmoricola sp. GQ339906
Hydrogenophaga Hydrogenophaga sp. AM110076
Hydrogenophaga Hydrogenophaga sp. EU580699
| EN (V3 Streptomyces Streptomyces sp. EU119195
132 Acidovorax uncultured bacterium AY050592 0.995
Malikia Malikia spinosa AB077038 0.990
Caulobacter Caulobacter sp. AJ227764 0.985
Pseudomonas uncultured bacterium DQ264528 0.994
172 Brevundimonas Mycoplana bullata FM213398 0.993
Brevundimonas Brevundimonas bullata AB023428 1.000
200 Acidovorax uncultured bacterium AY050592 0.964
Pseudomonas Pseudomonas fluorescens D86002 0.986
Pseudomonas Pseudomonas sp. AY653221 1.000

Brevundimonas Brevundimonas mediterranea AJ244706
Brevundimonas Brevundimonas sp. AJ300773

Brevundimonas Brevundimonas sp. AJ300773

Slika 21: Bakterijski rodovi zrasli na gojis¢u Fe-EDTA (¢rno obarvani) in na LSM gojis§¢u (beli).
Zaporedja 16S rDNA smo taksonomsko uvrstili z orodjem Seqmatch v bazi podatkov RDP 10 (Cole in sod.,
2009) s privzetimi nastavitvami programa.

Bakterije izolirane iz oligotrofnega gojis¢a Fe-EDTA so prisotne na globinah 44-46
metrov, 72-74 metrov in 96-98 metrov. Ostali bakterijski rodovi so bili izolirani z
heterotrofnim gojis¢em LSM. Najve¢ izoliranih bakterij je predstavnikov rodu
Brevundimonas in Pseudomonas, ostalih rodov je manj.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Na mestih, kjer se nahaja zelo razpokan dolomit, se vodonosnik polni z vodo. To nam
potrjujejo meritve organskega ogljika, mangana in zeleza (slika 7), kateri so izmerjeni v
vi§jih koncentracijah na mestih, kjer je vecja poroznost kamnine. Pricakovali smo, da
bomo na teh mestih identificirali drugacne bakterijske vrste, predvsem pa ve¢ razli¢nih
planktonskih in pritrjenih bakterijskih vrst, kot na mestih z nerazpokanim dolomitom.
Zaradi vecjih koncentracij hranil na teh mestih, smo pri¢akovali tudi ve¢jo koli¢ino DNK
iz planktonskih in pritrjenih vzorcev. Rezultati (slike 11, 12, 13 in 14) pa nam ne kazejo
povezav med razporeditvijo pritrjenih in planktonskih mikrobnih zdruzb in poroznostjo
kamnine, posledi¢no pa tudi ne kaZejo povezave med razporeditvijo bakterijskih zdruzb in
prisotnimi hranili. Ti rezultati so nekoliko nepricakovani, saj so v dosedanjih raziskavah ob
izvorih hranil v vodonosnikih odkrili ve¢jo bakterijsko raznolikost in vecjo gostoto
bakterijskih celic (Griebler in Lueders, 2009; Lehman in sod., 2001b; Schneiders, 2003).
Vzrok temu so lahko zelo nizke koncentracije kemijskih parametrov, predvsem organskega
ogljika. Poleg tega lahko sklepamo, da se v vodonosniku na globinah kjer doteka voda,
sploh ne ustvarijo gradienti hranil, zaradi katerih bi se na teh mestih namnozile, zadrzevale
in pritrjale bakterije. Prav tako ne poznamo gibanja tokov in vode v vodonosniku, ki lahko

pomembno vpliva na vzpostavitev gradientov hranil in razporeditev bakterijskih populacij.

Pretok vode je v nasem primeru zelo velik. Na to kazejo tudi meritve redoks potenciala
(slika 6), ki je po vsej globini vodonosnika pozitiven. Ponavadi se redoks potencial niza z
globino vodonosnikov, predvsem v zaprtih sistemih, saj prisotne aerobne bakterije hitro
porabijo prisoten kisik. Zato morajo bakterije v globljih delih vodonosnikov, kjer je redoks
potencial negativen, uporabljati alternativne koncne prejemnike elektronov (Schneiders,
2003, Madigan in Martinko, 2006). V naSem primeru je pozitiven redoks potencial
najverjetneje posledica velike prezracenosti vodonosnika, ki nastane zaradi velikega
pretoka vode. To pomeni, da je v naSem vodonosniku vecji vnos kisika, kot je njegova
poraba s strani mikroorganizmov. Najbolj aktivna bakterijska rast in najvec¢je formiranje
biofilmov poteka pri redoks potencialu od 50 do 150 mV (Schneiders, 2003). V naSem
primeru pa se vrednost redoks potenciala giblje od 400 do 300 mV.

