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SAZETAK

Republika Hrvatska ima brojne neistrazene geotermalne lokalitete s razli¢itim
hidrokemijskim i hidrogeoloskim karakteristikama, koji se uglavnom koriste u balneoloSke
svrhe, a ¢iji mikrobioloski aspekti u kontekstu biotehnoloskog potencijala nisu istrazeni. Glavni
fokus ove disertacije bio je istraziti strukturu prokariotskih i eukariotskih mikrobnih zajednica
na 19 razli¢itih geotermalnih lokaliteta u Hrvatskoj sekvenciranjem 16S i 18S rRNA dijelova
gena. Otkri¢e da geotermalne vode Hrvatske sadrzavaju filogenetski raznolike mikroorganizme
prilagodene ekstremnim uvjetima temperature unutar domena Archaea, Bacteria i Eukaryota,
pruza vazne uvide u mikrobnu raznolikost i njithov mogu¢i potencijal za razlicite biotehnoloske
procese. Istrazivanje je otkrilo da je prokariotska zajednica bila stabilna tijekom tri sezone
uzorkovanja te vrlo specifi¢na za mjesto uzorkovanja, dok je prou¢avanje mikrobnih eukariota
tijekom jeseni 2020. godine ukazalo na prisutnost mikrobnih predstavnika s razli¢itim
funkcionalnim ulogama, posebice primarnih proizvodaca. Temperatura i pH vrijednost u
kombinaciji s nutrijentima su bili glavni abioti¢ki ¢imbenici koji su znacajno utjecali na sastav
mikrobne zajednice, posebno na dihotomiju prokariota na razli¢itim lokalitetima. Rezultati
kultivacije nitrificiraju¢ih mikroorganizama u prilagodenim hranjivim podlogama s dodatkom
supstrata odredenih koncentracija te u aseptiénim uvjetima, ukazali su na spor i djelomi¢no
uspjeSan uzgoj ciljanih mikroorganizama. Uzgojene kulture koriStene su u pokusu bioloSke
obrade procjedne vode biootpada u Sarznim sustavima pri 25 °C, gdje su doprinijele smanjenju
ukupnog organskog opterecenja za 90 %, odnosno 92 % u odnosu na kontrolu (88 %) te time i
poboljsanju procesa bioremedijacije. Znanstveni doprinosi ove disertacije temelje se na in situ
pracenju prilagodba mikrobnih zajednica na razliCite abioticke ¢imbenike u geotermalnim
vodama u Hrvatskoj pomoc¢u metabarkodiranja eDNA, primjene razliitih statistickih analiza i
matematickih modela uzro¢nosti te laboratorijskih metoda uzgoja. Ova disertacija predstavlja
prvi uvid u sastav prokariotskih i eukariotskih mikrobnih zajednica geotermalnih voda u
Hrvatskoj te nudi nove spoznaje o uzgoju prokariotskih ekstremofila i procesima
bioremedijacije. Dobiveni rezultati otvaraju moguénosti za potencijalnu biotehnolosku
primjenu pronadenih termofila u razli¢itim procesima, posebice u procesima bioremedijacije
(AOA, AOB, NOB, comammox, SOB, SRB, mikroalge), ali i za proizvodnju biogoriva
(mikroalge) te njihovu ulogu kao bioloskih indikatora (mikroalge), $to se sada moze detaljnije

proucavati.



EXTENDED ABSTRACT

Croatia harbors numerous geothermal sites with different hydrochemical and
hydrogeological characteristics, which create unique ecological habitats for diverse microbial
communities. The influence of water characteristics, especially temperature, shapes the
microbial community structure. Previous research indicates that the biological diversity and
abundance of microorganisms are reduced in geothermal waters compared to other aquatic
habitats (Moeck, 2014; Valeriani et al., 2018). The composition of microbial communities in
geothermal waters is greatly influenced by various physicochemical parameters such as
temperature, pH, dissolved oxygen concentration, and nutrient availability (Huang et al., 2021,
Lagostina et al., 2021), although this is not always the case (Kormas et al., 2009). Biological
interactions among microorganisms strongly affect the properties of microbial communities,
such as the growth of individual species and the overall community composition (Schink, 2002;
Nadell et al., 2016). In addition to physicochemical and biological interactions, hydrogeological
and geological properties, including biogeography, also have a significant impact on the
structure of microbial communities (Huang et al., 2011; Inskeep et al., 2013). The different
combinations of hydrogeological, geological, and biogeographic characteristics of geothermal
waters lead to their classification into various types of aquifers.

For along time, it was believed that the majority of investigated extremophiles belonged
to the Archaea domain (Eme and Doolittle, 2015). However, over the past decade, many
microbial species adapted to life and proliferation in extreme conditions have been discovered,
belonging to the Bacteria and Eukaryota domains (van den Burg, 2003). It has been found that
microbial communities in geothermal waters are composed of phylogenetically diverse
microorganisms adapted to different extreme environmental conditions, such as temperature
(thermophiles), salinity (halophiles), pressure (piezophiles), and pH (acidophiles and
alkalophiles) (Adiguzel et al., 2009). Thanks to their adaptability and growth in extreme
conditions, numerous studies have been conducted to uncover their physiological properties.

Among the diverse types of extremophiles, special attention has been given to
thermophiles, primarily due to their significant biotechnological potential (van den Burg, 2003;
Adiguzel et al., 2009). Studies have shown that the availability of nitrogen and sulfur
compounds, as major nutrients, and their mutual ratios play a crucial role in shaping the
structure of microbial communities (Yazdi et al., 2014; Huang et al., 2021; Lagostina et al.,
2021). Geothermal waters, with their dichotomy of microorganisms involved in the oxidation

and reduction of nitrogen and sulfur compounds, represent an extremely diverse habitat for



numerous bacteria and archaea with corresponding enzymes. Enzymes characteristic of
reactions such as nitrification and denitrification, key components of bioremediation processes,
as well as other potential biotechnological applications, are particularly noteworthy (van den
Burg, 2003; Jorquera et al., 2019; Maddela et al., 2022).

Investigating the diversity of prokaryotic and eukaryotic microorganisms, but especially
their functional characteristics, often presents a challenge. Different techniques for the
identification and quantification of target microorganisms have been developed, such as
ribosomal RNA (rRNA) analysis. This identification approach is applied to the 16S rRNA gene,
which is the most commonly used phylogenetic marker for identifying the composition of
prokaryotic microbial communities. Furthermore, the analysis of the 18S rRNA gene enables
the identification of eukaryotic microorganisms (Kirchman, 2008; Su et al., 2012). The
development of next-generation sequencing (NGS) methods has allowed for a more detailed
understanding of microbial diversity (Tan et al., 2015; Lojo-Kadri¢ et al., 2018), especially
regarding prokaryotic diversity, where databases are constantly being filled with new sequences
and corresponding taxonomy, unlike the generally less explored eukaryotic diversity. On the
other hand, although cultivation-based methods have been insufficient to obtain results on the
structure and diversity of microbial communities in diverse habitats, detailed exploration of the
archaeal and bacterial physiology typically requires the cultivation methods. Investigating
individual species in pure cultures under laboratory conditions contributes to the determination
of their potential functional characteristics. This is often extremely difficult to achieve because
the majority of prokaryotes (99 %) cannot be cultivated in the laboratory, thus only a small
number of known prokaryotic lineages have cultured representatives (Su et al., 2012). While
advanced techniques like metagenomics, metatranscriptomics, and metaproteomics, provide a
more precise insight into microbial functional potential and deliver quicker results than
traditional cultivation methods, many studies in microbial ecology still frequently rely on the
diversity analysis of the 16S and 18S rRNA genes with derived assumptions about their
functional capabilities (Karst et al., 2016; Lojo-Kadri¢, 2018).

Furthermore, significant progress has been observed in the field of artificial intelligence
(Al) and causal analysis. This progress stems from the development of numerous new
algorithms and their application in exploring new and improving existing processes to achieve
a deeper understanding of complex systems and analyze large datasets (Solvang i Subbey, 2019;
Kurtanjek, 2021). For instance, one approach to assessing the influence of physicochemical
parameters on microbial diversity in investigated ecosystems can be based on causal

mathematical models. This approach brings numerous advantages, including reducing



experimental effort and simplifying the selection of specific microorganism cultivation
conditions with significant biotechnological potential, such as applications in bioremediation
processes or the degradation of bio-waste (Rezi¢ et al., 2021; Diemer i sur., 2021; Arif i
MacNeil, 2022).

Geologically, the territory of Croatia is divided into two segments: the Pannonian region
in the north/northeast and the Dinaric region in the south/southwest. The northern part of
Croatia represents the southwestern edge of the Pannonian Basin System (PBS), and the exact
boundary between these two areas is the southern border of the Sava Depression. The
Pannonian region of Croatia is characterized by an extremely high average geothermal gradient
(49 °C/km) and surface heat flow (76 mW/m?) (Bosnjak et al., 1998). These favorable
geothermal conditions in the area result from the presence of a shallow Moho discontinuity,
which is the boundary between the Earth's crust and mantle and is located at a depth of 25 to
28 km (Aljinovi¢ and Blaskovi¢, 1984; Sumanovac et al., 2009; Sumanovac et al., 2016).
Thanks to these favorable geological conditions, geothermal sites are common in this area, and
many of them serve as balneological destinations, i.e., rehabilitation and recreational centers,
such as thermal spa Varazdin, Krapina, Stubica, Daruvar, and others. On the other hand, the
southern/southwestern part of Croatia (Dinaric region) does not have favorable conditions for
the geothermal waters’ occurrence. In this area, the Mohorovi¢i¢ seismic discontinuity is
deeper, located at a depth of about 50 km below the surface, resulting in a lower average
geothermal gradient (18 °C/km) and surface heat flow (29 mW/m?) (Bosnjak et al., 1998).
However, some low-temperature geothermal sites (<30 °C) have developed in this region, with
the most well-known spring being thermal spa Istria.

Although the commercial utilization of geothermal waters is already underway in
Croatia, their biotechnological potential remains largely unexplored. Unfortunately, the
ecology of microorganisms in this specific environment has not been sufficiently studied, and
to our knowledge, no research has been conducted on the microbial diversity of Croatian
geothermal waters to date. Therefore, it is crucial for future research to gain a more detailed
understanding of the microbial biodiversity inhabiting this extreme environment, which
represents an essential first step in comprehending the metabolism of dominant microorganisms
in geothermal sites with exceptional biotechnological potential, as well as establishing
connections between the structure of the microbial community and the physicochemical
properties of geothermal waters. In this particular study, 19 geothermal sites, predominantly
located in central and eastern Croatia, were selected to conduct a basic characterization of

prokaryotic and eukaryotic microbial communities, and to determine the seasonal



hydrochemical composition in order to gather information about their potential
biotechnological capacity.

The main objective of this dissertation was to characterize the microbial communities,
both prokaryotic and eukaryotic, present in most significant geothermal sites in Croatia. The
study aimed to investigate spatial and temporal variations of these communities, as well as to
determine the abiotic factors influencing microbial community structure. Additionally, the
focus was on identifying and studying the microbial communities involved in the nitrification
process, specifically those utilizing nitrogen compounds as substrates for growth. The ultimate
goal of the dissertation was to identify geothermal locations in Croatia with substantial
biotechnological potential and highlight microorganisms demonstrating significant prospects
for biotechnological applications in bioremediation processes and decomposition of bio-waste
leachate. Consequently, three primary research hypotheses were formulated: (1) Temperature
and pH values serve as the primary abiotic factors shaping prokaryotic and eukaryotic microbial
communities in Croatian geothermal waters; (2) The availability of nutrients, such as nitrogen
and sulfur compounds, significantly influences the composition of prokaryotic communities
within each geothermal locality; (3) Minimal spatial and temporal differences exist in the
microbial communities inhabiting Croatian geothermal waters due to the stable geothermal
characteristics of the investigated aquifers.

This dissertation focuses on the investigation of numerous geothermal waters in Croatia,
specifically 13 wells and 6 springs. These sites represent a relatively unexplored microbial
habitat with significant untapped diversity potential. Understanding the composition of
microbial communities in these extreme environments is crucial for future research endeavors.
This study serves as an initial step towards establishing connections between microbial
community structure and the physicochemical characteristics of geothermal waters.
Additionally, it provides valuable insights into prevailing microbial metabolisms at these
geothermal sites, which hold significant biotechnological potential. The research was
conducted in three distinct phases, with the first phase already published as an independent
scientific paper (Mitrovi¢ et al., 2022).

The first research phase involved monitoring 19 different geothermal localities mainly
located in central and eastern Croatia during three sampling campaigns in autumn 2019, spring
2020, and autumn 2020. As part of the study, samples were collected directly from the location
where water emerged from underground to facilitate microbial community analysis and
chemical characterization. Prior to sampling, some physio-chemical parameters were measured

in situ using a WTW multiparameter probe (WTW, Germany), while others were performed in



a laboratory within 24 h after collection. By employing 16S rRNA gene amplicon sequencing
along with various statistical analyses, the study revealed that the predominant bacterial
communities in the majority of geothermal waters were affiliated with Proteobacteria and
Campylobacteria, while the majority of archaeal sequences were associated with
Crenarchaeota. At the genus level, the prokaryotic community was highly site-specific and was
often dominated by a single genus, including sites dominated by Hydrogenophilus,
Sulfuricurvum, Sulfurovum, Thiofaba, or Nitrospira, while the most abundant archaeal genera
were affiliated to the ammonia-oxidizing archaesa (AOA), Candidatus Nitrosotenuis and
Candidatus Nitrososphaera. Whereas the microbial communities were overall highly location-
specific, temperature, pH, ammonia, nitrate, total nitrogen, sulfate, hydrogen sulfide, dissolved
organic, and inorganic carbon, were the abiotic factors that significantly affected microbial
community composition. The community structure was mainly stable during the three sampled
seasons. Examining geothermal waters revealed a dichotomy between communities, dominated
by microorganisms involved in nitrogen- and sulfur-compound oxidation and reduction
processes. These communities could exhibit genes associated with nitrogen and sulfur
metabolism, suggesting the potential encoding of thermostable enzymes crucial for various
reactions. Itis plausible that Croatian geothermal springs may harbor a diverse array of bacterial
and archaeal enzymes with potential applications in industrial processes, including
bioremediation. A causal mathematical model not only affirmed two hypotheses regarding the
significance of temperature, pH, and nutrient parameters for prokaryotes in Croatia’s
geothermal waters but also revealed potential interactions within the microbial community. In
addition to yielding valuable insights into microbial community structure and abiotic factors,
after the first sampling season, these obtained results served as the foundation for the study
conducted during research phase three.

During the second research phase, the focus was on the identification of the eukaryotic
microbial community. It should be emphasized that studying microbial eukaryotes in the
geothermal waters of Croatia for only one season (autumn 2020) underestimates their functional
diversity and significance in this extreme habitat type, due to the insufficient amount of data
that would lead to more accurate conclusions. The current results serve as the basis for further
investigation of seasonal community changes and the potential environmental factors driving
these changes in the overall microbial eukaryotic community structure. After analyzing the
water samples described in the first research phase, 18S rRNA gene amplicon sequencing
revealed a typical eukaryotic structure similar to geothermal sites worldwide. The community

consisted of various representatives including primary producers/mixotrophs (representatives



of Chlorophyta, Ochrophyta (Tribonema, Navicula, Cymbella, Chromulina), Strepthophyta
(Spirogyra), Cryptophyta (Cryptomonas), Dinoflagellata, decomposers (representatives of
Fungi and Sagenista), mixotrophs/heterotrophs (representatives of Ciliophora, Pseudofungi,
and commensals like Lobosa and Conosa), and parasites (representatives of Apicomplexa and
Mesomycetozoa). It became evident that microbial eukaryotes, alongside prokaryotes, are
intertwined in a network of interactions. PERMANOVA indicated that temperature together
with pH value and nitrates were the leading parameters influencing eukaryotic community
structure (p < 0,05) at 5 localities (JEZ, STU, TOP, SVM, and D1D) which exhibited the highest
quantitative and qualitative microbial composition among the 14 investigated geothermal sites.
Temperature predominantly exerted a negative impact on primary producers and decomposers,
while pH value exhibited both positive and negative effects on primary producers, with a
positive influence on Fungi. Nitrates influenced positively and negatively the representatives
of primary producers. The microbial community displayed specificity to the sampling site and
did not depend on the aquifer type or the geothermal site type (well or spring). These results
highlighted the ecological importance of microalgae and their potential biotechnological
applications, such as water bioremediation and biofuel/biodiesel production.

The third research phase conducted methods suitable for the cultivation of prokaryotic
extremophilic microorganisms that participate in the nitrification process including ammonia-
oxidizing archaea and bacteria (AOA, AOB), nitrite-oxidizing bacteria (NOB), and complete
ammonia oxidizers (comammox organisms) due to possible biotechnological applications. The
cultivation process was carried out in completely aseptic conditions at optimal temperature (46
°C) and pH values (6.0 — 8.0) with selective nutrient media of different compositions (low
CaCO3z AOM medium, NOB medium w/o NH4Cl, OHIO medium, and hot springs original
water). Optimal conditions for microbial growth were specified in the first research phase
through seasonal sampling. Mixed culture samples were maintained and diluted after the
determined sufficient substrate conversion (1 mM NaNO; or 1 mM NH4ClI), in order to sustain
active biomass and selectively enrich microorganisms of interest. During two years of
cultivation, 16S rRNA gene amplicon sequencing revealed the prevalence of mesophilic to
thermotolerant organisms, and occasionally hyperthermophiles, within the microbial
communities. However, some cultures did show considerable concentrations of the desired
representatives, such as the genera Meiothermus and Nitrospira (NOB, comammox),
occasionally Candidatus Nitrososphaera, Ca. Nitrosotenuis (AOA) and Denitratisoma. These
findings were confirmed by gPCR analysis targeting genes associated with the nitrogen cycle

such as amoA, nxrA, nxrB. The results indicate a slow but partially successful selection of the



target microorganisms during this long-term cultivation experiment, which is not surprising
considering the complexity and time-consuming nature of the cultivation process. The
microbial community analysis in geothermal water cultures has revealed specific preferences
of microorganisms related to the nitrogen cycle, depending on the diverse media and substrates
(AOA — original water/OHIO medium + substrate with an initial concentration of 10 mM
NH4Cl, AOB — AOM medium + 25 mM NH4CIl, NOB — NOB medium + 29 mM NaNOa,
comammox — OHIO medium + 10 mM NH4CI). Furthermore, in the biological treatment of
biowaste leachate at a temperature of 25°C = 2°C, when comparing the control group
(Experiment 1) with Experiments 2 and 3 with added exogenous cultures (KRE, AVD), it was
observed that the total organic load was reduced by 88 % in the control group, and by 90 %, i.e.
92 % in Experiments 2 and 3. Although this suggests that the natural degradation process of
leachate predominated and that bioaugmentation had limited effectiveness in improving the
overall process efficiency, it certainly contributed to the improvement of the bioremediation
process. This limitation can be attributed to the lack of optimal conditions for the growth of
thermophiles, such as temperature, which emphasizes the importance of biostimulation. Given
that experiments were conducted in batch systems at lower temperatures, which are optimal for
biotechnological processes due to economic considerations, it favored the proliferation of
mesophilic microorganisms (Leuconostoc, Weissella, Klebsiella, Pseudomonas, Pichia,
Hanseniaspora), as observed in the provided results. Moreover, the focus on isolating specific
microorganisms in cultivation caused a reduction in biodiversity within the experimental
setups, and along with temperature, influenced the results of biological treatment of biowaste
leachate, in weaker outcomes than initially anticipated.