Zaradi velikega pretoka, prezracenosti in konstantnih fizikalnih pogojev v vodonosniku,

tudi globina vodonosnika ne vpliva na prisotne mikrobne zdruzbe in njihovo razporeditev.
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Poleg konstantnega redoks potenciala sta po globini vodonosnika konstantni tudi
temperatura, elektricna prevodnost vode in pH (sliki 5 in 6), ki bi pri druga¢nih vrednostih
lahko vplivali na strukturo in razporeditev bakterijskih zdruzb. Konstantna temperatura je
pricakovana, saj je znano, da so fizikalni pogoji v vodonosnikih bolj ali manj konstantni in
da temperatura ne presega vec¢ kot 20 °C, razen v geotermalnih vodonosnikih (Schneiders,
2003). pH vrednost v vodonosnikih v vecini primerov bolj niha (Lehman in sod., 2001a;
Schneiders, 2003). V nasem primeru pa lahko sklepamo enako, kot za redoks potencial, da
je tudi konstanten pH posledica velikega pretoka vode. Elektricna prevodnost vode je
odvisna od temperature in prisotnih ionov v vodi ter njihovih lastnostih. Mejna vrednost za
pitno vodo je 2500 uS/cm pri 20 °C (pravilnik o pitni vodi, 2004). V vodonosniku je
izmerjena vrednost prevodnosti vode od 550 do 603 uS/cm, kar dodatno kaze na prisotne
nizke koncentracije kalcijevih, magnezijevih, natrijevih, kalijevih, hidrogenkarbonatnih,
sulfatnih in kloridnih ionov. Iz rezultatov lahko sklepamo, da se z globino in poroznostjo v
vodonosniku kemijsko - fizikalni parametri ne spreminjajo do take mere, da bi imeli vpliv

na sestavo in razporeditev pritrjenih in planktonskih bakterijskih zdruzb.

Kemijsko fizikalni pogoji (slike 5, 6, 7, 8) v vodonosniku omogocajo naselitev dveh izmed
treh skupin bakterij, ki jih Schneiders (2003) uvrs¢a med problemati¢ne bakterije v
vodonosniku in povzro¢ajo obras¢anje vodonosnika ter korozijo cevitve v vodonosniku. V
prvi skupini so predstavniki bakterijskih druzin, ki producirajo eksopolimere oziroma sluzi.
V vodonosnikih naselijo povrsine in omogocajo hitro rast biofilmov. Iz te skupine smo
identificirali najbolj znacilne predstavnike bakterijskih rodov Pseudomonas, Flavobacter
in Acinetobacter (slika 14 in 21). Predstavniki iz te skupine so zelo obc¢utljivi na okoljske
spremembe, saj se na vsako spremembo oziroma na vsak stresni dejavnik odzovejo s Se
intenzivnej$im izlo¢anjem sluzi in hitrejSim formiranjem biofilmov (Schneiders, 2003). V
nasem primeru se te spremembe pojavijo z samim vrtanjem vodne vrtine, vzpostavitvijo
distribucijskega sistema vodonosnika in ¢rpanjem vode iz vodonosnika. To pomeni, da
sCasoma lahko pricakujemo pritrditev teh bakterijskih predstavnikov na vse prisotne
povrSine v vodonosniku ter obrascanje distribucijske cevi in filtrov. V biofilmih se
postopoma ustvarijo anaerobne razmere, zniza se pH in redoks potencial (Marshall, 2006;
Schneiders, 2003). Tako se lahko ustvarijo dobri pogoji za rast anaerobnih bakterij, ki
lahko privedejo do korozije distribucijskega sistema in poslabsanje organolepti¢nih

lastnosti vode.
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Zaradi velike vsebnosti Zzeleza v vodonosniku (sliki 7 in 8) pa smo v vodonosniku
pricakovali tudi oksidatorje zeleza, ki jih Schneiders (2003) uvrs¢a v drugo skupino
problemati¢nih bakterij v vodonosniku. Schneiders (2003) kot tipi¢ne predstavnika zelezo
oksidirajo¢ih bakterij v vodonosnikih navaja rodova Gallionella in Leptothrix, zato smo na
gojisca Leptothrix strains medium in Fe-EDTA nacepili vzorce vode iz posameznih globin
vodne vrtine. Leptothrix strains medium je heterotrofno gojisc¢e, Fe-EDTA pa oligotrofno.
Na oligotrofnih gojiscih so zrasle le bakterije iz globin 44, 72, 96 in 200 metrov, na
oksidirajoc¢ih bakterij nismo identificirali, odkrili pa smo tipi¢ne predstavnike podzemnih
voda, med katerimi prevladuje rod Pseudomonas in Brevundimonas. Rezultati zaporedij
klonskih knjiznic pa so med pritrjenimi rodovi pokazali prisotnost rodu Pedomicrobium v
katerega spadajo bakterijske vrste, ki oksidirajo mangan ter Zelezo in ga nalagajo v celicah.
Prisotnost zelezovih oksidov je posledica velike prisotnosti Zeleza v geoloski sestavi
vodonosnika, lahko pa tudi Zelezo oksidirajocih bakterij v biofilmih vodonosnika. Scasoma
bi te bakterije lahko povzrocale tezave na distribucijskem sistemu, korozijo, obrascanje,
zamasitve cevi in filtrov in tako povzrocale dodatne stroske pri vzdrzevanju. Koncentracija
Fe’" po globini naras¢a, kar je posledica usedanja Zelezovih oksidov, ki tonejo v vodnem

stolpcu vodonosnika.

Kvaliteta vode v vodonosniku je za zdaj po vseh kemijskih in mikrobioloskih parametrih
neoporecna, vendar bi lahko ob prisotnosti zelezovih bakterij koncentracija Zeleza zelo

narasla in poslabsala kakovost vode.

V vodonosniku identificirane bakterije spadajo v taksonomske skupine, v katere sta
Griebler in Lueders (2009) razvrstila do sedaj najveckrat odkrite bakterije v podzemnih
vodnih sistemih (sliki 2 in 3). V vodonosniku prevladujejo bakterije iz taksonomske
skupine Betaproteobacteria (slike 11, 12, 13). Edina razlika v primerjavi z Griebler in
Lueders-ovo (2009) razvrstitvijo, je v razredu Chlamydiae, ki smo ga identificirali med
planktonskimi bakterijami na globini 96 metrov (slika 12). Poleg tega razreda pa smo na
isti globini nasli $e enega predstavnika razreda Cyanobacteria, ki je najverjetneje posledica

kontaminacije, saj v vodonosniku ni svetlobe, ki jo za rast potrebujejo cianobakterije.

V vodonosniku smo med planktonskimi in pritrjenimi vzorci identificirali predstavnike

istih bakterijskih razredov. Razlike so le v taksonomskih razredih Acidobacteria (deblo
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Acidobacteria), Cyanobacteria (deblo Cyanobacteria), Anaerolineae (deblo Chloroflexi)
in Opitutae (deblo Verrucomicrobia), ki so v majhnih delezih prisotne med planktonskimi

razredi, med pritrjenimi bakterijskimi razredi pa jih nismo identificirali.

Nukleotidna zaporedja iz klonskih knjiznic smo uvrstili Se v taksonomske druzine in
rodove, kar je prikazano na sliki 14. Ugotovili smo, da je vrstna sestava pritrjenih in
planktonskih bakterij razli¢na. V razredu Alphaproteobacteria smo identificirali 9 razli¢nih
bakterijskih rodov, ki imajo zelo majhen delez po posameznih globinah. Vecina
predstavnikov teh rodov je prilagojenih na oligotrofne razmere v okolju (Schneiders, 2003;
Hirsch in Gebers, 2005; Van Spanning in sod., 2005). Med njimi so za vodonosnik najbolj
pomembne bakterije iz rodu Pedomicrobium, ki se nahaja na 118 metrih globine med
pritrjenimi bakterijami. Te kopicijo oksidirano Zelezo in mangan v hifah (Hirsch in Gebers,
2005). Tako bi s ¢asoma z obras¢anjem biofilma in nalaganjem zZelezovih in manganovih
oksidov povzrocale tezave v vodni vrtini in distribucijski cevi. Med pritrjenimi in
planktonskimi bakterijami smo na globini 200 metrov identificirali rod Paracoccus. Ta ima
15 odstotni delez med bakterijami na tej globini. Predstavnike najpogosteje zasledimo v
zemlji kot denitrifikatorje, nekateri predstavniki tega rodu pa so prilagojeni tudi na

oligotrofne razmere v vodonosniku (Van Spanning in sod., 2005).

Najbolj zastopan razred v vodonosniku je razred Betaproteobacteria. Identificirali smo 25
razlicnih rodov, ki so uvrSceni v 10 taksonomskih druzin. Med njimi trije rodovi
prevladujejo med pritrjenimi, trije pa med planktonskimi bakterijami. Iz druzine
Burkholderiaceae smo dolo¢ili rodova Burkholderia in Ralstonia. Za bakterije iz rodu
Burkholderia je znacilno, da se pritrjajo. Najve¢ bakterij iz tega rodu je med pritrjenimi
rodovi na globini 56, 132 in 180 metrov, med planktonskimi predstavniki pa smo nasli zelo
nizke odstotke. So zelo pogoste v oligotrofnih okoljih, najveckrat so jih identificirali v
podzemnih vodah in zemlji. V vodonosnikih in zemlji so zelo pomembni ob morebitnih
onesnazenjih, saj razgrajujejo pesticide, aromatske spojine in halogene, nekatere vrste pa
so sposobne fiksacije dusika. Ve¢ kot polovica znanih vrst je patogenih za rastline, zivali in
ljudi, vendar so te vrste prisotne v toplejSih delih planeta, v tropskem pasu. Proizvajajo
siderofore in druge kelatorje kovin, nekatere vrste pa tudi bakteriocine in protiglivi¢ne

snovi (Palleroni, 2005a).
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Rod Ralstonia pa je planktonski in ima vecinski delez med planktonskimi rodovi na
globini 148 metrov. V rod Ralstonia prav tako kot v rod Burkholderia spadajo aerobne
bakterije, nekatere so sposobne redukcije nitrata, prisotne so v zemlji in vodi ter so dobro
prilagojene na oligotrofne pogoje. Prav tako vkljuCuje rastlinske in zivalske patogene.
Nekatere vrste so sposobne produkcije vodika. Njihova znacilnost je da imajo rjav
vodotopen pigment, ki lahko obarva vodo. So odporne na tezke kovine in zmanjs$ajo njihov
ucinek na okolje (Yabuuchi in sod., 2005). Te bakterije bi v vec¢jih koncentracijah
poslabsale organolepti¢ne lastnosti vode, v biofilmih bi se lahko namnoZile patogene vrste

bakterij, kar bi pomembno vplivalo na poslabSanje oporecnosti vode.