The scientific contributions of this dissertation are based on in situ monitoring of
microbial communities' adaptive responses to different abiotic factors using environmental
DNA metabarcoding, application of various statistical analyses and mathematical causality
models, as well as laboratory cultivation methods. Overall, this dissertation represents the first
cultivation-independent overview of the prokaryotic and eukaryotic microbial communities
inhabiting Croatia's most relevant geothermal waters and provides novel insights into the
cultivation methods for prokaryotic extremophiles in Croatia. Complete results are opening up
possibilities for potential prokaryotic and eukaryotic biotechnological application in
bioremediation processes (AOA, AOB, NOB, comammox, SOB, SRB, microalgae), in biofuel
production, and as biological indicators (microalgae), which can now be further investigated in
detail. Thus, the research objectives have been successfully achieved, and the obtained results

in this dissertation confirmed the proposed research hypotheses.
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Na podruéju Republike Hrvatske postoji veliki broj geotermalnih lokaliteta s razli¢itim
hidrokemijskim i hidrogeoloskim zna¢ajkama. Utjecaj tih znacajki, 0Sobito utjecaj temperature,
oblikuje strukturu mikrobnih zajednica u razli¢itim ekoloskim niSama geotermalnih voda.
Prethodna istrazivanja ukazuju da je bioloska raznolikost i brojnost mikroorganizama smanjena
u geotermalnim vodama u usporedbi s drugim vodenim stanistima (Moeck, 2014; Valeriani i
sur., 2018). Na sastav mikrobnih zajednica u geotermalnim vodama veliki utjecaj imaju razliciti
fizikalno-kemijski parametri poput temperature, pH, koncentracije otopljenog Kkisika te
dostupnost hranjivih tvari (Huang i sur., 2021; Lagostina i sur., 2021), iako ponekad to nije
slucaj (Kormas i sur., 2009). Bioloske interakcije izmedu mikroorganizama snazno utjecu na
svojstva mikrobnih zajednica kao S§to je rast pojedinih vrsta i sastav cjelokupne zajednice
(Schink, 2002; Nadell i sur., 2016). Osim fizikalno-kemijskih svojstava i bioloskih interakcija
na oblikovanje strukture mikrobne zajednice znacajan utjecaj imaju i hidrogeoloska i geoloska
svojstva te time i utjecaj biogeografije (Huang i sur., 2011; Inskeep i sur., 2013). Razli¢itim
kombinacijama hidrogeoloskih, geoloskih i biogeografskih karakteristika geotermalnih voda
dolazi do njihove Klasifikacije u razli¢ite vrste vodonoshika.

Dugo se smatralo da vecina istrazivanih ekstremofila pripada upravo domeni Archaea
(Eme i Doolittle, 2015). Medutim, tijekom proteklog desetljeca otkriveno je mnogo mikrobnih
vrsta koje su prilagodene Zivotu i proliferaciji u ekstremnim uvjetima, a pripadaju domenama
Bacteria i Eukaryota (van den Burg, 2003). Utvrdeno je da su mikrobne zajednice u
geotermalnim vodama sastavljene od filogenetski raznolikih mikroorganizama prilagodenih
razli¢itim ekstremnim uvjetima okolisa, kao $to su temperatura (termofili), salinitet (halofili),
tlak (piezofili) i pH vrijednost (acidofili i alkalofili) (Adiguzel i sur., 2009). Zahvaljujuéi
njihovoj sposobnosti prilagodbe i rasta u ekstremnim uvjetima kao Sto je visoka temperatura,
provedena su brojna istrazivanja s ciljem otkrivanja njihovih fizioloSkih svojstava.

Medu raznolikim vrstama ekstremofila, posebna paZznja znanstvenika usmjerena je
prema termofilima, §to je uglavnom posljedica njihovog znac¢ajnog biotehnoloskog potencijala
(van den Burg, 2003; Adiguzel i sur., 2009). Istrazivanja su, na primjer, pokazala da dostupnost
dusikovih i sumpornih spojeva, kao glavnih nutrijenata te njihovi medusobni omjeri
predstavljaju klju¢nu ulogu u oblikovanju strukture mikrobne zajednice (Yazdi i sur., 2014,
Huang i sur., 2021; Lagostina i sur., 2021). Geotermalne vode, s obzirom na dihotomiju
mikroorganizama koji obavljaju oksidaciju i redukciju duSikovih 1 sumpornih spojeva,
predstavljaju iznimno raznoliko staniste brojnih bakterija i arheja s pripadaju¢im enzimima.

Posebno se isticu enzimi koji su karakteristi¢ni za reakcije poput nitrifikacije i denitrifikacije,
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odnosno klju¢ne komponente procesa bioremedijacije, kao i za druge potencijalne
biotehnoloske primjene (van den Burg, 2003; Jorquera i sur., 2019; Maddela i sur., 2022).

Istrazivanje funkcionalnih karakteristika prokariotskih 1 eukariotskih mikroorganizama
Cesto predstavlja izazov. Detaljno istrazivanje fiziologije arheja i bakterija u vecini slucajeva
zahtijeva uzgoj pojedinih vrsta u c¢istim kulturama u laboratorijskim uvjetima kako bi se
odredile njihove moguce funkcionalne karakteristike, no to je ¢esto izuzetno tesko ostvarivo.
Vedinu prokariota (99 %) nije moguce uzgojiti u laboratoriju imitirajuci in situ uvjete okolisa,
stoga vrlo mali broj dosad poznatih prokariotskih koljena ima uzgojene predstavnike u ¢istim
kulturama (Su i sur., 2012). Buduéi da metode zasnovane samo na uzgoju nisu bile dovoljne za
dobivanje rezultata o strukturi i raznolikosti mikrobnih zajednica u razliCitim staniStima,
razvijene su suvremenije metode za identifikaciju i kvantifikaciju mikroorganizama od interesa,
poput analize ribosomalne RNA (rRNA) molekule. Ovaj pristup identifikaciji primjenjuje se na
gen 16S rRNA, koji je najces¢e koristen filogenetski marker za identifikaciju sastava
prokariotskih mikrobnih zajednica. Nadalje, analiza gena 18S rRNA omogucéuje identifikaciju
eukariotskih mikroorganizama (Kirchman, 2008; Su i sur., 2012). Razvoj metoda sekvenciranja
nove generacije (NGS, engl. Next Generation Sequencing) omogucio je detaljniji uvid u
mikrobnu raznolikost (Tan i sur., 2015; Lojo-Kadri¢ i sur., 2018), posebno kada je rije¢ o
prokariotskoj raznolikosti Cije se baze podataka neprestano popunjavaju novim sekvencama i
pripadaju¢om taksonomijom, za razliku od eukariotske raznolikosti koja je opéenito manje
istrazena. Unato¢ razvoju metagenomike, metatranskriptomike i metaproteomike, brojna
istrazivanja U mikrobnoj ekologiji i dalje se ¢esto temelje na analizi 16S i 18S rRNA gena
(Albertsen i sur., 2015; Karst i sur., 2016; Lojo-Kadri¢, 2018).

Takoder, primjecuje se znacajan napredak u podru¢ju umjetne inteligencije (Al, engl.
artificial intelligence) i primjene analize uzro¢nosti (kauzalnost). Napredak proizlazi iz razvoja
brojnih novih algoritama i njihove primjene u istraZivanju novih i poboljSanju postojecih
procesa s ciljem dubljeg razumijevanja sloZenih sustava 1 analize velikih skupova podataka
(Solvang i Subbey, 2019; Kurtanjek, 2021). Na primjer, jedan pristup procjeni utjecaja
fizikalno-kemijskih parametara na mikrobnu raznolikost moze se temeljiti na matematickim
strukturnim modelima uzro¢nosti. Strukturno uzro¢ni model dobiven na ovaj nacin nadilazi
promatrane eksperimentalne dokaze 1 moZe se koristiti za predvidanje utjecaja fizikalno-
kemijskih parametara na mikrobnu raznolikost u istrazivanim ekosustavima. Ovaj pristup
donosi brojne prednosti, uklju¢ujuéi smanjenje eksperimentalnog napora i pojednostavljenje

odabira uvjeta uzgoja specificnih mikroorganizama s izrazenim biotehnoloskim potencijalom,
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kao Sto je primjena u procesima bioremedijacije (Rezi¢ i sur., 2021; Diemer i sur., 2021; Arifi
MacNeil, 2022).

Geoloski, teritorij Hrvatske je podijeljen na dva segmenta: panonski dio na
sjeveru/sjeveroistoku i dinarski dio na jugu/jugozapadu. Sjeverni dio Hrvatske predstavlja
jugozapadni rub Panonskog bazenskog sustava (PBS, engl. Pannonian Basin System), a to¢na
granica izmedu ova dva prostora je juzni rub Savske potoline. Panonski dio Hrvatske obiljezava
izrazito visok prosjecni geotermalni gradijent (49 °C/km) 1 povrSinski protok topline (76
mW/m?) (Bosnjak i sur., 1998). Ovi povoljni geotermalni uvjeti na tom podruéju proizlaze iz
prisutnosti plitkog Mohorovi¢i¢evog seizmickog diskontinuiteta, Sto je granica izmedu
Zemljine kore i plasta, koja se nalazi na dubini od 25 do 28 km (Aljinovi¢ i Blaskovi¢, 1984;
Sumanovac i sur., 2009; Sumanovac i sur., 2016). Zahvaljujuéi povoljnim geoloskim uvjetima,
geotermalni lokaliteti su Cesti na tom podrucju, a mnogi od njih su balneoloska odredista, t;.
rehabilitacijski i rekreacijski centri, poput Varazdinskih, Krapinskih, Stubickih, Daruvarskih i
drugih toplica. S druge strane, juzni/jugozapadni dio Hrvatske (Dinarska regija - Gorska
Hrvatska, Istra, Kvarner i Dalmacija) nema tako povoljne uvjete za nastanak geotermalnih
voda. Na tom podruc¢ju, Mohorovici¢ev seizmicki diskontinuitet je dublji, nalazi se na dubini
od oko 50 km ispod povrSine, Sto rezultira nizim prosjecnim geotermalnim gradijentom (18
°C/km) i povrsinskim protokom topline (29 mW/m?) (Bosnjak i sur., 1998). Unato¢ tome, na
tom podru¢ju su se razvili neki niskotemperaturni geotermalni lokaliteti (< 30 °C), a
najpoznatiji izvor jesu Istarske toplice.

Iako je komercijalno iskoriStavanje geotermalnih voda u Hrvatskoj ve¢ u tijeku, njihov
biotehnoloski potencijal joS uvijek nije temeljito istrazen. Nazalost, ekologija mikroorganizama
u ovom specificnom okruZenju nije dovoljno proucena, a prema nasim saznanjima do danas
nisu provedena istraZivanja mikrobne raznolikosti hrvatskih geotermalnih voda. Za buduca
istrazivanja kljucno je detaljnije upoznati bioraznolikost mikrobnih zajednica koje obitavaju u
ovom ekstremnom okruzenju Sto predstavlja neophodan prvi korak u razumijevanju
metabolizma prevladavaju¢ih mikroorganizama na geotermalnim lokalitetima s iznimnim
biotehnoloSkim potencijalom, kao i u uspostavljanju veza izmedu strukture mikrobne zajednice
I fizikalno-kemijskih svojstava geotermalnih voda.

U ovom istrazivanju, odabrano je 19 geotermalnih lokaliteta, uglavnom smjestenih u
eukariotskih mikrobnih zajednica i utvrdio sezonski hidrokemijski sastav te kako bi se na taj
nacin prikupile informacije o potencijalnom biotehnoloskom kapacitetu geotermalnih voda

Hrvatske. Ovo istrazivanje ima tri glavna cilja i formulira tri glavne hipoteze.
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Ciljevi istrazivanja su:

1. Istraziti sastav mikrobnih zajednica prokariota i eukariota u geotermalnim vodama u

Hrvatskoj te utvrditi postojanje prostorno-vremenskih razlika i abioti¢ke ¢imbenike koji utjecu

na oblikovanje strukture mikrobnih zajednica.

2. Identificirati i istraziti mikrobne zajednice koje koriste dusikove spojeve kao supstrat za rast

I razvoj.

3. Prepoznati geotermalne lokalitete s izrazenim biotehnoloskim potencijalom u Hrvatskoj.

Glavne istrazivacke hipoteze su:

1. Temperatura i pH vrijednost glavni su abioticki faktori koji utjecu na razvoj i oblikovanje

prokariotskih i eukariotskih mikrobnih zajednica u geotermalnim vodama Hrvatske.

2. Dostupnost nutrijenata poput dusSika i sumpora je determiniraju¢i modifikator zajednice

prokariota u geotermalnim vodama po pojedinim lokalitetima.

3. Prostorno-vremenska razlika pronadenih mikrobnih zajednica u geotermalnim vodama

Hrvatske je minimalna zbog stabilnih geotermalnih karakteristika istrazivanih vodonosnika.
Znanstveni doprinos ove disertacije temelji se na prac¢enju mikrobne zajednice in Situ i

njihovim odgovorima na razli¢ite abioticke ¢imbenike koriStenjem visoko-protocne metode

sekvenciranja eDNA, primjenom statistickih testova i analiza, matematickih modela uzroc¢nosti

te metoda uzgoja. Ovim istrazivanjem ¢e se prvi put dobiti uvid u sastav i raznolikost

prokaritske 1 eukariotske mikrobne zajednice u najznaajnijim geotermalnim vodama u

Hrvatskoj, koje se trenutno uglavnom koriste u balneoloske svrhe. Takoder, ova disertacija

pruza nove uvide u metode uzgoja prokariotskih ekstremofila na podruc¢ju Hrvatske s posebnim

naglaskom na mikroorganizme koji sudjeluju u procesu nitrifikacije. Konacno, dobit ¢e se

preliminarni uvid u moguc¢i biotehnoloski potencijal istrazenih geotermalnih voda u Hrvatskoj

poput bioremedijacije, $to se sada moze dalje istrazivati.
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2. TEORIJSKI DIO
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2.1.  Geotermalne vode Republike Hrvatske

Geotermalne vode (gré. geo = zemlja, gr¢. therme = toplina) pripadaju ekstremnim
staniStima prvenstveno definiranim i ograni¢enim povisenom temperaturom. Obuhvacaju sve
vode s temperaturom ve¢om od srednje godiSnje temperature zraka na mjestu gdje se nalazi
izvor (Cole i sur., 2013; Amin i sur., 2017). Ta podrucja predstavljaju ekolosko, obnovljivo i
prirodno bogatstvo koje se iskoriStava upravo zbog svoje ljekovitosti i pogodnih temperatura.
Na podruéju Hrvatske zabiljezeno je viSe od 25 nalazis$ta geotermalnih izvora, od kojih je njih

18 trenutno aktivnih toplica (Slika 1).
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Slika 1. Poznata nalazi$ta izvora geotermalne vode s postupno stvorenim busotinama na

podrucju Hrvatske (preuzeto: Narodne novine br. 91/2008).

Zahvaljuju¢i dugogodi$njoj tradiciji koriStenja prirodne geotermalne vode u
balneologiji (lat. balneum = kupelj, gré. logos = znanost), veéina geotermalnih izvora na

podrucju Hrvatske poznata je jo§ od rimskog doba. Arheoloski podaci, kao i prisutnost fosilnih
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ostataka u sedrenoj Spilji 1 velike koli¢ine taloZzene sedre, upuéuju na to da se Varazdinske
toplice (lat. Aquae lasae) smatraju najstarijim termalnim izvorima (> 40 000 godina) na
podruéju Panonske ravnice (Simuni¢, 1988). Osim toga, Varazdinske toplice su najpoznatije i
najvece toplice U Hrvatskoj. Arheoloski nalazi svjedoce i o postojanju Daruvarskih toplica (lat.
Aquae Balissae), Krapinskih toplica (lat. Aquae Vivae) i Topuskog (lat. Ad fines) koji potje¢u
takoder iz rimskog razdoblja. Spomenute toplice su s viemenom prerasle u moderne ljeciliSne
centre 1 sve su ¢esce koriStene od 18. stoljeca (Schejbal, 2003).

Geotermalne vode mogu se klasificirati na temelju hidrogeoloskih, geoloskih i
termickih svojstava (Moeck, 2014). S obzirom na temperaturu mogu se podijeliti na: 1)
subtermalne vode (13 — 20 °C), 2) hipotermalne vode (20 — 34 °C), 3) homeotermalne vode (34
— 38 °C) i hipertermalne vode (> 38 °C) (Tablica 1) (Markovi¢, 2002). Razli¢ite hidrogeoloske
karakteristike takoder uzrokuju razlike u kemijskom sastavu geotermalnih voda, pri ¢emu neke
imaju vecu mineralizaciju od drugih, s obzirom na Cinjenicu da su podzemne vode uvijek
mineralizirane (Tablica 1). Takva se voda Cesto koristi kao voda za pice, a na tim podrucjima
Cesto se nalaze i tvornice, kao $to je primjerice lipicki Studenac, gdje se crpi gazirana prirodna
mineralna voda s dubine do 380 m. Precizan kemijski sastav voda odreduje se brojnim
kemijskim analizama koje mjere koncentracije otopljenih tvari kao §to su ioni Ca%*, CI", Na*,
Mg?*, K*, SO+, koji &esto pokazuju prostornu i vremensku varijabilnost.