V razredu Betaproteobacteria je najbolj zastopana druzina Comamonadaceae.
Identificirane rodove najdemo v vodnih okoljih in zemlji, zivijo v aerobnih razmerah,
vecina rodov je sposobna redukcije nitrata, nekateri pa lahko oksidirajo vodik in so
sposobni denitrifikacije. V naSem primeru je rod Diaphorobacter znaéilno planktonski,
med pritrjenimi  rodovi pa imata veliko predstavnikov rodova Acidovorax in
Hydrogenophaga. Bakterijski rodovi iz druzine Comamonadaceae imajo zelo pomembno
vlogo v naravnih ekosistemih, predvsem ob onesnaZenjih, saj lahko razgrajujejo
kompleksne kemikalije, policiklicne aromatske ogljikovodike, herbicide ter zmanjSajo
Skodljiv ucinek tezkih kovin in tako prispevajo k bioremediaciji. Predstavniki rodu
Comamonas v oligotrofnih vodnih okoljih tvorijo flokule. Ob prisotnosti kroma med
metabolizmom nastaja kromov oksid, ki se nalaga na stenah vodonosnika ali
distribucijskega sistema in pripomore k zamasSitvi cevi. Nekateri predstavniki rodu
Acidovorax pa lahko razgrajujejo sinteti¢ne polimere, njihovi biofilmi pa prispevajo k
raztapljanju bakra. Enako velja za rod Variovorax, ki v onesnazenih okoljih razgrajuje
kompleksne kemikalije (Willems in Gillis, 2005). Bakterijski rod Thiobacillus, ki spada v
druzino Hydrogenophaga, pa prispeva k akumulaciji zvepla in Zveplovih spojin. Nasli so
jih v okoljih, kjer so prisotne Zveplove spojine, ki jih lahko oksidirajo (Kelly D. in sod,
2005).

V razredu Gammaproteobacteria so v ve¢jih delezih prisotni rodovi Legionella,
Methylobacter, ki imata ve¢ji delez med planktonskimi bakterijami, in Acinetobacter, ki je
v vecCjem delezu prisoten med pritrjenimi bakterijami. Vsi predstavniki razreda
Gammaproteobacteria so prilagojeni na vodna okolja ter oligotrofne razmere, in so ze bili

identificirani v podzemnih vodah. Rod Legionella je prisoten le na globini 56 metrov. Rod
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Methylobacter pa so vecinoma identificirali v okoljih z metanom, saj je zanj znacilna
oksidacija metana in oksidacija trikloroetilena, zato je zanimiv za uporabo Vv
bioremediaciji. Metan je lahko posledica metanogeneze ali drugih ogljikovodikov v
vodonosniku (Bowman, 2005). Bakterijski rod Acinetobacter ima najvecji delez med
pritrjenimi bakterijami na 56 metrih globine. Pogosto so prisotni tudi na kozi. Nekateri
predstavniki rodov Legionella, Acinetobacter, Pseudomonas in Cronobacter so
oportunisti¢ni patogeni. Rodova Pseudomonas in Acinetobacter sta tudi pomembna v

onesnazenih okoljih, saj razgrajujeta aromatske spojine (Towner, 2006; Palleroni, 2005b).

Najve¢ rodov iz razreda Clostridia je na globini 180 metrov med planktonskimi
zdruzbami. Sklepamo, da je na tej globini prisotnega najmanj kisika, saj je za vse rodove
znacilna aerotoleranca ali pa striktna anaerobioza. Delez bakterijskih rodov je zelo nizek.
Nekatere vrste so pogoste tudi na kozi in v s fekalijami onesnazenih okoljih. Nekatere pa
so patogene (Madigan in Martinko, 2006). Prav tako je zelo malo zastopan razred Bacilli,
med katerimi noben rod ne prevladuje med pritrjenimi ali planktonskimi bakterijami. V
njem so predvsem fakultativni anaerobi, ki proizvajajo mlec¢no kislino (Madigan in

Martinko, 2006).

Razred Actinobacteria ima najve¢ predstavnikov med pritrjenimi bakterijskimi rodovi na
globini 96 metrov. Med pritrjeni rodovi imajo ve¢je deleze Micrococcus, Microbacterium,
Kytococcus in Brevibacterium. Med identificarinimi bakterijskimi rodovi je veliko taksnih,
ki so prisotni tudi v ali na ljudeh, ve€ino teh pa najdemo tudi v zemlji in vodah. Rodova
Arthorbacter in Micrococcus razgrajujeta pesticide in kemikalije ter organske
onesnazevalce v okolju, tako da sta v primerih onesnazenja vodonosnika, poleg rodov
Pedobacter in Nitrospira pomembna za bioremediacijo (Eutushenko in Takeuchi, 2006).
Nekateri predstavniki rodov Propionibacterium, Brevibacterium in Micromonospora pa v

dolocenih pogojih izlocajo protimikrobne in protiglivne snovi (Collins M. D., 2006).

Med ostalimi rodovi je potrebno omeniti $e rod Parachlamydia, ki smo ga identificirali
med planktonskimi rodovi. Predstavniki tega rodu so predatorji mikrobov, predvsem ameb
in tako lahko kontrolirajo njihovo Stevilo v vodonosniku. Poleg tega so patogeni tudi za

zivali in ljudi (Everet in sod., 1999).

Za vodonosnik pa so pomembne $e bakterije iz rodu Planctomyces, ki smo jih identificirali

na 200 metrih globine med planktonskimi bakterijskimi rodovi. Te se zdruzujejo v rozete,
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kamor nalagajo tudi oksidirano Zelezo ali mangan in zato potonejo na dno (Ward in sod.,
2006). Zaradi nalaganja oksidiranega zeleza v celice in formiranja bakterij v skupke lahko

povzroc¢ajo zamasitve filtrov distribucijskega sistema.

Na 118 metrih globine smo med planktonskimi bakterijami identificirali tudi rod Opitutus,
ki je prisoten v anaerobnih okoljih, zato sklepamo, da je del biofilma. Koncna produkta
fermentacij pa sta acetat in vodik, ki sta pomembna za metanogene arheje (Chin in Janssen,
2002). Poleg metanogenih arhej, katerih prisotnosti v vodonosniku nismo preverjali, lahko
acetat porabijo tudi druge bakterije, predvsem iz rodu Brevundimonas (Vancanneyt in sod.,

2005), katere smo identificirali na globini 76 metrov.

Vecina izoliranih zaporedij je sorodna z bakterijskimi rodovi, ki so naravno prisotni v vodi,
zemlji, nekatere tudi v rastlinah. Identificirali smo tudi nekaj bakterij, ki so patogene ali
oportunisti¢no patogene za ljudi, vendar imajo zelo nizek delez. Vecina nastetih rodov je
pomembna v primeru onesnazenja vodonosnika, saj razgrajuje razlicne snovi in kemikalije
ter sodelujejo v procesih bioremediacije. Taksonomski razredi med pritrjenimi in
planktonskimi klonskimi knjiznicami so po globini razli¢no zastopani, kar je prikazano na
slikah 11, 12 in 13. Iz porazdelitve bakterijskih rodov po globinah v vodonosniku (slika
14) vidimo, da se po globini sestava pritrjenih in planktonskih razredov spreminja. Razlike
so tudi med pritrjenimi in planktonskimi rodovi, saj smo nekatere bakterijske rodove
identificirali samo med planktonskimi bakterijami, nekateri so prisotni samo med
pritrjenimi bakterijami, veliko rodov pa smo identificirali med pritrjenimi in tudi med
planktonskimi rodovi (slike 11, 12, 13). Razlike med planktonskimi in pritrjenimi
bakterijskimi zdruzbami so pri¢akovane. Znano je, da se v oligotrofnih okoljih bakterije
pritjajo na podlago, formirajo biofilme, se razmnozujejo in odcepljajo od podlage
(Marshall, 2006; Schneiders, 2003). Zato predvidevamo, da so tisti bakterijski rodovi, ki
smo jih identificirali med pritrjenimi in planktonskimi rodovi, v aktivni fazi rasti in se tudi
odcepljajo od podlage. Za rodove, ki smo jih identificirali le med pritrjenimi bakterijami,
lahko sklepamo, da se ne odcepljajo od podlage in so manj aktivni. Bakterijski rodovi, ki
so prisotni samo med planktonskimi bakterijami, pa bi lahko prisli s tokom podzemne vode

v vodonosniku.

Ocena diverzitete in reprezentativnosti klonskih knjiznic nam kazejo, da je v vodonosniku

prisotnih Se ve¢ bakterijskih vrst, kot smo jih identificirali mi (slike 9, 10). Velika
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odstopanja so predvsem pri oceni vrstne diverzitete planktonskih bakterijskih vrst (slika
10), manjsa odstopanja pa so pri oceni vrstne diverzitete pritrjenih bakterijskih vrst (slika
9). To pomeni, da smo naredili premajhno klonsko knjiznico, glede na to, da smo
identificirali tako veliko Stevilo razli¢nih bakterijskih vrst. Kljub temu pa predvidevamo,

da bi dobili podobne rezultate tudi, ¢e bi naredili vecjo klonsko knjiznico.