Nadalje, geotermalni lokaliteti dijele se u dvije kategorije na prirodne izvore i busotine
pri ¢emu je glavna razlika u mjestu toka vode. Antropogene potrebe za ve¢om koli¢inom vode
1 lakSom eksploatacijom doveli su do stvaranja struktura poput buSotina. Ponekad se na maloj
udaljenosti nalazi viSe izvora ili buSotina izvedenih iz istog prirodnog izvora. Prirodne
geotermalne vode poprimaju kemijski sastav prolaskom kroz vodonosnik i otapanjem minerala
iz stijena kroz koje prolaze. Stoga, kemijski sastav vode ovisi 0 sastavu stijena i topljivosti
pojedinih minerala. Primjerice, geoloska istrazivanja geotermalnih voda na podru¢ju Hrvatske
pokazuju da Stubicke toplice karakteriziraju kalcij-hidrogenkarbonati (Miholi¢, 1944),
Daruvarske toplice prema hidrokemijskim znafajkama karakteriziraju dolomiti 1 vapnenac
(Markovi¢, 2012; Borovi¢ i Markovi¢, 2015), dok je jezgra izvora geotermalne vode u
Varazdinskim toplicama sastavljena od karbonatnih stijena trijaske starosti (Srpak i Sabol,
2019). Na temelju svih ovih podjela, geotermalni lokaliteti u Hrvatskoj medusobno se razlikuju,
prvenstveno po temperaturi vode, ali i prema kemijskom sastavu i vrsti vodonosnika te prema

nacinu koristenja (Prilog 1).
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Tablica 1. Podjela geotermalne vode s obzirom na temperaturu i prisutne elemente u

tragovima/minerale (preuzeto i prilagodeno prema: Markovi¢, 2002).

Naziv geotermalne vode Karakteristika
Hladna <20°C
Hipotermalna 20-34°C
Homeotermalna/izotermalna 34 —38 °C
Hipertermalna >38°C

Mineralna >1g/L

Zeljezovita > 10 mg/kg Fe
Arsenska > 0,7 mg/kg (As)
Fluorna > 2 mg/kg (F)
Jodna > 1 mg/kg (1)
Kiselica > 1000 mg/kg (CO2)
Sumporna > 1 mg/kg (H2S, HS")
Radonska (radioaktivna) >2,2un/L
Radijska (radioaktivna) >0,1un‘/L

Vecina geotermalnih istraZivanja usmjerena je prema podru¢jima s ve¢im geotermalnim
gradijentom, $to omogucuje busenje geotermalnog polja na plicem podrucju (Lundl i sur.,
2008). Geotermalna istrazivanja u Hrvatskoj zapocela su 1960-ih godina prilikom istrazivanja
geotermalnih leziSta u potrazi za naftom i zemnim plinom. Tijekom godina otkriveno je
nekoliko geotermalnih lezista diljem Hrvatske, pri ¢emu su se najznacajnijima pokazala
podrucja Bizovca i Zagreba (Slika 1).

Geotermalno polje Bizovca otkriveno je 1967. godine, nakon ¢ega je izgradeno nekoliko
buSotina. Voda se i danas crpi s dubine od 1667 - 1841 metara, pri ¢emu temperatura vode
doseze do 96,8 °C, no spusta se na 43 °C radi terapijskih i energetskih svrha za zagrijavanje
prostora. Na geotermalnom polju Bizovac postoji ukupno tri busotine te nisu sve u aktivnoj
upotrebi (Energetski institut Hrvoje Pozar, 2017).

Na geotermalnom polju Zagreb, veli¢ine oko 54 km?, leZiste tople vode nalazi se na
dubini od 730 m do 1406 m. Na tom podrucju izgradeno je 14 busotina s geotermalnom vodom
¢ija je pocetna temperatura iznosila oko 70 °C, a danas je narasla na 80 °C. Povecanje
temperature rezultat je visoke okomite propusnosti na tom geotermalnom polju, $to ubrzava

konvekciju i prijenos topline iz dubljih u plice leziste. Glavni cilj izgradnje tih buSotina bio je

9
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opskrba Sportskog rekreativnog parka Mladost i SveuéiliSne bolnice, koja je tada bila u
izgradnji, no ta je izgradnja na kraju ostala nedovrSena. Probna eksploatacija tople vode
zapocela je 1981. godine, a danas se geotermalna voda na podrucju Zagreba eksploatira kroz
tehnoloski sustav na lokacijama Mladost, Blato i Luc¢ko. Geotermalna voda najvise se koristi
za grijanje bazena i objekata unutar SRC Mladost, grijanje skladisnih prostora u Klini¢koj
bolnici Novi Zagreb i dogrijavanje poslovnih objekata u poslovnoj zoni Lucko (Jurilj i Cazin,
2019).

Daljnjim istraZivanjem potencijalnih nalaziSta nafte za potrebe INA-e, 1980. godine
otkriven je geotermalni potencijal bjelovarske subdepresije (Slika 1). Na podrucju Velike
Ciglene utvrdeno je energetski najpovoljnije geotermalno leziste gdje je otkrivena termalna
voda temperature 172 °C na dubini do 2500 m. Zbog izrazito velikog geotermalnog potencijala
od 50 MWt i temperaturnog gradijenta od 0,062 °C/m, 2018. godine izgradena je prva hrvatska
geotermalna elektrana koja koristi termalnu vodu od oko 170 °C s organskim Rankineovim
ciklusom, a proizvedena elektricna energija se isporucuje u javnu mrezu (Guzovic i sur., 2014).

Istrazivanja navedenih lokaliteta oznaéila su pocetak geotermalnih istrazivanja u
Hrvatskoj koja su se nastavila na podru¢ju PBS-a s povoljnim geotermalnim karakteristikama,
posebice zbog moguénosti izravne upotrebe toplinske energije (Skrlec i sur., 2019). Vremenom
je broj busotina na raznim eksploatacijskim poljima diljem Hrvatske rastao, a ¢eSée su se
provodili geoloski monitorinzi geotermalnih izvora i buSotina kako bi se istaknula vaznost
geotermalnih resursa i potaknula njihova eksploatacija, kao i ciklusi investicija na mnogim
geotermalnim poljima.

Vaznost geotermalnih voda u Hrvatskoj, prvenstveno toplica raste sve viSe zbog
zdravstvenog turizma. Osim §to se koriste u balneoloske svrhe, odredeni geotermalni lokaliteti
se eksploatiraju za individualno grijanje prostora, proizvodnju elektri¢ne energije, uzgoj ribe,
javnu vodoopskrbu te stakleni¢ku proizvodnju povréa. Potencijal za eksploataciju brojnih
izradenih buSotina 1 prirodnih izvora geotermalne vode (Slika 1) znatno nadmasSuje trenutno
koristenje i potrebe na podru¢ju Hrvatske. Unato¢ tome, ti izvori se nedovoljno koriste bez
opravdanog razloga. S obzirom na nisku razinu iskoriStavanja kapaciteta geotermalnih leZista,
nuzno je ukazivati na razne moguénosti koristenja prirodnog resursa geotermalne energije kao
obnovljivog izvora energije, kao 1 na biotehnoloSke potencijale koriStenja geotermalne vode i
termofilnih mikroorganizama. Uporaba geotermalne energije i tople vode pruza mogucnosti za
raznolike projekte, od kojih su neki ve¢ aktivni, ukljuéujuci iskoristavanje elektri¢ne i toplinske
energije za grijanje objekata u stambenim naseljima, izgradnju hortikulturnih centara,

staklenika 1 vodenih parkova, iskoriStavanje geotermalne vode kao balneoloskog resursa i

10
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JjeciliSta te obogacivanje turistiCke ponude cijele zemlje. Nasuprot tome, biotehnoloski
potencijali i znanstvena mikrobioloska istrazivanja geotermalnih voda na podruc¢ju Hrvatske su
dosad u potpunosti zanemarena. Prirodne geotermalne vode s termofilnim mikroorganizmima
1 njihovim metabolickim produktima mogu se upotrijebiti u razliCite svrhe, poput procis¢avanja
otpadnih voda, razgradnje biootpada, proizvodnje biogoriva te u raznim procesima
prehrambene, farmaceutske, tekstilne i drugih industrija. Takva primjena geotermalnih resursa
ne samo da bi obogatila turisticku ponudu zemlje, ve¢ bi i pridonijela ekonomski odrzivom
razvoju. S obzirom na raznolikost izvora geotermalne vode i moguénost njihove primjene,
vazno je naglasiti da ¢e se njihovim koriStenjem na ekoloski prihvatljiv nacin pridonijeti

gospodarskom razvoju Hrvatske.

2.2. Raznolikost i vaznost mikrobnih zajednica u geotermalnim vodama svijeta
Ekstremofili su organizmi koje karakterizira optimalni rast i razvoj u ekstremnim
uvjetima zivota poput visoke temperature i pH vrijednosti, visokog tlaka i saliniteta ili cak
pojacane radijacije. Osim Archaea, otkri¢e ekstremofila unutar domena Bacteria i Eukaryota
ukazuje na Siru raznolikost i sposobnost mikroorganizama da se prilagode raznim uvjetima
okolisa. Unato¢ napretku u istrazivanju, jo$ uvijek postoji veliki broj mikroorganizama ¢ije
prilagodbe na ekstremne uvjete zivota nisu dovoljno istrazene i opisane (van den Burg, 2003).
U raznim ekosustavima, pa tako i u geotermalnim vodama, mikrobne zajednice prokariota i
eukariota stvaraju kompleksnu mrezu punu bioloskih interakcija s znaCajnim ulogama u
odrzavanju ravnoteze i funkcioniranju ekosustava. Predstavnici mikrobnih eukariota poput
fitoplanktona fiksiraju CO: i stvaraju organske spojeve, dok heterotrofne bakterije metabolicki
obraduju nastalu organsku tvar za rast i opskrbu energijom (Medeiros i sur., 2017). Dokazano
je da bakterije mineraliziraju organsku tvar nastalu aktivno$¢u fitoplanktona. Istovremeno,
bakterije i1 fitoplankton sluZze kao izvor hrane za druge eukariote poput mikrozooplanktona te
njihovim metabolizmom, osim organske tvari, dolazi do ispustanja nutrijenata poput dusika 1
fosfora u ekosustav. Nutrijenti su od vitalnog znacaja za razvoj bakterija i fitoplanktona, a kao
rezultat akumulira se biomasa 1 proizvodi organska tvar, ¢ime se zapo€inje novi ciklus (Durham
i sur., 2019; Fu i sur., 2020). Osim $to ti organizmi doprinose opskrbi hranjivim tvarima,
takoder osiguravaju recikliranje elemenata poput dusika i fosfora, koji su kljucni za vitalne
biokemijske procese. Proucavanje ove slozene interakcije pruza uvid u odrzivost i stabilnost
razlicitih vodenih ekosustava te moze pruZiti smjernice za ocuvanje njihove produktivnosti i

otpornosti na promjene u okolisu.
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2.2.1. Prokarioti

Prokarioti, jedna od najbrojnijih i najraznolikijih skupina zivih organizama, naseljavaju
razliCite ekosustave Sirom svijeta, ukljucujuéi zrak, tlo i vodu. Njihova prisutnost u razli¢itim
zivotnim sredinama 1 klimatskim zonama svrstava ih u kozmopolitske organizme (Durakovi¢,
1991; Sriaporn, 2022). Bakterije i arheje, koje se nalaze u razli¢itim ekosustavima, ukljuc¢ujuéi
I geotermalne vode, obavljaju razlic¢ite funkcionalne uloge od primarnih proizvodaca do
razlagaca. Stoga, ove mikroorganizme smatramo izuzetno vaznim funkcionalnim
komponentama svakog ekosustava jer sudjeluju u mnogim neophodnim biogeokemijskim
ciklusima, ukljucujuéi cikluse ugljika, dusika i sumpora (Stein i Klotz, 2016; Takai, 2019;
Reichle, 2019; Frolov i sur., 2021).

Prokariotske mikrobne zajednice geotermalnih voda ¢ine izvrstan primjer
mikroorganizama koji obitavaju u ekstremnim Zivotnim uvjetima (Inskeep i sur., 2013;
Valeriani i sur., 2018). Najvise su proucene mikrobne zajednice geotermalnih voda
najpoznatijeg Nacionalnog parka Yellowstone (Podar i sur., 2020; Colman i sur., 2022; Peach
i sur., 2022) i poluotoka Kam¢atka (Wemheuer i sur., 2013; Merkel i sur., 2017; Frolov i sur.,
2021). Jedinstvene geotermalne vode s zanimljivim mikrobnim zajednicama prisutne su i
istrazivane i na drugim podruc¢jima bogatim toplim izvorima poput Novog Zelanda (Power i
sur., 2018), Turske (Adiguzel i sur., 2009; Celik i Keskin, 2022) i Islanda (Podar i sur., 2020).
Sva ova istrazivanja rezultiraju brojnim znanstvenim radovima koji doprinose razumijevanju
ovih fascinantnih mikrobnih stanista.

Nacionalni park Yellowstone je poznat po svojih 300 gejzira, ¢ije je istrazivanje imalo
revolucionaran utjecaj kako u znanstvenom, tako i u industrijskom svijetu. U kasnim 1960-im,
na ovom podrucju je pronadena bakterija Thermus aquaticus, sto je dovelo do otkrica i izolacije
Taq polimeraze, koja je postala najpoznatiji primjer upotrebe enzima izoliranog iz bakterija u
biotehnoloSke svrhe (Brock i1 Freeze, 1969; Chien i sur., 1976). Svakodnevna upotreba Taq
polimeraze u metodama molekularne biologije ukazuje na ¢injenicu da geotermalne vode
sadrze filogenetski raznolike mikroorganizme koji su prilagodeni ekstremnim uvjetima okoliSa
te su stoga potencijalno vrlo vrijedni u biotehnologiji (Jorquera i sur., 2019).

Razne kombinacije abiotickih 1 biotickih ¢imbenika geotermalnih voda stvaraju
pogodne uvjete za razvoj razli¢itih prokariotskih organizama (Hou 1 sur., 2013; Wembheuer i
sur., 2013; Power i sur., 2018). Rezultati dosadasnjih znanstvenih istrazivanja ukazuju na
ucestalu prisutnost bakterijskih koljena Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria, Firmicutes,
Nitrospirota i Proteobacteria u geotermalnim vodama (Power i sur., 2018; Valeriani i sur., 2018;

Podar i sur., 2020). Takoder, u ovim vodama cCesto prevladavaju predstavnici koljena
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Actinobacteria, gram-pozitivne bakterije poznate kao sekundarni proizvodaci farmakoloski
vaznih metabolita (Jiang i sur., 2013). Cesto se isti¢e i dominacija bakterija (99,21 %) u odnosu
na arheje i eukariote (eukarioti - 0,43 %, arheje - 0,11 %), pri ¢emu se ove proporcije mogu

razlikovati ovisno o izvoru vode (Mangrola i sur., 2015).

2.2.2. Eukarioti

U pocetku razvoja mikrobne ekologije, istrazivanja su uglavnom bila usmjerena na
proucavanje raznolikosti prokariotskih organizama, dok je postojanje eukariotskih zajednica
(protista) Cesto zanemarivano. Tek kasnije, fokus istrazivanja proSirio se i na proucavanje
eukariotskih zajednica u raznim staniStima, iako su i dalje manje istrazivane u usporedbi s
prokariotskim organizmima. Kao rezultat toga, baze podataka uglavnom sadrze vise
informacija o prokariotskim sekvencama i taksonomiji, dok sadrzavaju puno manje potrebnih
informacija o eukariotima vezanih za vec¢inu vodenih stanista, a posebice onih u ekstremnim
okruzenjima kao $to su geotermalne vode. Zbog nepotpunosti podataka, mikrobni eukarioti
Cesto nisu formalno svrstani u 7 glavnih taksonomskih kategorija (vrsta, rod, porodica, red,
razred, Kkoljeno, carstvo). Prilikom dodjeljivanja taksonomije, ovisno o KkoriStenoj bazi
podataka, ¢esto dolazi do njihovog razvrstavanja u kategorije poput supergrupa i divizija, kao
$to je sluéaj pri koristenju podataka iz PR? baze (v 4.13., Guillou i sur., 2013).

Protisti su jednostani¢ni ubikvitarni organizmi, takoder s razli¢itim funkcionalnim
ulogama. Cesto su neophodni organizmi bitni za mnoge procese unutar ekosustava, no unato¢
tome proucavanje njihove raznolikosti 1 dinamike ostaje zanemareno u mnogim staniStima. Ova
nedovoljna paZnja moze proizaci iz paradigme da su eukariotski organizmi manje prilagodeni
ekstremnim uvjetima okoliSa, dok su bakterije i arheje smatrane glavnim predstavnicima u
takvim okruzenjima. Medutim, sve veci broj dokaza sugerira da protisti nisu samo prisutni, ve¢
1 aktivni u mnogim ekstremnim staniStima. Stoga je vazno preispitati tu paradigmu i ukljuciti
proucavanje protista kako bismo bolje razumjeli njihovu ulogu u tom jedinstvenom staniStu
(Oliverio i sur., 2018).

Ranija literatura o geotermalnim vodama sugerirala je da se termofilni protisti
pojavljuju na temperaturama do 60 °C (Brock, 1973), a kasnije se otkrilo da neki protisti mogu
prezivjeti 1 na temperaturama do 70 °C (Brown i Wolfe, 2006). Amebe su jedne od prvih
utvrdenih predstavnika protista u geotermalnim vodama (Ramaley i sur., 2001; Baumgartner i
sur., 2003). Fototrofi, ukljucujuci dijatomeje i predstavnike koljena Chlorophyta (zelene alge),
uz visoku temperaturu, mogu podnijeti i Kisele uvjete, kao i predstavnica koljena Euglenozoa
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Euglena (Pumas i sur., 2018). Oliverio i sur. (2018) ukazali su da su ekstremne vrijednosti pH
povezane sa smanjenjem raznolikosti i distribucije protista, dok geotermalne vode s visokom
temperaturom karakterizira puno vecéa raznolikost protista. Uz amebe i zelene alge, trepetljikasi
(Ciliophora) su cCesti predstavnici eukariotskih mikrobnih zajednica (Oliverio i sur., 2018).
Kombinacija abiotickih parametara poput pH vrijednosti od 2,8 do 7 te uvjeti visoke
koncentracije teskih metala (Ni, Zn, Cu, Fe) pokazali su se povoljnim za razvoj brojnih vrsta
unutar koljena Bacillariophyta, Chlorophyta, Rhodophyta i Euglenophyta, kao i za prisutnost
heterotrofnih predstavnika Ciliophora i Amoebozoa (Aguilera i sur., 2010).

Unato¢ ovim primjerima prilagodbe protista ekstremnim uvjetima Zivota, istrazivanja
raznolikosti eukariota ograni¢ena su na tek nekoliko geotermalnih izvora diljem svijeta (Brown
i Wolfe, 2006; Aguilera i sur., 2010; Oliverio i sur., 2018; Pumas i sur., 2018; Brown i Fritz,
2019). Ipak, iz drugih radova provedenih na ostalim tipovima staniSta poput tla, morskih i
drugih slatkovodnih ekosustava, dobro je poznato da su protisti vrlo vazan dio svakog
ekosustava u kojem sudjeluju kao primarni proizvodaci, paraziti, predatori i razlagaci (Levinsen
1 sur., 2000; Wardle, 2006; Geisen i sur., 2015). Stoga, postoji opravdan razlog za istrazivanje

1 oc¢ekivanje da ¢e geotermalna staniSta vjerojatno sadrzavati nove i raznolike zajednice protista.