Po enem letu smo ponovno vzorcili in identificirali planktonske bakterije iz globin 80 in
200 metrov. Rezultati so pokazali, da se je sestava planktonskih bakterijskih razredov zelo
spremenila (slike 15, 16, 17, 18). Na globini 76 metrov smo v casu vrtanja vodne vrtine
identificirali 3 razli¢ne bakterijske razrede Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria,
Flavobacteria in nerazvri¢ene bakterije, po enem letu, pa smo na isti globini identificirali
7 razlicnih bakterijskih razredov (slika 15, 16). Med temi so v ve€ini predstavniki
bakterijskega razreda Gammaproteobacteria, nekaj odstotkov pa je tudi bakterij iz razreda
Betaproteobacteria. Prav tako se je na globini 200 metrov povecal delez bakterij iz razreda
Gammaproteobacteria, deleza razredov Alphaproteobacteria in Betaproteobacteria pa sta
ostala enaka. Na globini 200 metrov je po enem letu ocenjena tudi vecja vrstna raznolikost,

na globini 76 metrov pa je ta ostala nespremenjena.

Spremembe bakterijskih zdruzb po enem letu izkoris€anja vodonosnika so pricakovane. V
vodonosniku je namescena distribucijska cev do globine 200 metrov, ki je do globine 100
metrov zaprta, od 100 do 200 metrov pa je perforirana. Zato voda v cev vstopa le od
globine 100 metrov navzdol. S cevitvijo in izkori§¢anjem vodonosnika se je povecal pretok
vode skozi vodonosnik, prisotne pa so tudi nove povrSine in materiali, kamor se lahko
pritrjajo bakterije. Te spremembe pomenijo stresne pogoje in nove izzive za bakterije v
vodonosniku, povzrocijo tudi nastanek novih ni§ v vodonosniku, kar privede do hitrejse
rasti biofilmov (Schneiders, 2003). Predvidevamo, da so se zelo spremenile tudi pritrjene
bakterijske zdruzbe v vodonosniku, saj smo na cevi opazili tanko spolzko plast biofilma.
Ocitno se je v vodonosniku povecalo Stevilo bakterij, ki proizvajajo sluz in se zato hitreje
ter v vecjem Stevilu pritrjajo na povrSine. Te sCasoma postanejo problemati¢ne, saj lahko
obrastejo vse povrSine v vodonosniku, kar skrajSa zivljenjsko dobo predvsem
distribucijskemu sistemu, s tvorbo biofilmov spremenijo pogoje v vodonosniku, omogocijo
naselitev tudi drugih nezelenih bakterij in poslabsajo kakovost vode. Vpliv kontaminant, ki
so v vodonosnik prisle med vrtanjem in z vstavitvijo Crpalke, ter distribucijske cevi, naj bi

bil zanemarljiv, saj so Pedersen in sodelavci (1997) ugotovili, da kontaminante ne vplivajo
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na avtohtone bakterijske zdruzbe in sCasoma propadejo. Da bi dobili bolj natan¢ne
podatke, v katero smer se spreminjajo mikrobne populacije v vodonosniku, bi bilo
potrebno vzorcenje na ve¢ globinah, vzorciti pa bi morali tudi pritrjene bakterije in v

daljSem casovnem obdobju.

V vodonosniku smo odkrili razlicne bakterijske rodove, ki so naravno prisotni v vodi,
zemlji in rastlinah. Med njimi so prisotne tudi vrste, ki lahko vplivajo na organolepti¢ne
lastnosti vode, druge lahko povzroc¢ajo teZzave na distribucijskem sistemu, nekatere vrste so
oportunisti¢no patogene, nekaj je patogenih. V casu vrtanja vodne vrtine so te vrste imele
majhen delez. Spremenjeni in stresni pogoji pa bi lahko povecali njihov delez, kar bi
poslabsalo kvaliteto vode in povzrocilo dodatne tezave na distribucijskem sistemu. Enake
tezave bi nastale v primerih onesnazenja vodonosnika z industrijskimi, kmetijskimi ali
komunalnimi odplakami. V takem primeru bi se poleg zgoraj omenjenih bakterij povecal
tudi delez bakterij, ki so vkljuCene v bioremediacijo in smo jih odkrili v razli¢nih
taksonomskih razredih. Te bakterije, pa bi pomembno pripomogle k razgradnji nezelenih
snovi, ki bi priSle z onesnazenjem. Da bi pravocasno ugotovili morebitne spremembe, je
potrebno redno spremljanje kemijskega in mikrobioloSkega stanja vode. Zakonodaja
predpisuje redno pregledovanje vod z uporabo gojitvenih tehnik, s katerimi pa ne moremo
potrditi prisotnosti vseh patogenih in drugih bakterij, ki bi lahko povzrocile opore¢nost
vode in tezave v vodonosniku. Zato bi bilo v prihodnosti potrebno uporabljati tudi

molekularne metode, ki bi to omogocile.

Rezultati so pokazali, da lahko potrdimo vse zacetne hipoteze razen Cetrte, saj v naSem
primeru ne moremo sklepati, da poroznost kamnine vpliva na raznolikost mikrobnih

zdruZzb.
Na podlagi rezultatov lahko oblikujemo naslednje sklepe:

e vrstna sestava planktonskih bakterijskih zdruzb se razlikuje od vrstne sestave
pritrjenih bakterijskih zdruzb,

e v odvisnosti od globine, s katero se spreminjajo kemijsko fizikalni parametri vode,
se spreminja sestava planktonskih mikrobnih zdruzb,

e v odvisnosti od globine, s katero se spreminjajo kemijsko fizikalni parametri vode,
se spreminja sestava pritrjenih mikrobnih zdruzb,

e raznolikost mikrobnih zdruzb ni odvisna od poroznosti kamnine,
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e raznolikost mikrobnih zdruzb se tekom uporabe vodne vrtine spreminja.