2.3. Biogeokemijski ciklus duSika

Dusik (N) je vrlo vazan biogeni element koji se u prirodi pojavljuje u razlicitim
oblicima. U atmosferi se nalazi u molekularnom N2 obliku te takav atmosferski dusik ¢ini oko
50 % ukupnog dusika na Zemlji. Ostatak dusika nalazi se u litosferi u magmatskim stijenama
koje vrlo malo sudjeluju u procesima kruzenja dusika u prirodi. Budu¢i da je takav oblik dusika
bioloski nedostupan i nisko reaktivan, dusik u stijenama se iskljuCuje iz procesa kruzenja
dusika. Oceani predstavljaju drugi najveci izvor dusikovih spojeva koji skupa sa N2 sudjeluje u
ciklusu dusika. Najveéi dio dusika iz oceana nalazi se u oceanskim sedimentima i dubokim
vodama §to ukazuje na manji postotak kruzenja dusika u oceanima u odnosu na ostale vodene
ekosustave. Tlo, s druge strane, predstavlja vazan izvor organskog oblika dusika, dok je
dostupnost anorganskog dusika u tlu relativno niska (Palta i Hartnett, 2017; Myrold, 2021).

Ciklus dusika je kompleksna biokemijska transformacija koja ukljucuje razne dusikove
spojeve 1 njihovo kruzenje kroz atmosferu, kopnene i vodene ekosustave. Biljke, Zivotinje i
mikroorganizmi, poput bakterija, arheja i odredenih protista, igraju klju¢nu ulogu u ovom

ciklusu jer omogucéuju prelazak dusika iz jednog oblika, koji je nedostupan drugim zivim
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bi¢ima, u drugi oblik, koji je dostupniji. Ciklus dusika sastoji se od ukupno pet prihvacenih
procesa (sedam glavnih reakcija). Ti procesi ukljucuju:
1) amonifikaciju, koja obuhvaca fiksaciju dusika, kao i asimilacijsku i disimilacijsku
redukciju nitrita/nitrata u amonijak (reakcije 1 i 2 na Slici 2),
2) nitrifikaciju (reakcije 3A, 3B i 4 na Slici 2),
3) denitrifikaciju (reakcije 6A-D na Slici 2),
4) anaerobnu oksidaciju amonijaka, poznata kao "anammox" proces (reakcije 7A-C na
Slici 2),
5) interkonverziju nitrita i nitrata (reakcije 4 1 5 na Slici 2) (Stein i Klotz, 2016).

6
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NH,*/NH, F(~NH2
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6A /
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Slika 2. Glavni procesi ciklusa kruzenja dusika u prirodi (preuzeto i prilagodeno prema: Stein
i Klotz, 2016).

Od navedenih procesa, nitrifikacija i denitrifikacija su klju¢ni procesi u kontekstu
procis¢ivanja otpadnih voda, kojima se uc¢inkovito uklanjanju Stetni dusikovi spojevi iz okolisa.
Fokus i dublje razumijevanje njihovih mehanizama, omoguc¢ava bolju primjenu u rjeSavanju

problema oneciS¢enja okolisa.

2.3.1. Nitrifikacija

Proces nitrifikacije sastoji se od oksidacije amonija (NH4") u nitrit (NO2") (Slika 3,
reakcija 3) i oksidacije nitrita (NO2") u nitrat (NO3") (Slika 2, reakcija 4), a ukljuéuje tri skupine
mikroorganizama: 1) oksidante amonija, 1) oksidante nitrita i 111) comammox organizme (engl.

complete ammonia oxidizers, engl. prijevod: potpuni oksidanti NH4*/NHz) koji oksidiraju NH4"
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sve do NOz™ u jednom koraku (Slika 2, reakcije 3A, 3B i 4; Slika 3). Oksidanti amonija (AOM,
engl. prijevod: amonij-oksidiraju¢i mikrobi, engl. ammonia-oxidizing microbes) mogu biti
amonij-oksidiraju¢e arheje (AOA, engl. ammonia-oxidizing archaea) i amonij-oksidirajuce
bakterije (AOB, engl. ammonia-oxidizing bacteria), dok su oksidanti nitrita nitrit-oksidirajuce
bakterije (NOB, engl. nitrite-oxidizing bacteria) (Slika 3) (Pjevac i sur., 2017; Holmes i sur.,
2019; Stein, 2019). Neki od kemolitotrofnih predstavnika Betaproteobacteria i
Gammaprotebacteria te Crenarchaeota pripadaju oksidantima amonija. Isto tako, postoje
metanotrofni i heterotrofni mikroorganizmi koji uspjesno oksidiraju NH4* u NO27, ali iz njega
ne koriste energiju za vlastiti razvoj (Stein i Klotz, 2016). Predstavnici skupina II i III ukljucuju
kemolitotrofne mikroorganizme koji koriste NO> ", odnosno NH4" kao jedine izvore energije za
stani¢ni rast i razvoj. NOB predstavnici pripadaju nekim razredima unutar koljena
Proteobacteria i Nitrospirota, dok zasad poznati predstavnici comammox organizama pripadaju
isklju¢ivo rodu Nitrospira (loza Il, Slika 3) (Daims i sur., 2015; Pjevac i sur., 2017). Dosad
poznate i uzgojene vrste Nitrospira koje takoder pripadaju lozi II poput N. moscoviensis, N.
japonica i N. lenta dokazano ne mogu koristiti NH4" kao supstrat, odnosno kao izvor energije
za razliku od comammox organizama (Daims i sur., 2001; Ushiki i sur., 2013; Nowka i sur.,
2015). Proizvedeni NO2 i NO3™ u aerobnim reakcijama nitrifikacije mogu se interkonvertirati
(Slika 2, reakcije 4 i 5) te mogu posluziti kao supstrati u asimilacijskoj/disimilacijskoj redukciji
nitrita/nitrata u amonijak (Slika 2, reakcija 2), a posljedi¢no stvoreni NH4*/ NH3 moze se
asimilirati (Slika 2) (Stein i Klotz, 2016; Myrold, 2021).

AOM 1 NOB nisu filogenetski blisko povezani 1 nemaju predstavnika koji moze
oksidirati oba supstrata (NH4" i NO2). Ova odvojena dva koraka u procesu nitrifikacije s
razli¢itim mikroorganizmima dovode do ceste koagregacije AOM s NOB i interakcije
unakrsnog hranjenja (engl. cross-feeding interactions) u takvom obliku konzorcija
(NH4*—NO2—NO3). S druge strane, odvijanje potpune nitrifikacije oksidacijom NH4* u NOs’
, energetski je povoljnije te time comammox organizmi imaju prednost u rastu u odnosu na
,hepotpune organizme*, kao §to su AOM i NOB (Slika 3) (potpuna nitrifikacija - AG®' = —349
kJ mol—1 NHs; oksidacija NH4" - AG®" = —275 kJ mol—1 NHz i oksidacija NO2" - G*' = —74 kJ
mol—1 NO2) (Daims i sur., 2015; Santoro, 2016).
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Klasiéna nitrifikacija u dva koraka

I 1
Amonij-oksidirajuéi mikrobi

Nitrit-oksidirajuce bakterije
Nitrosomonas

Nitr OSW d Nutrococcus

Nitrobacter

Ntth#\

Nitrifikacija u jednom koraku ("comammox™)

Slika 3. Klasi¢ni i potpuni proces nitrifikacije s dosad poznatim predstavnicima

nitrificiraju¢ih mikroorganizama (preuzeto i prilagodeno prema: Santoro, 2016).

Klaster gena amoCAB skupa sa dva dodatna amoC gena kodira tri podjedinice enzima
amonij monooksigenaze (AMO, podjedinica a, B i), od kojih amoA predstavlja funkcionalni
i filogenetski marker za detekciju i identifikaciju AOM u mikrobnim zajednicama (Pester i sur.,
2012; Pjevac i sur., 2017). AMO Katalizira oksidaciju amonijaka u hidroksilamin (NH2OH),
nakon c¢ega hidroksilamin oksidoreduktaza (HAO) pretvara hidroksilamin u nitrit
(NHs*—>NH20H—NO> —NO3’), a navedeni enzim kodira gen hao.

Gen nxrB kodira B podjedinicu nitrit oksidoreduktaze (NXR), kljuénog enzima za
oksidaciju nitrita u drugom koraku nitrifikacije te predstavlja funkcionalni i filogenetski marker
za identifikaciju metabolicki raznovrsnih NOB (Pester i sur., 2012). Navedeni gen pronaden je
u raznim stani$tima kod veéine predstavnika roda Nitrospira, ali i kod Nitrococcus, Nitrobacter,
Nitrotoga, Nitrospina, Nitrolancea i Candidatus Nitromaritima (Slika 3) (Hou i sur., 2018).
Isto tako, gen nxrA kodira a podjedinicu NXR koja se ¢eSce koristi za identifikaciju roda
Nitrobacter i Nitrococcus, ali i razli¢itih vrsta roda Nitrospira, iako dodijeljivanje nxrA
sekvenci odredenim svojtama Nitrospira nije jo$ do kraja procijenjeno te se takvi rezultati
trebaju uzimati s oprezom (Lucker i sur., 2010; Daims i sur., 2015).

Comammox Candidatus Nitrospira inopinata (Ca. N. inopinata, in.o.pi.na'ta —
neocekivano, iznenadujucée) se razlikuje po niskoj identi¢nosti nukleotida od druge dvije
poznate comammox vrste Candidatus Nitrospira nitrosa i Candidatus Nitrospira nitrificans

(van Kessel i sur., 2015; Daims i sur., 2015). NOB Nitrospira posjeduju dvije do pet paralognih
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kopija gena nxrA i nxrB, dok Ca. N. inopinata ima samo jednu kopiju navedenih gena za
oksidaciju NO2". S druge strane, Ca. N. inopinata posjeduje homologe karakteristi¢nih enzima
bitnih za oksidaciju NH4* poput AMO i HAO. Za razliku od redoslijeda gena amoCAB kao u
AOM, Ca. N. inopinata posjeduje novi tip amoA gena koji pripadaju u posebnu amoA klasu A
i amoA Kklasu B unutar loze 11, a sluze kao njihov filogenetski marker. ,,Comammox* amoA geni
ne mogu se detektirati s klasi¢nim PCR pocetnicama za AOM amoA gene. Jedini hao gen kojeg
posjeduje ovaj comammox organizam kodira proteinski kompleks citokrom C koji u kona¢nici
nalikuje na istoimene komplekse pronadene u svim AOM. Sli¢no kao amoA, geni amoB i amoC,
kao i hao, spadaju u razli¢ite klase povezane s odgovaraju¢im homolozima AOM te medusobno
dijele zajednickog pretka. Prisutnost novih tipova AMO i HAO u comammox organizmima Koji
dijele zajednicko podrijetlo s istoimenim enzimima predstavnika AOM i NOB, ukazuje na
modularnu evoluciju dusSikovog ciklusa 1 daje mu dodatnu sloZenost u procesu nitrifikacije

(Daims i sur., 2015; Stein i Klotz, 2016; Pjevac i sur., 2017; Myrold, 2021).

2.3.2. Denitrifikacija

Denitrifikacija je proces redukcije NO2™ preko intermedijera poput dusikovog oksida
(NO) 1 didusikovog oksida (N20) u molekularni duSik u anoksi¢nim uvjetima
((NO3—=)NO2 —->NO—N20—N2) (Slika 2, reakcija 6A — D). Mikroorganizmi koji mogu
izvrsiti sve tri reakcije denitrifikacije s dodathom redukcijom NOz™ u NO2™ nazivaju se klasi¢nim
denitrifikatorima. Ipak, ve¢ina kemolitotrofnih bakterija i arheja sadrzava samo neke gene (nar,
nir, nor, nos) koji kodiraju enzime ukljucene u reakcije 5, 6A, 6B i/ili 6C (Slika 2). Stoga, ¢esto
takvi nepotpuni metaboli¢ki putevi mogu dovesti do ispustanja dusikovih staklenickih plinova
direktno u atmosferu i okoli$, kao $to su NO i N20 ili do neuspjeha u iscrpljivanju NOs
prisutnog u okolisu u velikim koncentracijama. Enzimi ukljuceni u reakcije denitrifikacije su
reduktaze sa pripadaju¢im supstratima: NO3z", NO2", NO i N20O.

Najces¢i predstavnici denitrifikatora su vrste roda Pseudomonas, Achromobacter i
Serratia te poznati predstavnici poput Thiobacillus denitrificans i Micrococcus denitrificans.
Isto tako, dokazano je da nekoliko eukariota ukljucujuci gljive i krednjake (foraminifere) mogu
reducirati NO2 ™ ili NOz~ u NO/N20 odnosno N (Stein i Klotz, 2016).

2.4. Pregled metoda primjenjivih u istraZivanjima mikrobne ekologije
Istrazivanje mikrobne raznolikosti u slatkovodnim i morskim sustavima, kao i

ekstremnim staniStima poput geotermalnih voda, izravno je povezano s upotrebom razli¢itih
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molekularnih metoda. Razvoj ovih metoda omogucuje detaljan uvid u sastav, raznolikost i
formiranje strukture mikrobnih zajednica prisutnih u razli¢itim tipovima okoliSa. Budu¢i da
metodama ovisnim o uzgoju nije bilo moguce opisati bioloSku raznolikost cjelokupne
zajednice, pronadeni su alternativni nacini identifikacije mikrobnih zajednica koje omogucuju
izdvajanje pojedinac¢nih stanica ili one kojima uspjesno mozemo kvantificirati i karakterizirati

raznolikost i metaboli¢ke funkcije mikroorganizama u okoliSu.

2.4.1. Molekularne metode

2.4.1.1. Izolacija i kvantifikacija okoliSne DNA

Izolacijom okolisne DNA (eDNA, engl. environmental DNA) odnosno izolacijom DNA
izravno iz organizama prikupljenih u okoliSu, umnazanjem gena od interesa (PCR, engl.
Polymerase Chain Reaction, engl. prijevod: lan¢ana reakcija polimerazom) te sekvenciranjem
omogucena je identifikacija organizama koji su dotad bili nepoznati (Slika 4). Drugim rije¢ima,
to je proces koji je omogucio zaobilaZenje tradicionalne identifikacije temeljene na uzgajanju
¢iste kulture. Mikroorganizmi su se poceli klasificirati na temelju sli¢nosti molekula poput
ribosomalne RNA. Takav proces prvi put se koristio za gen 16S rRNA koji je i danas ostao
najprimjenjeniji marker u identifikaciji strukture prokariotske zajednice. Koristi se zbog
njegove univerzalne prisutnosti u svim prokariotskim mikroorganizmima i dovoljne
konzerviranosti koja omogucuje usporedbe slicnosti 1 razlika izmedu svih skupina prokariota
(Fuhrman i Hagstrém, 2008). Sli¢na situacija odnosi se na identifikaciju strukture eukariotske
zajednice preko univerzalnog 18S rRNA gena ili na ITS regiju koja je vezana za identifikaciju
gljiva. Na taj nacin, razvojem metoda sekvenciranja odredenog gena ili odredene regije gena,
omogucen je detaljniji uvid u prokariotsku 1 eukariotsku bioraznolikost. Osim toga, sve brzim
usavrSavanjem tehnika sekvenciranja danas su omogucéene analize sve veceg broja okoliSnih
uzoraka u §to kra¢em vremenskom periodu s tisucama ocitanja (engl. reads) po uzorku, kao i
analize cjelokupnog genoma koji daju uvid u funkcionalne uloge i metabolizam zajednice
(Karst i sur., 2016).

Za kvantificiranje DNA moguce je koristiti osjetljiviju metodu poput kvantitativnog
PCR (gPCR, engl. quantitative PCR) u stvarnom vremenu. Ova tehnika je dorada klasi¢cne PCR
metode te se koristi za procjenu ukupne brojnosti primjerice svih bakterija i arheja pomocu
specifi¢nih pocetnica (Matsuda i sur., 2007). Isto tako, gPCR metoda dozvoljava procjenu

brojnosti mikroorganizama koji pripadaju specificnim funkcionalnim skupinama poput
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nitrifikanata uz pomo¢ pocetnica koji ciljaju kljucne funkcionalne gene kao $to su u slucaju
nitrifikanata amoA, nxrA i nxrB geni (Ge i sur., 2015).

Nadalje, odredivanje strukture zajednice provodi se metodama poput DGGE 1 TGGE
(engl. Denaturing/Temperature Gradient Gel Electrophoresis, engl. prijevod: elektroforeza u
gelu s denaturiraju¢im/temperaturnim gradijentom) (Muyzer, 1999) te T-RFLP (engl. Terminal
Restriction Fragment Length Polymorphism, engl. prijevod: Polimorfizam duljine krajnjih
restrikcijskih fragmenata) (Dunbar i sur., 2000) i FISH metodom (engl. Fluorescence In Situ
Hybridization, engl. prijevod: fluorescentna in situ hibridizacija) (Hu i sur., 2014). Sve
navedene metode zahtijevaju pocetni korak izolacije okoliSne DNA, dok je u slucaju FISH
metode potrebno fiksiranje mikrobnih stanica i filtracija uzoraka kroz filter odredene veli¢ine
pora (Hu i sur., 2014). U konaénici, metode poput qPCR, FISH, DGGE i T-RFLP ne
dozvoljavaju detaljniju identifikaciju pojedinih svojti unutar mikrobne zajednice, ve¢ samo

posrednu usporedbu sastava zajednice.

2.4.1.2. Metoda nove generacije sekvenciranja - Sekvenciranje
amplikona

Zadnjih nekoliko godina doslo je do razvoja metoda nove generacije sekvenciranja koje
omogucuju dobivanje velikog broja nukleotidnih sljedova istovremenim sekvenciranjem vise
uzoraka te posljedicno popunjavanje baza podataka (Karst i sur., 2016). Osim detaljnijeg
odredivanja organizama koji se nalaze u okoliSu, dobije se 1 uvid u njihovu zastupljenost.
Medutim, sekvenciranjem nove generacije potrebno je ograni€iti se na odredenu regiju gena.
Primjerice, 16S rRNA molekula sadrzava 9 varijabilnih regija oznacenih kao V1 — V9 (Van
den Peer, 1996). Budu¢i da NGS-om nije moguce dobiti cjelokupni nukleotidni slijed gena za
16S rRNA, najcesce se koriste V3 1 V4 regija za identifikaciju zajednice bakterija i arheja u
staniStu od interesa (Albertsen 1 sur., 2015). Takav pristup koji je omogucio napredak u
sekvenciranju identifikacijom bakterija i arheja te ¢itanjem njihovog 16S rRNA gena poput
koriStenja ,,otisaka prstiju” naziva se sekvenciranje amplikona 16S rRNA. Ista stvar je 1 sa
sekvenciranjem amplikona 18S rRNA koji se odnosi na identifikaciju eukariota. Prije
sekvenciranja amplikona, ciljani fragment DNA potrebno je umnoziti PCR metodom s ciljem
kloniranja gena od interesa pomocu termostabilnog enzima polimeraze te posljedi¢nim
dobivanjem dovoljnog materijala za analizu (Slika 4). Kona¢ni produkt nakon PCR metode je
zbirka sekvenciranja amplikona 16S rRNA/18S rRNA. Nakon pripreme zbirke amplikona 16S
rRNA/18S rRNA, slijedi korak sekvenciranja DNA za koji postoji viSe razlic¢itih strategija, a
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najprikladnijom se pokazala metoda platforme Illumina MiSeq. Ova metoda u jednom
sekvenciranju u trajanju od 56 h omogucuje analizu 50 000 ocitanja po uzorku te sekvenciranje
301 bp sa svakog kraja amplikona koji se tijekom obrade podataka spajaju do maksimalne
duzine od 550 bp (engl. paired-end sequencing, eng. prijevod: sekvenciranje uparenih krajeva)
(Albertsen i sur., 2015; Karst i sur., 2016).

Zbog moguceg dobivanja vece koli¢ine podataka poput nekoliko tisu¢a do nekoliko
stotina tisuc¢a nukleotidnih slijedova po uzorku, za obradu sirovih sekvenci potrebno je koristiti
softverske programe poput QIIME (Caporaso i sur., 2010), Mothur (Schloss i sur., 2009),
SILVANgs i UPARSE (Edgar, 2013). Ovi programi koriste neku od baza podataka sa 16S rRNA
nukleotidnim sljedovima za taksonomsku klasifikaciju poput SILVA (Quast i sur., 2013),
MiDAS (Mcllroy i sur., 2015), Greengenes (McDonald i sur., 2012) ili RDP (Cole i sur., 2014).
Za dodjelu taksonomije 18S rRNA nukleotidnim sljedovima koriste se baze poput PR? (Guillou
i sur., 2013), SILVA (Quast i sur., 2013) ili RDP (Cole i sur., 2014). Nakon bioinformaticke
obrade konacni rezultat je tablica varijanta sekvence amplikona (ASV, engl. amplicon sequence
variant). Svaki ASV ima dodijeljenu taksonomsku pripadnost i brojevnu vrijednost
(zastupljenost) u odredenom uzorku.

U zadnjem koraku, statistickoj analizi podataka u programskom jeziku poput R-a (R
Core Team, 2021), kona¢nom usporedbom pripadnika identificirane mikrobne zajednice,
njihovom kvantifikacijom u ukupnoj zajednici 1 utjecajem izmjerenih okoli$nih ¢imbenika
preko raznih multivarijatnih statistickih analiza 1 matematickih modela uzro¢nosti (engl.
causality models) te usporedbom s literaturom, moguée je donijeti zakljucke o strukturi
proucavanih zajednica, kao i 0 mogu¢im funkcionalnim ulogama pronadenih skupina (Slika 4).

Odabir statisti¢kih metoda za obradu podataka mikrobnih zajednica ovisi o specifi¢nim
ciljevima istrazivanja, prirodi i karakteristikama podataka koje posjedujemo ukljucujuéi vrstu
varijabli, raspodjelu podataka i prirodu veza izmedu varijabli. Alfa raznolikost poput
Shannonovog 1 Simpsonovog indeksa raznolikosti, kao i Chaol, pruza vazne informacije o
mikrobnoj zajednici poput brojnosti razli¢itih vrsta 1 heterogenosti ekosustava. Statisticke
metode poput PERMANOVA (engl. Permutational analysis of variance, engl. prijevod:
Permutacijska multivarijatna analiza varijance) i ANOVA (engl. Analysis of variance, engl.
prijevod: Analiza varijance) mogu se koristiti za testiranje statisticke zna€ajnosti izmedu
uzoraka, a parametarski i neparametarski ,,post hoc* statisticki testovi, koji se odabiru ovisno o
potrebama analize, koriste se za otkrivanje specifi¢nih razlika medu grupama. Multivarijatne
analize poput PCoA (engl. Principal coordinate analysis, engl. prijevod: Analiza glavnih

koordinata) i PCA (engl. Principal component analysis, engl. prijevod: Analiza glavnih
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komponenti) koriste se za vizualizaciju i razumijevanje prostornog rasporeda te varijabilnosti
medu podacima. Testovi korelacije, bazirani na Pearsonovom i Spearmanovom koeficijentu,
koriste se za mjerenje povezanosti izmedu testiranih varijabli ovisno o distribuciji podataka i
vrsti veze. Pazljiv odabir odgovarajucih statistickih metoda i testova kljucan je za dobivanje

pouzdanih rezultata i preciznih tumacenja o mikrobnoj zajednici.
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Slika 4. Osnovni koraci u mikrobnoj ekologiji pomocu sekvenciranja amplikona 16S rRNA

(preuzeto i prilagodeno prema: Karst i sur., 2016).

Ipak, za Sto to¢nije prikupljanje informacija o raznolikosti metaboli¢kog i funkcionalnog
kapaciteta mikrobne zajednice potrebno je baviti se cjelokupnim genomom, odnosno
metagenomikom (Su 1 sur., 2012). U metatranskriptomici, detaljnim proucavanjem okoliSne
mRNA dobiva se najto¢nija informacija o genskoj ekspresiji in situ (Poretski i sur., 2009; Simon
i Daniel, 2011), a najpreciznijom metodom za mjerenje metabolicke aktivnosti prouavanjem
raznolikosti i uCestalosti razli¢itih prisutnih proteina u zajednici smatra se metaproteomika
(Schenier 1 Riedel, 2010), koja ima veliki potencijal kao buduca glavna metoda za analizu
raznolikosti i aktivnosti mikrobne zajednice pri definiranju funkcija ekosustava, kao i za

njihove moguce promjene.

2.4.2. Metode temeljene na uzgoju
U proslosti se smatralo kako je moguce uzgojiti sve bakterije 1 arheje prisutne u okolisu
manipulacijom fizikalno-kemijskih uvjeta u laboratoriju i prilagodavanjem sastava podloga,

odnosno metodama kultivacije. Na taj nacin, omogucujuéi mikroorganizmima razmnoZzavanje
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u kontroliranom okruZenju za rast (mediju) i pod kontroliranim laboratorijskim uvjetima dolazi
do porasta kultura. Ako kultura sadrzava populacije razli¢itih mikroorganizama smatra se
mjeSovitom kulturom, dok se prisutnost samo jedne vrste mikroorganizama definira kao Cista
kultura. Uzgoj Ciste kulture je konacni cilj cijelog procesa kako bi se proucila fiziologija i
moguce funkcije odredene vrste od interesa. Prva istrazivanja prokariotskih zajednica, koja
datiraju iz 19. stoljeca, bazirala su se na uzgajanje Ciste kulture gdje je uzgoj odredene vrste u
kulturi bio potreban korak identifikacije prokariota (Fuhrman i Hagstrom, 2008).

Mikroorganizmi se mogu uzgajati na tri vrste medija: teku¢im, ¢vrstim i polucvrstim,
koje imitiraju okruzenje sli¢no prirodnom stani$tu mikroorganizama od interesa (sa sli¢nim
kemijskim sastavom). Osim toga, mediji moraju biti sterilni, odnosno bez prisutnog oblika
Zivota na mediju prije nacjepljivanja mikroorganizama (korak inokulacije) kako bi se izbjegle
mikrobioloske kontaminacije hranjivih podloga (Lagier i sur., 2015). Teku¢i mediji ili ,,bujoni*
ne sadrzavaju agar, a rast mikroorganizama moze se pratiti preko ,,opée zamuéenosti®
spektrofotometrijski i turbidimetrijski. Cvrsti mediji obi¢no se pripremaju kao agar plode u
prozirnim staklenim ili plasticnim cilindarskim zdjelicama (tzv. Petrijeve zdjelice). Medij za
rast sastoji se od nerazgranatog polisaharida agara (u koncentraciji od 2 % do 4 %) koji
omogucuje skrutnjavanje te hranjivih tvari potrebnih za uzgoj mikroorganizama. Osim S§to se
topi na 95 °C i stvrdnjava na 42 °C, agar ne pridonosi nikakvim hranjivim svojstvima te ne
sadrzi tvari koje bi mogle pospjesiti ili inhibirati rast mikroorganizama. Polucvrsti mediji, poput
Hugh-Leifson medija, manje se koriste, ali su korisni za demonstraciju pokretljivosti
mikroorganizama. Oni se dobivaju smanjenjem koncentracije agara na 0,2 % do 0,5 %
(Chauhan i Jindal, 2020).

Osim prema konzistenciji, mediji se dijele prema nutritivnoj komponenti na
jednostavne, sloZene i sinteticke (kemijski definirane) medije, pri ¢emu se sinteticki mediji
posebno koriste u istrazivacke svrhe. Svaka komponenta sintetickog medija dobro je poznata te
pripremljena od kemijski Cistih tvari kako bi se omogucio uzgoj Cistih kultura u asepticnim
uvjetima.

Za uzgoj mikroorganizama iz okoliSa, najceS¢e se koriste tekuce hranjive podloge
sastavljene od makro- i mikronutrijenata. Ovisno o koncentraciji (> 10 “* M), makronutrijentima
najéesée pripadaju C, N, H, O, S, P, Mg?" i K*, dok su mikronutrijenti (< 10 * M) Fe?*, Ca?",
Zn?*, Mo?*, Cu?*, Na* te odredeni vitamini i metaboli¢ki prekursori. Nutrijenti su potrebni za
sintezu stani¢nog materijala 1 energije, kao 1 za sintezu proizvoda metabolizma.
Mikroorganizme prema izvoru ugljika i energije mozemo podijeliti na fotoautotrofe,

kemoautotrofe, fotoheterotrofe 1 kemoheterotrofe (Tablica 2). Vec¢ina industrijskih
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mikroorganizama pripada kemoheterotrofima koji dobivaju energiju aerobnom respiracijom,
fermentacijom ili anaerobnom respiracijom. Stoga, izvor ugljika, koji je najbitniji element pri
izgradnji stani¢nih struktura, u procesima kultivacije moze biti anorganska ili organska tvar,
ovisno o vrsti mikroorganizma i metabolizmu stanice (Ivan¢i¢ Santek, 2020).

Osim kemijskih ¢imbenika poput sastava hranjive podloge i odgovaraju¢e pH
vrijednosti, za uspjesSan uzgoj mikroorganizama u kulturama potrebno je osigurati optimalne
fizikalne uvjete. Ovi fizikalni ¢imbenici ukljucuju temperaturu, aktivitet vode, osmotski tlak
podloge i svjetlost ukoliko je potrebna. Proces kultivacije mikroorganizama nije jednostavan,
Sto je ilustrirano Cinjenicom da tek nekolicina od 40 poznatih prokariotskih koljena ima
uzgojene predstavnike, a §to ujedno sugerira da je 99 % mikroorganizama prisutnih u okolisu
nemoguce uzgojiti standardnim metodama kultivacije (Su 1 sur., 2012). Sli¢no se moze re¢i i za
kultivaciju protista (eukariota), koji su opéenito manje istrazivani u usporedbi s prokariotima.
Poznavanje raznolikosti protista temeljilo se na vrlo malom broju uzgojenih sojeva i proucenoj
fiziologiji. Medutim, razvoj molekularnih metoda i razli¢itih nacina sekvenciranja omogucio je
otkrivanje novih vrsta protista, od kojih vecina jo§ uvijek nije uspjesno kultivirana (del Campo
i sur., 2013). Ove ¢injenice naglasavaju slozenost procesa kultivacije mikroorganizama i
potrebu za naprednijim metodama istrazivanja, kao $to je meta-genomika, transkriptomika ili
proteomika i ostale metode koje omogucuju prouCavanje mikroorganizama iz okoliSa u

njihovim prirodnim stani$tima, bez potrebe za uzgojem u laboratorijskim uvjetima.

Tablica 2. Podjela mikroorganizama prema izvorima energije i ugljika (preuzeto 1 prilagodeno

prema: Ivanci¢ Santek, 2020).

Fotoautotrofi Kemoautotrofi  Fotoheterotrofi Kemoheterotrofi
Izvor ugljika CO2 CO2 Organske tvari Organske tvari
Izvor Svjetlost Oksidacija Svjetlost Oksidacija
energije anorganskih tvari organskih tvari
(H2S, NH4*, Fe?")
Mikrobi Fotosintetski Neki prokarioti  Neki prokarioti  Mnogi prokarioti
prokarioti (npr. Sulfolobus)  (Rhodobacter, (Clostridium) i
(cijanobakterije), Chloroflexus) protisti
neki protisti
(mikroalge)
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2.4.3. Matemati¢ki modeli uzro¢nosti

Umjetna inteligencija (Al) veoma je bitna za primjenu i analizu velike koli¢ine podatka
u podruc¢jima drustvenih, prirodnih i tehnic¢kih znanosti, a ocekuje se da ¢e uskoro utjecati sve
vise na podrucja kao §to su medicina, agronomija, ekonomija i neke druge drustvene znanosti
(Jordan i Mitchell, 2015; Kurtanjek, 2021; Pichler i Hartig, 2023). Ova metodologija u podrucju
racunalnih znanosti razvijena je tijekom posljednjih 20 godina. Teorijska osnova je matematicki
slozena, no stalnim razvojem digitalizacije 1 podatkovne znanosti omogucilo se stvaranje
Microsoft programske podrSske naziva DoWhy (Sharma i Kiciman, 2021) s primjenom,
stimulacijom i razvojem modela te u kona¢nici grafickim prikazom kauzalnih dijagrama.

Kauzalnost se moze primijeniti u smislu modeliranja razli¢itih uzroka koji putem
razli¢itih kauzalnih mehanizama, imaju mnogo razli¢itih ucinaka (Baciu, 2023). Drugim
rijeima, pojam kauzalnosti definira se kao mjera uzroka kojom varijable X 1 Z utjecu na
varijablu Y (Slika 5) te isto tako kako promjene varijabli X i Z mogu biti uzrokom promjene
varijable Y. Kauzalnost ne predstavlja statisticki pojam, ve¢ se primjenjuje iskljucivo logicko
statisticko zakljucivanje za odredivanje mjere utjecaja. Isto tako, kauzalnost nije reverzibilna i
implicira na pretpostavke temeljno razli¢ite od korelacija, dok je statisticka korelacija izmedu
XiYiliZ1Y reverzibilna (Kurtanjek, 2021). U konacnici, kauzalnost se procjenjuje statisticki
iz izmjerenih podataka s promjenjivim uvjetima jer onaj sustav koji se analizira ¢esto nije
moguce odrzavati u potpuno kontroliranim uvjetima. U praksi, istrazivani sustavi su sloZeni s
velikim brojem varijabli od kojih ¢esto mnogo njih nije poznato i/ili mjereno, a razdiobe

gustoce vjerojatnosti nisu Gaussove ili nisu uopce poznate (Hitchcock, 2018; Kurtanjek, 2022).

Slika 5. Usmjereni neciklicki graf (DAG) za odredivanje kauzalnosti Y pod utjecajem
varijabli Z i X (preuzeto i prilagodeno prema: Kurtanjek, 2021).

Obicno se koriste prediktivni nelinearni Al modeli kao $to su duboke neuronske mreze

1 stabla odluc¢ivanja. Oni su mo¢ni prediktori, ali nemaju transparentnost i koriste se kao modeli
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"crne kutije” (engl. black box) (Ribeiro i sur., 2016; Kurtanjek, 2021; Rezi¢, 2022). Koriste se
analitickim funkcijama poput y = f (B ; x) + n, gdje n predstavlja slu¢ajnu pogresku modela i
podataka, a 3 jesu parametri modela (Kurtanjek, 2021).

S druge strane, za odredivanje postojanja kauzalne veze ¢esce se koriste matematicki
modeli s Bayesovim mrezama. Matematicki modeli su vrlo sloZeni i prikazuju brojne varijable,
stoga se ovaj alternativni model temelji na strukturnoj mrezi predstavljenoj kao usmjereni
neciklicki/acikli¢ki graf (DAG, engl. directed acyclic graph) (Diemer i sur., 2021; Kurtanjek,
2021; Rezi¢ 1 sur., 2022, Arif i Macneil, 2022). U slucaju ovog strukturnog kauzalnog modela,
pojedine varijable prikazane su kao ¢vorovi grafa (kruzi¢i), dok je smjer poveznice orijentiran
od uzroka prema posljedici (strelice) (Slika 5), a medusobne poveznice predstavljaju bridovi
koji ukazuju na pripadnu statisti¢ku povezanost (Kurtanjek, 2021; Baciu, 2023; Runge, 2023).
Isto tako, moguci je utjecaj jedne interferirajuce varijable (Z) istodobno na viSe drugih varijabli
(nauzrok X i posljedicu Y) (Slika 5). Zbog statisticke povezanosti izmedu varijabli Z i X dolazi
do stvaranja povratne nekauzalne asocijacije Sto bitno utje¢e na konac¢nu procjenu i ¢esto ima
za posljedicu pristrane zakljuc¢ke (Diemer i sur., 2021; Kurtanjek, 2021). Osnova ocjenjivanja
razdiobe vjerojatnosti varijabli u slozenim DAG mreZama s puno parametara je Markovljevo
svojstvo gdje je navedena razdioba zavisna o razdiobama roditeljskih varijabli. Drugim
rijeCima, odredena varijabla kauzalno je odredena s jednom ili viSe roditeljskih varijabli
(Kurtanjek, 2022). Ono $to se mora uzeti u obzir je da statistiCka procjena B u sloZenim

sustavima, u bilo kojem tipu modela, moZe biti podloZna pristranosti 1 velikim pogreskama

(Kurtanjek, 2021).