Prisotne mikrobne zdruzbe v vodonosniku bodo tekom uporabe zagotovo povzrocile
obras¢anje povrsin v vodonosniku, predvsem jeklenih cevi, kar lahko privede tudi do
korozije in zamasSitve filtrov distribucijskega sistema. Posledicno se lahko poslabsa
kakovost vode, predvsem organolepticne lastnosti in mikrobioloska kakovost vode. Da bi
ohranili ¢im bolj stabilne pogoje v vodonosniku, podaljsali zivljenjsko dobo in tako znizali
stroske vzdrzevanja, bi morali prilagoditi hitrost ¢rpanja vode iz vodonosnika in pogosteje

preverjati ter Cistiti distribucijski sistem v vodonosniku.
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6 POVZETEK

Podzemna voda je najkvalitetnejSi vir pitne vode, saj je kemijsko, temperaturno in
koli¢insko stabilna, ima ugodne bakterioloske lastnosti, obenem pa je poceni. Podzemno
vodo najpogosteje izkoriS¢amo iz vodonosnikov, do katerih je potrebno zvrtati vodno
vrtino. Z vrtanjem se v vodonosniku spremenijo prvotne razmere, saj se vnesejo nove
bakterije, obstojeCe bakterijske zdruzbe pa se prerazporedijo. S cevitvijo vodonosnika
bakterije pridobijo nove materiale in povrsine za pritrjane, s ¢rpanjem vode iz vodonosnika
pa se Se dodatno vzpostavijo stresni pogoji za bakterije, ki se nanje razlicno odzovejo.
NajpomembnejSo vlogo med mikroorganizmi v vodonosniku imajo bakterije, saj so v
vecini primerov ravno bakterije in biofilmi vzrok za spremembe in posledi¢no oporecnost
vode. Zato je poznavanje sestave in dinamike v vodonosniku zelo pomembno, saj morajo

biti vodni viri stabilni, neonesnazeni in ¢im manj obremenjeni z mikrobnimi populacijami.

Trenutni predpisi doloCajo meritev fizikalno - kemijskih in mikrobioloskih parametrov
vode, iz katerih dobimo informacijo o primernosti vode za uporabo v gospodinjstvih. S
temi informacijami ne dobimo podatkov o prisotnosti mikrobnih zdruzb, ki lahko
dolgoro¢no negativno vplivajo na vodno vrtino, distribucijski sistem in na kakovost vode v
vodonosniku. Da bi dobili te podatke, je potrebna analiza mikrobnih populacij, ki nam
pove, kaksna je obremenjenost vode z mikrobnimi populacijami, katere vrste mikrobnih
populacij so prisotne, kakSna je njihova razporeditev in transport v vodonosniku ter ali so
prisotni biofilmi. Na podlagi teh informacij lahko poleg ocene ustreznosti vodnega vira za
uporabo predvidimo $e mozne spremembe, ki bi nastale kot posledica mikrobnega
delovanja, predvidimo obrabo distribucijskega sistema, predvsem obrascanje z biofilmi in
korozijo cevitve. Rezultati taksnih analiz nam omogocajo, da lahko predvidimo, kdaj in

kako je potrebno Cistiti vodno vrtino in s tem podalj$ati njeno uporabo.

V nasi raziskavi smo se osredotocili na identifikacijo pritrjenih in planktonskih mikrobnih
zdruzb na posameznih globinah dolomitnega vodonosnika na Dolenjskem. Zanimala nas je
taksonomska sestava pritrjenih in planktonskih bakterijskih zdruzb, njihova razporeditev
po globinah, vpliv poroznosti kamnine na razporeditev bakterijskih zdruzb in ali se z
izkoris€anjem vodonosnika bakterijska diverziteta spreminja. Analizo mikrobnih zdruzb

smo naredili s klonskimi knjiznicami. Zaradi povecane koncentracije Zeleza v vodonosniku
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zelezo oksidirajocih bakterij.

Rezultati so na mestih z ve¢jo poroznostjo kamnine pokazali nekoliko vecje koncentracije
kemijskih parametrov, ki pa v nasprotju z naSimi pri¢akovanji ne vplivajo na razporeditev
mikrobnih zdruzb v vodonosniku. Vzrok temu so lahko nizke koncentracije prisotnih
snovi, pa tudi velik pretok vode v vodonosniku. Na velik pretok kaZzejo tudi konstantne

vrednosti pH in redoks potenciala po celi globini vodonosnika.