2.4.3.1. Primjena modela uzro¢nosti u mikrobnoj ekologiji
Prikupljanje, obrada 1 interpretacija podataka kljuéni su za ekoloSka istraZivanja i za
pracenje bioloske raznolikosti. Ove nove metode omogucuju brzu i preciznu analizu podataka
s razli¢itih senzora i kamera, a algoritmi dubokog ucenja mogu automatski prepoznati,
prebrojati i Klasificirati vrste na temelju digitalnih slika i videa. Za izradu prediktivnih modela
putem matematickih modela kauzalnosti potreban je velik broj podataka i dugoro¢no pracenje
sustava, kao Sto je napravljeno na primjeru sjevernog Jadrana koji se neprestano istrazuje vec
dugi niz godina (1965. — 2015.). U ovom slucaju, predikcije modela ukazale su na moguce
povecanje temperature ¢ak do 6 °C te porast razine mora do 40 cm $to upozorava na ozbiljne
posljedice u buduc¢nosti (Kurtanjek, 2022). Osim planktona, ostala dosadasnja istrazivanja
ukljucuju primjere modela u analizi riba, razli¢itog oneciS¢enja i ciklusa nutrijenata (Solvang i
Subbey, 2019; Goodwin i sur., 2022).
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U mikrobnoj ekologiji, primjer observacijskog kauzalnog istrazivanja zapoceo bi
prikupljanjem informacija o produktivnosti ekosustava, ukljucujuéi brojnost i raznolikost vrsta
(bioticki faktori) i fizikalno-kemijska svojstva stanisSta (abioticki faktori). Na temelju tih
informacija, pomoc¢u kauzalnog grafa (DAG) mogle bi se otkriti izravne uzro¢ne veze
bioraznolikosti i produktivnosti ekosustava koje su uzrokovane mnogim ¢imbenicima. Ovo se
razlikuje od jednostavnih mjera korelacije koje mogu sugerirati samo djelomi¢no na kauzalni
ucinak bioraznolikosti na produktivnost. U tom smislu, modeli kauzalnosti mogu donijeti
odredene prednosti u odnosu na eksperimente koji su ¢esto skupi i potencijalno neeticni. Osim
toga, mogu pridonijeti lak§em odabiru uvjeta uzgoja u postupku kultivacije te ponekad pruziti
korisne informacije jer se eksperimentalni zakljucci ne mogu bas uvijek generalizirati na

prirodne ekosustave (Runge, 2023).

2.5. Biotehnoloska primjena termofila

Zahvaljujuci kontinuiranim istrazivanjima znanstvenika, ekstremofilni
mikroorganizmi, posebice termofili, postali su iznimno vrijedni u razli¢itim biotehnolo§kim
podru¢jima. Posebno su znacajni jer mogu obavljati biotehnoloske procese pri iznimno visokim
temperaturama koje nisu podnosljive za mezofile, mikroorganizme koji preferiraju umjerene
temperature. Njihova sposobnost aktivnosti 1 stabilnosti enzima pri poviSenim temperaturama
¢ini ih izuzetno korisnima za razgradnju sloZenih organskih spojeva i biootpada (Cai i sur.,
2020), u tehnologiji obrade vode (bioremedijacija), gdje su primijenjeni za uklanjanje Stetnih
tvari iz vodnih sustava (Muter, 2023) te u procesima bioloske kontrole pri suzbijanju Stetnih
organizama u poljoprivredi (Mehetre i sur., 2021). Isto tako, njihova sposobnost proizvodnje
metabolita i enzima, poput amilaza, celulaza, esteraza/lipaza, lakaza, proteaza i superoksid
dismutaza, korisnih u farmaceutskoj, prehrambenoj i drugim tipovima industrije pridonosi
njihovoj vaznosti (Singh, 2011; Sharma i sur., 2012; Atalah i sur., 2019; Bala i Singh, 2019).

2.5.1. Obrada otpadnih voda

Brza industrijalizacija, intenzivna poljoprivreda i urbanizacija dovode do sve ceSceg
stvaranja voda koje sadrze nepoZzeljne koncentracije onecis¢ujucih tvari. Otpadnim vodama se
smatraju sve vode sa promijenjenim bioloskim, kemijskim ili fizikalnim svojstvima zbog unosa
oneciS¢enih tvari poput nitrata, fosfata, olova, zive, arsena, kadmija, detergenata, boja,
organskih tvari, pesticida, policiklickih aromatskih ugljikovodika, poliklorbifenila i hlapivih

organskih spojeva. Takve vode nastaju kao produkt poljoprivrednih aktivnosti, povrSinskog
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otjecanja te aktivnosti iz industrije ili ku¢anstva. Primjerice, nakupljanje spojeva poput dusika
1 fosfora moze utjecati na porast algi i drugih vodenih biljaka, $to za posljedicu ima smanjenje
kisika te dovodi do ugibanja Zivota u vodenim tijelima, a sami proces naziva se eutrofikacijom
(Crini i Lichtfouse, 2018).

Jedna vrsta otpadnih voda su procjedne vode koje nastaju tijekom kompostiranja.
Kompostiranje se istiCe kao ekoloski prihvatljiv i1 ucinkovit postupak upravljanja
biorazgradivim otpadom, koji transformira neupotrebljiv materijal u vrijedan kompost, a
temelji se na kontroliranom aerobnom bioloSkom razlaganju organske tvari pri ¢emu nastaje
humus — kompost. U samom procesu kompostiranja dolazi do povisenja temperature (USDA,
2010), a tijekom kompostiranja, posebice kada se govori o kompostiranju industrijskih
razmjera, generiraju se znacajne koliCine procjedne vode koje mogu sadrzavati razlicite
supstance s potencijalno $tetnim u¢inkom na okoli$. Pri prirodnoj razgradnji procjednih voda
ne dolazi do poviSenja temperature, kao u samom procesu kompostiranja (He i sur., 2015;
Mokhtarani i sur., 2015).

Procis¢ivanje otpadnih voda je izuzetno vazno zbog smanjenja organskih tvari prisutnih
u okoliSu. Proces procis¢ivanja otpadnih voda sastoji se od 5 uzastopnih koraka od kojih svaki
korak ima svoju svrhu obrade te uklanja specifi¢na oneciS¢enja: 1) fizikalna (prethodna) obrada,
2) primarna (fizikalno-kemijska i kemijska) obrada, 3) sekundarna (kemijska i bioloska)
obrada, 4) zavr$na tercijarna (fizikalna i kemijska) obrada i 4) obrada nastalog mulja. Obradene

vode time postaju bezopasne za cijeli okoli§ (Crini i Lichtfouse, 2018).

2.5.1.1. Sekundarna obrada otpadnih voda - bioremedijacija

Bioloski postupci prociS¢avanja otpadnih voda u anaerobnim ili aerobnim uvjetima, gdje
se procesom biorazgradnje sloZeni organski spojevi transformiraju u jednostavnije spojeve uz
djelovanje mikroorganizama naziva se bioremedijacijom. Dvije glavne metode bioremedijacije
ukljucuju biostimulaciju i bioaugmentaciju. Biostimulacija ukljucuje podeSavanje ¢imbenika
okoline s ciljem aktivacije autohtonih mikroorganizama u sustavu na razgradnju onecis¢ujucih
tvari te se smatra isplativom, ekoloski prihvatljivom te naju¢inkovitijom tehnikom obrade. S
druge strane, u slucaju da autohtone vrste nisu dovoljno brze ili sposobne za odvijanje procesa
bioremedijacije, dodavanjem drugih specificnih vrsta mikroorganizama, odnosno
bioaugmentacijom, moze se doprinijeti biorazgradnji sloZenih onecis¢ujucih tvari (Goswami i
sur., 2018). U bioaugmentaciji najéeSce se koriste bakterijske kulture bogate vrstama roda
Bacillus, Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Klebsiella i Streptomonas, a dodavanje

identificiranih kultura u sustav naziva se visokospecificnom bioaugmentacijom (Wang i sur.,

28



Maja Mitrovié¢ Doktorska disertacija

2009). Nespecificna bioaugmentacija podrazumijeva dodavanje kultura u sustav bez prethodne
identifikacije. Dodane kulture mogu biti klasificirane kao autohtone ili egzogene. Autohtonim
kulturama se smatraju mikroorganizmi izdvojeni iz oneciS¢enog tla ili voda, uzgojeni u
optimalnim uvjetima te ponovno uneSeni u zagadeno podrucje, dok egzogenim kulturama
pripadaju mikroorganizmi izolirani iz drugog tipa staniSta, uzgojeni u njima optimalnim
uvjetima te potom uneSeni u oneciséeni sustav (Wang i sur., 2009; Goswani i sur., 2018).

U procesima smanjenja koncentracije prisutne onecis¢ujuce tvari, kljuénu ulogu imaju
razne nitrificiraju¢e 1 denitrificiraju¢e bakterije 1 arheje za odvijanje istoimenih procesa
(Holmes i sur., 2019), poput nitrifikanata AOM kojima pripadaju rodovi poput Nitrosococcus,
Nitrosomonas, Nitrosopumilus, ali i NOB poput Nitrococcus, Nitrobacter, Nitrospira i
Nitrospina (Slika 3). Isto tako, osim §to su korisne u proizvodnji biogoriva, mikroalge mogu
posluziti u bioremedijaciji uklanjajuéi visak nitrata i fosfata poput vrsta roda Tribonema (Cheng
i sur., 2019; Wang i sur., 2019). S druge strane, denitrifikaciju u postrojenjima obavljaju rodovi
poput Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Flavobacterium i mnogi drugi (Rodriguez-
Caballero i sur., 2013). Otkri¢e novog procesa kao §to je potpuna nitrifikacija preko comammox
organizama, s rodom Nitrospira kao jedinim predstavnikom, u usporedbi s klasi¢cnom
nitrifikacijom nosi mnoge industrijske prednosti. Tijekom bioremedijacije, odvijanje procesa
potpune nitrifikacije rezultira manjom emisijom staklenickih plinova. Comammox organizmi
koncentracije hranjivih tvari 1 kisika te su metabolicki raznovrsniji za razliku od AOM i NOB
(Slika 6) (Daims i sur., 2015, Koch i sur., 2018, Maddela i sur., 2022).

Termofili imaju brojne prednosti koje bi se mogle iskoristiti u procesima bioremedijacije.
Zbog Zivota u ekstremnim uvjetima koji je doveo do razvoja razliCitih strategija prilagodbe 1
tolerancije, termofili mogu ponuditi $irok spektar novih uvjeta poput oksidacije i redukcije
duSikovih 1 sumpornih spojeva, poboljSane solubilizacije metala i ucinkovitu sposobnost
razgradnje organske tvari pri visokim temperaturama te time unaprijediti dosadasnje procese
bioremedijacije (Cai i sur., 2020; Danilova i Sharipova, 2020; Mir i sur., 2021).

U literaturi se termofilna obrada otpadnih voda obi¢no odnosi na procese obrade pri
temperaturama u rasponu od 45 do 70 °C. Medutim, postoje i termofili koji rastu pri nizim
temperaturama, a ¢esto se nazivaju fakultativnim termofilima (< 50 °C). S obzirom na to da je
za mezofilne bakterije koje se inace koriste u proc¢iS¢avanju otpadnih voda optimalan raspon
pitanje: moze li do¢i do barem male aktivnosti termofila pri nizim (mezofilnim) temperaturama

obrade vode i u kojoj mjeri? Svakako, rast i aktivnost termofila i njihovih enzima se usporavaju
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pri nizim temperaturama. Iako su ve¢ uvelike proucene razlike, prednosti i nedostaci termofilnih
i mezofilnih mikroorganizama, vazno je istraziti moguénost termofila da ipak doprinesu
bioloskoj obradi otpadnih voda pri uobi¢ajenim mezofilnim temperaturama, koje se koriste u
Zivotnim uvjetima moze im pruziti potencijalne prednosti u ovom kontekstu te stoga zasluzuju
daljnju paznju i istrazivanje s ciljem odrzavanja ekonomicnosti i postizanja vece efikasnosti u

navedenim procesima (Metcalf i Eddy, 2003).

Visok afinitet za supstrate

GOMAMMO*

— NH; amoA
Oligotrofan nacin Zivota
A0B uetl
E N 0 l’yb I'ao ure Tolerancija na stres
© 2
wos e (=
”’MBCDE Uklanjanje
= N03- Geneti¢ki mikropolutanata

potenci) al Laksa prilagodljivost

Metaboli¢ka raznovrsnost reaktorima

Slika 6. Prednosti comammox organizama u procesima bioremedijacije (preuzeto i

prilagodeno prema: Maddela 1 sur., 2022).
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3. MATERIJALI I METODE
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Ovo istrazivanje podijeljeno je u tri faze, od kojih je prva faza objavljena kao samostalni
znanstveni rad (Mitrovi¢ i sur., 2022).

Prva i1 druga faza istrazivanja ukljucuju identifikaciju mikrobne zajednice prokariota i
eukariota koriStenjem visoko-proto¢ne metode sekvenciranja mikrobne DNA na 19 (prokarioti)
odnosno 14 (eukarioti) najvaznijih geotermalnih lokaliteta, ve¢inom smjesStenih u srediSnjoj i
isto¢noj Hrvatskoj. Prokariotska zajednica istrazivala se tijekom tri sezone uzorkovanja u jesen
2019., proljece 2020. i jesen 2020. godine, dok se eukariotska zajednica istrazivala tijekom
jeseni 2020. godine. Sezonsko in situ mjerenje parametara te razli¢ite laboratorijske metode
koriStene su za odredivanje abioti¢kih faktora koji utje¢u na oblikovanje strukture mikrobnih
zajednica te za utvrdivanje postojanja prostorno-vremenskih razlika.

U tre¢oj fazi istraZivanja provedene su metode prikladne za uzgoj prokariotskih
ekstremofilnih mikroorganizama koji sudjeluju u procesu nitrifikacije kao Sto su amonij-
oksidiraju¢e arheje (AOA), amonij-oksidiraju¢e bakterije (AOB), nitrit-oksidiraju¢e bakterije
(NOB) i comammox organizmi (engl. complete ammonia oxidizers, engl. prijevod: potpuni
oksidanti amonijaka). Na temelju prikupljenih rezultata u prvoj fazi istraZivanja, odabrane su
tri lokacije geotermalnih voda za analizu mikrobnih zajednica koji sudjeluju u ciklusu dusika.
Takoder, u ovoj fazi istrazivanja testirana je i mogucnost bioloske obrade procjedne vode
biootpada s uzgojenim kulturama kao jedna od moguéih biotehnoloskih primjena

mikroorganizama iz geotermalnih voda Hrvatske.

3.1. Podrudje istrazivanja i uzorkovanje

Ukupno 19 geotermalnih lokaliteta (13 buSotina i 6 izvora) odabrano je za sezonsko
prikupljanje uzoraka i terenska mjerenja. Odabrani lokaliteti ve¢inom su smjesteni u srediS$njoj
i isto¢noj Hrvatskoj te sjevernom dijelu primorske Hrvatske (Slika 7). Uzorci vode za analizu
mikrobne zajednice prikupljeni su sa 13 razlicitih lokaliteta u jesen 2019., proljece 2020. 1 jesen
2020. kako bi se istraZila sezonska dinamika i stabilnost zajednice geotermalnih voda. Dodatnih
6 lokaliteta uzorkovani su samo u jesen 2019. i jesen 2020., buduéi da uzorkovanje u proljece
2020. nije bilo moguée zbog epidemioloSke situacije uzrokovane COVID-19 virusom.
Prosjec¢ni prinos i dubina busotina prikazani su u Prilogu 1, kao i vrsta trenutnog iskoristavanja

uzorkovanih geotermalnih voda.
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Bosna i Hercegovina

Lokaliteti

1 Jezeréica (JEZ)

2 Krapinske toplice (KRA)
3 Svetojanske toplice (SJA)
4 Stubicke toplice (STU)
5
6
7

Skupina 1

Topusko (TOP)
Tuheljske toplice (TUH)
Varazdinske toplice (VAR)

8 Toplice Sv. Martin (SVM)

9 Zagreb Blato (ZGB)

10 Zagreb Mladost (ZGM)

11 Daruvarske toplice - Antunovo vrelo (AVD)

12 Daruvarske toplice - D1 (D1D)

13 Daruvarske toplice - Ivanovo vrelo (IVD)

14 Lipicke toplice (LIP)

15 Bizovacke toplice (BIZ)

16 Bosnjaci (BOS)

17 DPakovacka Breznica (DAB)

18 Istarske toplice (IST)

19 Kreéaves (KRE)

Skupina 4 Skupina 3 Skupina 2

Glavni grad: \
Zagreb N

60km /

Slika 7. Polozaj istrazivanih geotermalnih voda s geoloskim podru¢jima Hrvatske, njihovim
op¢im geotermalnim svojstvima i skupinom vodonosnika. Karta je generirana pomocu

softvera QGIS 3.14.

Uzorkovani lokaliteti podijeljeni su u cetiri skupine prema kombinaciji geografskog
polozaja 1 hidrokemijskim uvjetima te geoloskim 1 hidrogeoloskim svojstvima geotermalnih
vodonosnika (Slika 7). Skupina 1 ukljucuje veéinu geotermalnih lokaliteta - specijalnih bolnica
smjeStenih u sjeverozapadnom i srediSnjem dijelu podrucja istrazivanja: Jezercica (JEZ),
Krapinske toplice (KRA), Svetojanske toplice (SJA), Stubicke toplice (STU), Topusko (TOP),
Tuheljske toplice (TUH) i Varazdinske toplice (VAR). U Skupinu 2 spadaju Toplice sveti
Martin (SVM) koje se nalaze na podru¢ju Medimurja i lokaliteti smjeSteni u Zagrebu: Mladost
(ZGM) 1 Blato (ZGB). Skupina 3 sadrzava izvore Antunovo vrelo (AVD), Ivanovo vrelo (IVD)
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1 buSotinu Marijino vrelo (D1D) koje pripadaju Daruvarskim toplicama smjeStenih unutar
Julijevog parka te buSotinu iz Lipickih toplica (LIP). Ove toplice, medusobno udaljene manje
od 30 km, specijalne su bolnice, smjestenc izmedu Ilovske depresije i zapadnih obronaka
Papuka. U Skupini 4 zastupljeni su lokaliteti iz isto¢nog dijela istrazivanog podrucja: Bizovacke
toplice (BIZ), poznate terme smjeStene u OsjeCko-baranjskoj Zupaniji i buSotina Bo$njaci
(BOS) ¢ija se termalna voda iskoriStava za grijanje staklenika i hidroponski uzgoj tvrtke RURIS
d.o.o., vodeceg proizvodaca rajCica. Tri uzorkovana geotermalna lokaliteta nisu svrstani u
nijednu gore spomenutu skupinu vodonosnika, a to su Pakovacka Breznica (DAB), Krecaves
(KRE) te Istarske toplice (IST) koje su u statistickim analizama tretirane kao pojedinaéni uzorci.
Pakovacka Breznica naselje je smjesteno na sjevernim padinama Dilja u Slavoniji, 22 km
zapadno od grada Pakova (Slika 7) koje sadrzava relativno hladnu vodu obogac¢enu sumpornim
spojevima. Preostala dva lokaliteta IST i KRE takoder su oboga¢ena sumporom, pri ¢emu se
IST nalazi u sjevernom dijelu primorske Hrvatske, dok se KRE nalaze 25 km sjeverno od
Zagreba u istoimenom selu Krecaves. BuSotina uzorka KRE, poznatija u narodu kao terme
Jokobanja, nalazi se na mjestu okruzenom poljoprivredno obradivim podru¢jima.

Uzorci vode prikupljeni su u sterilne PET boce za analizu mikrobne zajednice i sterilne
polikarbonatne (PC) boce za karakterizaciju kemijskih parametara. Budu¢i da su sve busotine
bile u aktivnoj upotrebi (Prilog 1), voda je uzorkovana iz ventila na glavi svake busotine, dok
su izvori uzorkovani izravno s mjesta gdje voda istjece iz podzemlja. Za analizu mikrobne
zajednice, ukupno 51 uzorak vode filtriran je peristaltiCkom pumpom (Master flex L/S pumpa
i kontrolor brzine, 6-600 rpm, 180 VDC, 0,1 HP model 07559/07, Cole-Parmer) na
polikarbonatni filter veli¢ine pora 0,22 um (Whatman Nuclepore Track-Etch membrana,
promjer 47 mm, Njemacka) do zasi¢enja (volumen naveden u Prilogu 1), a filteri su pohranjeni

na temperaturi od - 80 °C do daljnje obrade.

3.2. Mjerenje i odredivanje abioti¢kih parametara

Prije uzorkovanja, pomo¢u multi-parametarske WTW sonde (tvrtka WTW, Njemacka)
mjereni su in situ sljede¢i fizikalni parametri: elektriéna vodljivost (EC, engl. electrical
conductivity) s precizno$¢éu + 1uS/cm, otopljeni kisik u vodi (O2) s preciznos¢u + 0,1 mg/L ,
pH vrijednost s precizno$¢u + 0,01 i temperatura vode (°C) s preciznos¢u + 0,1 °C. Isto tako,
na terenu su izmjerene koncentracije sumporovodika (H2S) u vodi koristeci reagense sulfida 1
i 2 prema kolorimetrijskoj USEPA metilen-modro metodi pomoc¢u spektrometra (HACH
DR3900, Colorado, SAD), kako je navedeno u DR  prirucniku 1

(https://www.hach.com/assetget.preuzimanje.jsa?id=7639983902). Otopljene koncentracije
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kationa (Na*, NH4") te aniona (CI-, NOs", SO+*) mjerene su ionskom kromatografijom (Dionex
ICS-6000 DC, Kalifornija, SAD). Koncentracije silicija kao SiO2 izmjerene su
kolorimetrijskom metodom na spektrometru (tvrtka HACH DR3900, Colorado, SAD) prema
DR  priruéniku 2 (https://www.hach.com/asset-get.download-en.jsa?id=7639983731).

Koncentracija ukupnog dusika (TN, engl. Total Nitrogen) mjerena je metodom persulfatne
digestije na spektrometru (HACH DR 1900, Colorado, SAD) prema DR priru¢niku 3

(https://www.hach.com/asset-get.download-en.jsa?id=7639983804). Uzorci vode za mjerenje

otopljenog organskog (DOC, engl. dissolved organic carbon) i anorganskog ugljika (DIC, engl.
dissolved inorganic carbon) filtrirani su na terenu kroz membranski filter veli¢ine pora 0,45
pum te analizirani u laboratoriju pomocu analizatora za odredivanje ugljika u teku¢im uzorcima
(HACH QbD1200, Colorado, SAD). Za DOC analizu, prvo se uklonio DIC (pretvoren u CO2 i
isparen) dodatkom HzPOa.

Sve navedene analize obavljene su unutar 24 h od odradenog terena prema gore
navedenim metodama u Hidrokemijskom laboratoriju na Hrvatskom geoloSkom institutu u

Zagrebu.

3.3. lzolacija DNA, umnazanje PCR-om, sekvenciranje amplikona i bioinformaticka
obrada podataka

Ukupna genomska DNA izolirana je iz 51 uzorka DNeasy PowerWater kitom (Qiagen
GmbH Hilden, Njemacka) prema uputama proizvodaca. 1zolirana i procis¢ena DNA bila je
pohranjena na - 80 °C do njenog daljnjeg koriStenja.

Izolirana DNA koriStena je za PCR umnazanje hipervarijabilne V4 regije gena, koja
kodira 16S rRNA, koriStenjem univerzalnog para pocetnica za identifikaciju prokariota 515F
(5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3) (Parada i sur, 2015) i 806R (5-
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3") (Apprill i sur.,, 2015). Takoder, umnozena je
hipervarijabilna V9 regija gena, koja kodira 18S rRNA, koriStenjem univerzalnih pocetnica za
identifikaciju eukariota 1391F (5'-GTACACACCGCCCGTC-3") (Lane, 1991) i EukB (5'-
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3") (Amaral-Zettler i sur., 2009). Umnazanje DNA
PCR-om provedeno je dodavanjem 3 pl izolirane DNA u konaéni volumen od 25 ul za
umnazanje dijela 16S rRNA gena koji je sadrzavao 5 pl High Phusion HF pufera (New England
BioLabs, Velika Britanija), 1,25 pl svake 10 uM pocetnice, 0,5 pl 10mM dNTP-a (New
England BioLabs, Velika Britanija) i 0,25 pl Phusion High-Fidelity DNA polimeraze (New

England BioLabs, Velika Britanija). Ostatak volumena sacinjavala je ultra ¢ista PCR voda. Na
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isti nacin, provedeno je i PCR umnazanje dijela 18S rRNA gena samo u duplom volumenu (50
ul). Kako bi se smanjile pogreske PCR reakcija, pripremljene su tri PCR reakcije po uzorku
(triplikati) i objedinjene u jedan uzorak prije sekvenciranja (75 pl za prokariote, 150 ul za
eukariote). Uvjeti PCR umnazanja dijela 16S rRNA gena bili su: poCetna denaturacija (94 °C,
3 min), 30 ciklusa denaturacije (94 °C, 45 s), sparivanje pocetnica (52 °C, 60 s), produljenje
lanca (72 °C, 90 s) i kona¢no produljenje lanca (72 °C, 10 min) (Pjevac i sur., 2021). Protokol
PCR umnazanja dijela 18S rRNA gena preuzet je sa stranice ,,Earth Microbiome project*

(https://earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/18s/) uz nekoliko manjih izmjena, a

uvjeti su bili: pocetna denaturacija (95 °C, 5 min), 30 ciklusa denaturacije (94 °C, 30 s),
sparivanje pocetnica (57 °C, 45 s) te produljenje lanca (72 °C, 1 min) i kona¢no produljenje
lanca (72 °C, 2 min).

Uz pomo¢ ultra Ciste PCR vode kao negativne kontrole, izmjerena je izolirana
koncentracija DNA na nanofotometru (NanoPhotometer, N60/N50, IMPLEN, Njemacka) ili na
Qubit 4 fluorometru (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, SAD). Gel elektroforezom na 1
% agaroznom gelu u TAE (tris-acetat-EDTA) puferu te s fluorescentnom bojom za gel (SYBR
Safe DNA Gel Stain, Invitrogen, ThermoFisher scientific, SAD) provjerena je duZina dobivenih
amplikona u PCR reakciji. Tijekom gel elektroforeze, na gel su dodani: referentna DNA
ljestvica duljine 1 kb (New England BioLabs, Velika Britanija) i negativna kontrola.

Osim §to su bili umnoZeni, svi uzorci 16S rRNA 1 18S rRNA gena bili su barkodirani,
proc¢i$ceni, normalizirani i pripremljeni za sekvenciranje (paired-end sequencing) kako je
detaljno opisano u Pjevac i sur. (2021). Svi V4 amplikoni i V9 amplikoni iz eksperimenta s
procjednom vodom biootpada sekvencirani su na Illumina MiSeq platformi (V3, 600 ciklusa)
u Sredi$njoj Mikrobiom Ustanovi Medicinskog sveucilista u Becu (JMF, engl. Joint
Microbiome Facility of the Medical University of Vienna). V9 amplikoni iz druge faze
istrazivanja sekvencirani su na Illumina NextSeq platformi u tvrtki za sekvenciranje (SeqlT
GmbH & Co. KG, Kaiserslautern, Njemacka).

Bioinformati¢ka obrada sirovih sekvenci 16S rRNA i 18S rRNA gena sekvenciranih na
[llumina MiSeq platformi ukljucivala je analizu valjanih sekvenci koriste¢i zadane parametre
FASTQ procedure (BaseSpace, Illumina). Sirove sekvence 18S rRNA gena sekvencirane na
[llumina NextSeq platformi analizirane su koriStenjem protokola prema QIIME2 platformi (v.
2019.10, Caporaso i sur., 2010). Iz sirovih sekvenci iskljuéeni su PhiX sljedovi koji pripadaju
virusima pomo¢u BBDuk alata (BBTools, Bushnell B, sourceforge.net/projects/bbmap). Uzorci
su demultipleksirani uz pomo¢ paketa demultiplex (Laros JFJ, github.com/jfjlaros/demultiplex)

ili cutadapt (v. 2.6., Martin, 2011). Sekvence su filtrirane prema Phred koeficijentu kvalitete
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od 30 (99,9 %) te skracene za duzinu barkodova, adaptera i pocetnica koriste¢ci BBDuk alat ili
cutadapt (v. 2.6., Martin, 2011). ASV tablica stvorena je koriste¢i standardni protokol iz paketa
DADA2 (v. 1.10.0. /v. 1.20.0., Callahan i sur., 2016a; Callahan i sur., 2016b) u R-u (v. 4.1.1.,
R Core Team, 2021) te je sadrzavala referentne sekvence grupirane na 99 % sli¢nosti. Na kraju,
ASYV tablici dodijeljena je pripadajuca taksonomija koristenjem SILVA baze podataka (Ref NR
99 release 138.1) za sekvence 16S rRNA, a koristenjem PR? baze podataka (v 4.13, Guillou i
sur., 2013) za sekvence 18S rRNA preko SINA Klasifikatora (v 1.6.1., Pruesse i sur., 2012).

3.4. PCRu realnom vremenu (QPCR, engl. quatitative/real-time PCR)

Na uzorcima geotermalne vode i kultura provedeni su gPCR testovi za kvantifikaciju
broja gena AOA amoA, AOB amoA, comammox A amoA, comammox B amoA, nxrA, nxrB i
515-806 V4 regije.

Testovi su provedeni za svaki uzorak u triplikatu s negativnim (ultra Cista voda) i
pozitivnim (standardima 107 — 10%) kontrolama koristenjem sustava Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad,
Kalifornija, SAD). KoriSteni standardi napravljeni su od umnoZenih gena PCR metodom iz
okolisnih uzoraka (96-Well Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija,
SAD). Nakon toga, PCR produkti su prema uputama proizvodaca proc¢iséeni kitom (OneStep
PCR Inhibitor Removal kit, Zymo Resarch, Kalifornija, SAD), spojeni ligazom s PCR4-TOPO
plazmidom (Invitrogen, Massachusetts, SAD) te transformirani u XL1-Blue Competent stanice
(Agilent, Santa Clara, Kalifornija, SAD). Nakon detekcije pozitivnih klonova ,,colony*“ PCR
metodom s M13 pocetnicama, plazmidi su izolirani s QIAprep Spin Miniprep kitom (Qiagen,
Kalifornija, SAD) i potom sekvencirani Sanger metodom. Koncentracije izoliranih plazmida
izmjerene su na Qubit 4 fluorometru koji su se kasnije tijekom gPCR testova koristili kao
standardi. U standardnoj krivulji koristio se broj kopija Zeljenih gena u rasponu od 107 do 10,

UmnaZanje Zeljenih gena u qPCR reakcijama provedeno je kombinacijom 10 pl 1x Sybr
Green Supermix (Sso Advanced, Bio-Rad, Kalifornija, SAD), 0.5 ul (10 uM) pocetnica, 3 pl
DNA te dodavanjem 6 ul ultra ¢iste vode do ukupnog volumena od 20 ul. U Tablici 3. navedeni
su detalji o poCetnicama i qPCR uvjeti pojedinih gena.

Statisticka analiza qPCR rezultata provela se u R sucelju. Kona¢ni brojevi kopija
funkcionalnih gena od interesa po litri uzorka geotermalne vode dobiveni su na na¢in mnoZenja
dobivenog broja gena s volumenom eluirane DNA (ul) i faktorom razrijedenja qPCR uzoraka
dijeljeno s ukupnim volumenom vode koja je prosla kroz filter iz kojeg se izolirala DNA. Osim

toga, da bi se prikazala to¢nija koncentracija gena od interesa naspram ukupne zajednice
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bakterija i arheja, prethodno dobiveni rezultati broja kopija funkcionalnih gena su dijeljeni s
brojem kopija gena ukupne zajednice prokariota dobivene kvantifikacijom 515 — 806 regije 16S
rRNA gena. Stoga, dobiveni rezultati prikazuju koli¢inu gena od interesa naspram ukupne
zajednice arheja i bakterija. Dobivene kopije funkcionalnih gena gPCR reakcijom u uzorcima
kultura odnose se na volumen od 100 ml po uzgojenoj kulturi te prikazuju stvarnu sliku
dvogodisnjeg uzgoja.

Dobiveni qPCR rezultati kultura usporedivani su s dobivenim qPCR rezultatima
geotermalne vode odgovarajuci lokaliteta (AVD, STU 1 KRE) s ciljem odredivanja uspjesnosti
metoda kultiviranja funkcionalnih gena od interesa, tj. odabranih uvjeta uzgoja. Na isti nacin,
zbog usporedbe s qPCR rezultatima te odredivanja najpovoljnijeg supstrata i medija po
pojedinom lokalitetu za uzgoj nitrificiraju¢ih mikroorganizama iz geotermalnih voda u
Hrvatskoj, obradeni su i rezultati zastupljenosti pojedinih svojti od interesa na razini roda,
dobiveni sekvenciranjem amplikona 16S rRNA. Korelacijska analiza na bazi Spearman
koeficijenta koristena je pri provjeri potencijalne korelacije izmedu broja kopija funkcionalnih
gena kultura te izmedu broja kopija funkcionalnih gena u geotermalnim vodama Hrvatske, a

same vrijednosti su, prije izvodenja testa korelacije, transformirane z-score normalizacijom.
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Tablica 3. Detaljan opis pocetnica i (q)PCR uvjeta umnaZanja pojedinih gena od interesa.

Doktorska disertacija

515-806 AOA AOB Cmx A CmxB
Gen nXrA nxrB
(V4, 16S) amoA amoA amoA amoA
DuZina regije
291 512 491 415 415 322 590
(pb)
P 515F 'Parada’ Arch_104F amoA_1F alt  comaA-244F comaB-244F F1 nxrA Nxr-f27
oCetnice
806F 'Appril’ Arch_616R amoA 2R comaA-659R comaB-659R R2 nxrA NXxr-r617
5-GTGYCAGC 5-GCAGGAGA 5-GGGGTT 5-TAYAAY 5-TAYTTCTG 5-CAGACC 5-GAGGAG
MGCCGCGGT CTAYATHTTC TCTACTGGT TGGGTSAA GACRTTY GACGTGTGC CGGCATCC
Nukleotidni AA- 3 TA-3 GGT- 3 YTA-3 TA-3 GAAAG - 3 GAAGT- 3
slijed 5-GGACTAC 5-GCCATCCA 5-CCCCTCK 5-ARATCAT 5-ARATCCA 5-TCCACAA 5-GGCABC
NVGGGTWTC TCTRTADGTC GSAAAGCCT SGTGCTR RACDGTG GGAACGGA GRTTCTGG
TA- 3 CA-3 TCTTC- 3 TG- 3 TG- 3 AGGTC-3' TCG- 3
Inicijalna 95 °C 95 °C 94 °C 95°C 95 °C 95 °C 95°C
denaturacija 3 min 15 min 5 min 3 min 3 min 5 min 5 min
95°C
95 °C 95 °C 94 °C 95°C 95°C 94 °C 40
S
Denaturacija 30s 15s 1 min 30s 30s 30s )
) ) ) ) ) ) 40 ciklusa
40 ciklusa 40 ciklusa 40 ciklusa 40 ciklusa 40 ciklusa 40 ciklusa
Sparivanje 50 °C 60 °C 60 °C 56 °C 56 °C 55°C 54 °C
pocetnica 60 s 45s 90s 45s 45s 45s 40s
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515-806 AOA AOB Cmx A Cmx B
Gen nXrA nxrB
(V4, 16S) amoA amoA amoA amoA
Produljivanje
lanca
) 72 °C 78 °C 72 °C 72 °C 72°C 72°C 72 °C
(stvaranje
) 45s 10s 90s 30s 30s 45s 90s
slike)
Krivulja
45°C-95°C

taljenja (engl.
J _J (eng 0:05s-0,5°C/ciklus
melting curve)

Zavrsno

produljenje

lanca (za 72 °C 60 °C 60 °C 40 °C 40 °C 72 °C 72 °C
wendpoint* 10 min 10 min 90s 30s 30s 5 min 10 min
PCR)
_ Parada i sur.,
Literatura _ ) ) _ ) ) ) )
2015 Alves i sur., Rotthauwe i Pjevac i sur., Pjevac i sur., Wertz i sur., Hong i sur.,
koristenih o
Appril i sur., 2013 sur., 1997 2017 2017 2008 2020
pocetnica 2015
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3.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka vezanih za dijelove 16S i 18S rRNA gena provedena je
koriStenjem R programskog jezika (v. 4.1.1., R Core Team, 2021). Sve analize provedene su
pomoc¢u Bionconductor (v. 3.14) paketa vegan (v. 2.5.7., Oksanen i sur., 2019), phyloseq (v.
1.38., McMurdie i Holmes, 2013), DESeq2 (v. 3.17, Love i sur., 2014), ggpubr (v. 0.6.0.,
Kassambara, 2023), microbiome (v. 1.16., Lahti i Shetty, 2012-2019), microViz (v. 0.9.,
Barnett i sur., 2021), corrplot (v. 0.92, Wei i Simko, 2021), dplyr (Wickham i sur., 2023), plyr
(v. 1.8.8., Wickham, 2011), tidyr (v. 1.3.0., Wickham, 2023) i Tax4Fun (v. 1.1.5., ARBhauer i
sur., 2015). Vizualizacija svih grafova odradena je pomoc¢u paketa ggplot2 (Wickham, 2016).

Prije statisticke analize prokariotske zajednice, ASV-evi klasificirani kao eukarioti,
mitohondriji ili kloroplasti su uklonjeni. Isto tako, dodatno filtriranje izvrSeno je uklanjanjem
ASV-eva kojima taksonomija nije uopée dodijeljena ve¢ na razini koljena te uklanjanjem onih
ASV-eva koji se pojavljuju samo jednom (engl. singletons) i dva (engl. doubletons) puta u
cijelom skupu podataka. Daljnjim proucavanjem zajednice na drugim taksonomskim
kategorijama, ASV-evi bez dodijeljene taksonomije su se uklanjali.