Analiza sekvenc je pokazala, da se z globino spreminja sestava planktonskih in pritrjenih
bakterijskih zdruzb. Prav tako se vrstna sestava planktonskih bakterijskih zdruzb razlikuje
od vrstne sestave pritrjenih bakterijskih zdruzb. V vodonosniku prevladujejo bakterije iz
razredov Betaproteobacteria in Gammaproteobacteria. Med pritrjenimi bakterijami ima
veCji delez Se razred Actinobacteria, med planktonskimi pa razred Clostridia in
nerazvrScene bakterije. Ostali bakterijski razredi imajo veliko manjsi delez. Vecina
izoliranih zaporedij je sorodna sekvencam bakterij, ki so naravno prisotne v vodi, zemlji,
nekatere tudi v rastlinah. Identificirali smo tudi nekaj bakterij, ki so patogene ali
oportunisti¢no patogene za ljudi, vendar imajo zelo nizek delez. Vecina nastetih rodov je
pomembna v primeru onesnazenja vodonosnika, saj razgrajuje razli¢ne snovi in kemikalije
ter sodelujejo v procesih bioremediacije. Kljub veliki vsebnosti zeleza v vodonosniku
zelezo oksidirajoCih bakterij z gojitvenimi metodami nismo identificirali. Z molekularnimi
metodami pa smo med pritrjenimi bakterijami identificirali rod Pedomicrobium, v katerega

spadajo zelezo in mangan oksidirajoce vrste.

Ocena diverzitete in reprezentativnosti klonskih knjiznic nam kazejo, da je v vodonosniku
prisotnih Se vec bakterijskih vrst, kot smo jih identificirali mi. To pomeni, da bi morali
narediti veCjo klonsko knjiznico, glede veliko Stevilo razlicnih identificiranih bakterijskih

vrst.

Vecina identificiranih rodov v vodonosniku ima predstavnike, ki so sposobni izdelave
sluzi, kar jim omogoca pritrjanje na povrSine in formiranje biofilmov. Taksne bakterijske
skupine so zelo obcutljive na okoljske spremembe, saj se na vsako spremembo oziroma na
vsak stresni dejavnik odzovejo s Se intenzivnejSim izloCanjem sluzi in hitrejSim
formiranjem biofilmov. Stresni pogoji se pojavijo s samim vrtanjem vodne vrtine,

vzpostavitvijo distribucijskega sistema vodonosnika in ¢rpanjem vode iz vodonosnika, kar
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sCasoma lahko privede do pritrditve teh bakterijskih predstavnikov na vse prisotne
povrsine v vodonosniku ter obraScanje distribucijske cevi in filtrov. V biofilmih se
postopoma ustvarijo anaerobne razmere, zniza se pH ter redoks potencial in nastanejo
pogoji za rast anaerobnih bakterij, ki lahko privedejo do korozije distribucijskega sistema

in poslabsanje organolepti¢nih lastnosti vode.

Po enem letu izkori§¢anja vodonosnika se je zdruzba planktonskih bakterij na globini 80 in
200 m zelo spremenila. Najbolj se je poveCal delez bakterij iz razreda
Gammaproteobacteria, za nekaj odstotkov pa je ve¢ tudi bakterij iz razreda
Betaproteobacteria. Na globini 200 metrov je po enem letu ocenjena tudi vecja vrstna
raznolikost, na globini 76 metrov pa je ta ostala nespremenjena. S cevitvijo in
izkorisCanjem vodonosnika se je povecal pretok vode skozi vodonosnik, prisotne pa so tudi
nove povrsine in materiali, kamor se lahko pritrjajo bakterije. Te spremembe so povzrocile
tudi hitrejSo rast biofilmov, kar smo opazili na cevi, kjer je bila tanka spolzka plast
biofilma. V vodonosniku so se spremenile tudi pritrjene bakterijske zdruzbe v
vodonosniku, saj se je povecalo Stevilo bakterij, ki proizvajajo sluz in se zato hitreje ter v
vecjem Stevilu pritrjajo na povrSine. Te sCasoma postanejo problemati¢ne, saj lahko
obrastejo vse povrSine v vodonosniku, kar skrajSa Zzivljenjsko dobo predvsem
distribucijskemu sistemu, s tvorbo biofilmov spremenijo pogoje v vodonosniku, omogocijo

naselitev tudi drugih nezelenih bakterij in poslabsajo kakovost vode.

Voda v vodonosniku je neoporecna in primerna za uporabo. Potrebno pa je redno
spremljanje parametrov v vodonosniku, saj bodo prisotne mikrobne zdruzbe zagotovo
povzrocile obrascanje povrSin v vodonosniku, predvsem jeklenih cevi, kar lahko privede
tudi do korozije in zamasitve filtrov distribucijskega sistema. Posledic¢no se lahko poslabsa
kakovost vode, predvsem organolepti¢ne lastnosti in mikrobioloska kakovost vode. Da bi
ohranili ¢im bolj stabilne pogoje v vodonosniku, podaljsali Zivljenjsko dobo in tako znizali
stroske vzdrZevanja, bi morali prilagoditi hitrost ¢rpanja vode iz vodonosnika in pogosto
preverjati ter Cistiti distribucijski sistem v vodonosniku. Poleg tega se je ponovno izkazala
potreba po dopolnitvi zakonodaje z uveljavitvijo molekularnih metod pri nacrtovanju

vodonosnikov in spremljanju mikrobioloskega stanja voda.
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