Prije statistiCke analize eukariotske zajednice, uklonjeni su ASV-evi kojima nije
dodijeljena taksonomija na razini supergrupe (v 4.13., Guillou i sur., 2013), a tijekom daljnjeg
istrazivanja uklonjeni su i ASV-evi bez dodijeljene taksonomije na razini razreda, porodice i
roda. ASV-evi klasificirani kao proizvoljna grupa nazvana Metazoa zadrzani su samo pri
presjeku zajednice na svim lokalitetima, dok su uklonjeni u daljnjoj statistickoj obradi. ASV-
evi koji se pojavljuju samo jednom i dva puta u cijelom skupu podataka zadrzani su s obzirom
na utvrden manji broj sekvenci te opéenito slabije poznatu taksonomiju mikrobnih eukariota.

Nakon filtriranja, relativna taksonomska brojnost prokariotske i eukariotske zajednice
ispitana je formiranjem grupe ,,Ostatak® (engl. ,,Others®) koja sadrzava taksonomske skupine s
relativnom brojno$¢u manjom od 1 %. Ponekad je relativna taksonomska zastupljenost
mikrobnih zajednica prikazana u cijelosti te na nekim taksonomskim razinama i u obliku
stvarne brojnosti (stvarni broj utvrdenih ocitanja).

Beta raznolikost izmjerenih fizikalno-kemijskih parametara kroz tri uzorkovane sezone
prikazana je izvodenjem PCA (engl. Prinipal Component Analysis, engl. prijevod: Analiza
glavnih komponenti) na normaliziranim podacima.

Statisti¢ki znacajna razlika izmedu razli¢itih varijabli testirana je PERMANOVA
testom (engl. Permutational Multivariate Analysis of Variance, engl. prijevod: Permutacijska

multivarijatna analiza varijance) na matricama razli¢itosti dobivenih Bray-Curtis koeficijentom
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(Bray i Curtis, 1957). Ujedno, sli¢nosti bazirane na dobivenoj matrici vizualizirane su pomoc¢u
PCoA (engl. Principal Coordinate Analysis, engl. prijevod: Analiza glavnih koordinata) kako
bi se utvrdile razlike izmedu pronadenih prokariotskih i eukariotskih mikrobnih zajednica po
lokalitetima, razli¢itim skupinama vodonosnika, sezoni i danima uzorkovanja te vrsti pokusa.
Nadovezuju¢i se na ovo, okoliSni parametri koji su pokazali potencijalni znacajni utjecaj na
oblikovanje strukture prokariotskih i eukariotskih mikrobnih zajednica (p < 0,05,
PERMANOVA) izdvojeni su i ekstrapolirani na PCoA graf. Prije izvodenja PERMANOVA
testa uzorci su normalizirani z-score normalizacijom.

Alfa raznolikost izra¢unata je pomoc¢u Shannon-ovog (Shannon, 1948) i Simpson-ovog
indeksa alfa raznolikosti (Simpson, 1949) te Chaol indeksa (zapazena brojnost ASV-eva) na
nefiltriranim (koji sadrze rijetke ASV-eve) i normaliziranim setovima podataka. Set podataka
prokariota i eukariota podvrgnut je postupku svodenja svakog skupa podataka iz svakog uzorka
na veli¢inu najmanjeg skupa podataka (na veli¢inu uzorka s najmanjim brojem utvrdenih ASV-
eva) te nasumi¢nom izvlacenju ASV-eva pri ¢emu se dobiju medusobno usporedivi uzorci
(engl. rarefied dataset).

Distribucija podataka utvrdivana je Shapiro testom, a ovisno 0 podacima, primjenom
Pearson i Spearman korelacijskih koeficijenata, istrazena je korelacija izmedu izmjerenih
fizikalno-kemijskih parametara kroz uzorkovane sezone, izmedu identificiranih skupina od
interesa te testiranih funkcionalnih gena. Prije testova korelacije, vrijednosti parametara su
normalizirane s z-score normalizacijom.

Funkcionalno predvidanje metabolizma temeljene na podacima prokariotskih
mikrobnih zajednica pronadenih u uzorcima vode provedeno je pomocu Tax4Fun analize
koriste¢i zadane specifikacije. Izdvojene su i graficki objedinjene metabolicke funkcije vezane
za ciklus dusika i sumpora.

S obzirom na dobivene rezultate statistiCkih analiza svih podataka te kona¢nom
dodijelom konteksta prema dosad poznatoj literaturi o pronadenim predstavnicima mikrobnih
zajednica, procijen je biotehnoloski potencijal pojedinih geotermalnih lokaliteta i

mikroorganizama te uzgojenih kultura.

3.6. Matematicki modeli uzrocnosti
Matematicki modeli uzro¢nosti mikrobnih zajednica iz geotermalnih voda Hrvatske

temeljili su se na prikupljenim fizikalno-kemijskim parametrima tijekom tri sezone
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uzorkovanja (jesen 2019., prolje¢e 2020. i jesen 2020. godine) na 19 razlicitih geotermalnih
lokaliteta (Slika 7).

Za analizu je primijenjena baza od ukupno 15 analiziranih fizikalno-kemijskih
(abiotickih) parametara te 11 razli¢itih prokariotskih porodica vezanih za N i S cikluse kao
bioloski parametri (Prilog 3). Praceni fizikalno-kemijski parametri su: temperatura, pH
vrijednost, elektri¢na vodljivost, koncentracija otopljenog O te iona Na*, CI', NH4s", HCOs',
NOs, H.S, SO, TN, SiO,, DIC i DOC. Praéene prokariotske porodice su:
Campylobacteraceae = F1, Halothiobacillaceae = F2, Hydrogenophilaceae = F3,
Nitrosocaldaceae = F4, Nitrosopumilaceae = F5, Nitrososphaeraceae = F6, Nitrosotaleaceae =
F7, Sulfurimonadaceae = F8, Sulfurospirillaceae = F9, Sulfurovaceae = F10 i Nitrospiraceae =
F11.

Procjena neposrednog utjecaja kauzalnog modela radila se prema formuli:

d
caus(x,y) = aEW(Y|X, Wy, W, ...Wy)

pri ¢emu je x (uzrok), y (u¢inak) i W (zbunjujuéi ¢imbenik - ,,confounding factor®) te prema
formuli:

cov(xy — RF (x| X_y), ASV — RF(ASV|X_}))

caus(xy, ASV) = o2(x_k — RF (x; |X_¢))

pri ¢emu je x (matriks abiotiCkih parametara), xk (k abioti¢ki uzrok), ASV (ucinak zbog k
uzroka) i RF (ML model ,,by Random forest ). Strukturni kauzalni model (SCM) prikazan je
kao usmjereni aciklicki graf (DAG) koji je osnova Bayesovog kauzalnog modela zbog
prikazivanja vremenskog invarijantnog kauzalnog modela interakcija fizikalno-kemijskih
parametara s bioloSkim komponentama (porodicama). Primijenjena metoda je HillClimbing
optimiranje strukture modela Bayesove mreze (Scutari i sur., 2018).

Dobiveni podaci obuhvacaju sve uzorkovane lokalitete kroz cjelokupno razdoblje od tri
sezone uzorkovanja. Definicije kauzalnosti i modeli provedeni su prema DoWhy programu za
analizu kauzalnosti (v. 0.9.1., Sharma i Kiciman, 2021), dok je statisticka analiza podataka

provedena racunalnom podrskom R (v. 4.1.1., R Core Team, 2021).

3.7.  Metode uzgoja termofilnih nitrificirajucih prokariota
Na temelju prikupljenih rezultata u prvoj fazi istrazivanja, odabrane su tri lokacije

geotermalnih voda za uzgoj nitrificiraju¢ih mikroorganizama. Uzorci geotermalne vode
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uzorkovani su u rujnu 2020. godine na lokalitetima: Antunovo vrelo (AVD, Daruvarske
toplice), Stubicke toplice (STU) i Krecaves (KRE) te u listopadu 2021. godine samo na
lokalitetu AVD. Isti dan nakon uzorkovanja, postavljen je daljnji eksperiment uzgoja. Cijela

procedura uzgoja napravljena je prema prilagodenim uputama Bollmann i sur., 2011. te Spieck

i Lipski, 2011.

3.7.1. Priprema medija za uzgoj

Tri vrste medija pripremljene su za potrebe uzgoja prokariotskih nitrificiraju¢ih
mikroorganizama u staklenom posudu (DURAN, DWK Life Sciences, Engleska) i
autoklavirani 15 — 30 minuta na 121 °C (Sterilizator OT 90L, NUVE, Ankara, Turska). Uzgoj
je proveden u asepti¢nim uvjetima pri optimalnim vrijednostima pH (6,0 do 8,0) i temperature
(46 °C) na teku¢im selektivnim hranjivim podlogama razli¢itog sastava koji su ovisili o ranije
utvrdenim fizikalno-kemijskim parametrima uzorkovanih lokaliteta. Pripremljeni mediji bili
su: AOM medij s niskom koncentracijom CaCOs (engl. Low CaCO3z AOM medium) (Lebedeva
i sur., 2013), NOB medij bez NH4CI (engl. NOB medium w/o NH4CI) (Spieck i sur., 2020) i
OHIO medjj (prilagodeno prema Bollmann 1 sur., 2011). Kao ¢etvrta vrsta medija koriStena je
originalna voda uzorkovanog izvora AVD. Ovisno o mediju i ciljanim nitrificirajué¢im
mikroorganizmima, pH vrijednost medija i kultura odrzavala se u rasponu od 7,0 do 8,0
dodatkom pufera poput 1 M NaOH, 1 M NaHCOs i 1 M HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetan sulfonska kiselina).

Svi mediji pripremljeni su sa steriliziranom ultra ¢istom vodom dodavanjem kemikalija
navedenih u Tablici 4. Mediji su se razrijedili 10 puta za proceduru uzgoja te su se konacéni
mediji (1x) pripremili kombinacijom 100 ml 10x medija 1 900 ml ultra Ciste vode, a potom 1
autoklavirali. Ostatak medija (10x, 1x) pohranio se na + 4 °C.

Nakon autoklaviranja, 1x AOB mediju dodala se otopina elemenata u tragovima te
otopina selena i volframa, a pH vrijednost se namjestila na 8,0 s puferskom otopinom HEPES
uz pomo¢ pH metra (SI Analytics Lab 845, Xylem Inc., SAD).

Prije autoklaviranja 1x NOB medija, pH vrijednost namjestila se na ~ 8,4 — 8,6 uz
pomo¢ pH metra, dok je nakon autoklaviranja pala na ~ 7,6 — 7,8. Nakon autoklaviranja, 1x
NOB mediju dodala se otopina elemenata u tragovima te otopina selena i volframa.

Prije autoklaviranja 1x OHIO mediju dodale su se otopine elemenata u tragovima i
otopina selena i volframa te 1 g HEPES-a, a pH vrijednost namjestila se izmedu 7,8 — 8,0 s
puferskom otopinom NaOH. Nakon autoklaviranja, 1x OHIO mediju dodano je 10 ml sterilne
otopine KH2PO4 (100x).
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Tablica 4. Recepti za medije (10 x) koriSteni u pokusu uzgoja nitrificiraju¢ih mikroorganizama.

Kemikalija AOM medij (g/L) NOB medij (g/L) OHIO medij (g/L)
1. KH2PO4 0,5 15 -
2. KCI 0,75 - 3,75
3. MgSO4x 7 H0 0,5 0,5 1,2
4. NaCl 5,84 5,0 29,2
5. CaCOs3 0,1 0,1 -
6. caCl;x2H,0 - - 0,55

7. Autoklavirana
destilirana ultra do 1000 ml do 1000 ml do 1000 ml

¢ista voda

Otopina elemenata u tragovima pripremila se dodavanjem soli (1-7) iz Tablice 5. i
njihovim otapanjem u ~ 997,5 ml destilirane ultra Ciste vode. Zatim je dodano 2,5 ml
koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (HCI) i posljednja (8.) sol iz Tablice 5. Otopina se
autoklavirala i pohranila na + 4 °C. Ukupno 1 ml otopine elemenata u tragovima dodaje se po
1 L medija (1x).

Tablica 5. Kemikalije koriStene za izradu otopine elemenata u tragovima (TES, engl. Trace

Element Solution, 1000x), (Lebedeva i sur., 2013).

Kemikalija m (mg/L)
1. MnSO4 x 1 H20 34,4
2. H3BOs 50,0
3. ZnCl; 70,0
4, Na:MoO4 x 2 H20 72,6
5. CuCl2x 2 H20 20,0
6. NiCl2 x 6 H20 24,0
7. CoCl2 x 6 H20 80,0
8. FeSO4 x 7 H20 1,0 x 10°
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Otopina selena i volframa pripremila se dodavanjem kemikalija iz Tablice 6. u 1000 ml
ultra Ciste vode. Nakon autoklaviranja, otopina se pohranila na + 4 °C. Ukupno 1 ml otopine

selena i volframa dodaje se po 1 L medija (1x).

Tablica 6. Kemikalije koriStene za pripremu otopine selena i volframa (SeW, engl. Selenite-
Tungstate (wolframate) Solution, 1000x), (Widdel, 1980).

Kemikalija m (mg/L)
1. Na2SeOs x 5 H.0 3,0
2. Na;WO4 x 2 H20 4.0
3. NaOH 500

Za potrebe odrzavanja odgovaraju¢e pH vrijednosti tijekom uzgoja, koristile su se tri
vrste pufera: NaOH, NaHCOs i HEPES. HEPES pufer (1 M HEPES, 0.6 M NaOH) pripremio
se otapanjem 1,2 g NaOH u ~ 25 ml ultra ¢iste vode te dodavanjem 11,92 g HEPES (bez
kiseline). Pufer se snazno mijesao dok se HEPES nije u potpunosti otopio te se volumen ultra
¢iste vode dopunio do 50 ml. Pufer se filtrirao kroz polikarbonatni membranski filter veliCine
pora 0,2 um kako bi se uklonile preostale neotopljene Cestice. Otopina se sterilizirala u
autoklavu i pohranila na tamnom mjestu na + 4 °C. Otopina 1 M NaHCO3 pripremila se
otapanjem 4,2 g NaHCOs3 u ~ 40 ml ultra ¢iste vode na magnetskoj mjesalici pri temperaturi
raspona ~ 30 — 40 °C. Nakon otapanja, volumen ultra ¢iste vode dopunio se do 50 ml te je
otopina autoklavirana (121 °C, 15 — 30 min). Otopina je pohranjena na sobnoj temperaturi.
Otopina 1 M NaOH pripremila se otapanjem 3,997 g NaOH u 100 ml ultra Ciste vode te se

pohranila na + 4 °C.

3.7.2. Priprema supstrata za uzgoj

Supstrati poput NaNOz i NH4Cl razli¢itih koncentracija dodavani su u kulture s ciljem
utvrdivanja najpovoljnijih laboratorijskih uvjeta za rast 1 razvoj nitrificirajucih
mikroorganizama (Spieck i Lipski, 2011). Supstrati su dodavani za potrebe odrzavanja aktivnih
kultura nakon utvrdene konverzije spojeva (Tablica 7). Sve navedene otopine pripremljene su
u asepti¢nim uvjetima te autoklavirane (121 °C, 15 — 30 min).

Otopina antibiotika kanamicin monosulfata (C1sH3sN4O15S) dodavala se u kulture s
ciljem pokuSaja dodatne selekcije mikroorganizama od interesa. Otopina se pripremila

otapanjem 500 mg kanamicina u 5 ml ultra ¢iste vode te se sterilno filtrirala na Spricu 1 filter
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veli¢ine pora 0,2 pm. Otopina se pohranila na + 4 °C. Na 100 ml kulture dodaje se 10 pl

antibiotika kanamicina.

Tablica 7. Koncentracije koriStenih supstrata za odrzavanje aktivnih kultura.

Pocetna (mM) Kona¢na (mM)
Kemikaliia m (/L) koncentracija koncentracija u
supstrata 100 ml kulture
1. NaNO: 2,001 29 0,29
2. NaNO: 0,2001 2,9 0,029
3. NaNO: 0,02 0,29 0,0029
4. NaNO: 0,69 10 0,1
5. NH.CI 1,3373 25 0,25
6. NH4CI 0,5349 10 0,1

3.7.3. Postupak inicijalnog uzgoja (engl. enrichment procedure)

Cijela procedura uzgoja odradena je u asepti¢nim uvjetima s prethodno steriliziranim
laboratorijskim posudem. Pipetor (OASIS pipetdu, AHN Biotechnologie GmbH, Njemacka)
sa sterilnim seroloskim pipetama veli¢ine 1 — 100 ml 1 hidrofobnim filterom koriSten je za
rasporedivanje medija 1 nasadivanje uzoraka te dodavanje pripradajucih supstrata. Na 90 ml
svakog medija dodano je 10 ml uzorka (AVD, STU 1 KRE) te 1 ml odgovarajuceg supstrata za
rast i razvoj mikroorganizama od interesa. Supstrati su dalje tijekom uzgoja dodavani prema
potrebi, odnosno prema utvrdenoj konverziji spojeva. Napravljene su po dvije negativne
kontrole koje su sadrzavale samo 90 ml 1x medija bez pripadajuc¢eg uzorka s ciljem provjere
kontaminacije medija. Popis uzgajanih kultura sa odgovaraju¢im medijem i supstratima nalazi

se u Tablici 8.

3.7.4. Odrzavanje i praéenje rasta kultura

Inokulirane kulture pregledavane su tri puta tjedno u laminaru s ciljem odrzavanja
potrebnih uvjeta za rast i razvoj prokariotskih mikroorganizama od interesa, poput optimalnog
pH te s ciljem utvrdivanja konverzije spojeva karakteristicnih za proces nitrifikacije poput
oksidacije NH4" u NO>™ i oksidacije NO2" u NOsz™ pri ¢emu je potro$nja NHa™ i NO2" sluzila kao

indikacija rasta mikroorganizama od interesa.
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U slucaju utvrdene konverzije spojeva NHs" u NO2 te NO2” u NO3z te utvrdenih
nedostatka NH4" i NO2™ u kulturama, dodan je novi volumen odgovarajucih supstrata. Osim
toga, s ciljem odrzavanja aktivnih kultura, nakon utvrdene aktivnosti, odnosno konvertirane
koncentracije od 1 mM pripadajuc¢eg supstrata u kulturama, napravljeno je novo nacjepljivanje
iz originalne kulture te potom pripadajuca razrjedenja od 10 do 10™. Pri tome je na 90 ml
odgovaraju¢eg medija dodano 10 ml uzorka iz prethodnog razrjedenja sve do konacnog
razrjedenja od 10™. Osim originalnih kultura, nova razrjedenja aktivno su odrzavana te u slu¢aju
konvertirane koncentracije od 1 mM pripadajuceg supstrata, spremljena na + 4 °C.

Pomocu qPCR metode kvantificirali su se odabrani geni vezani za ciklus dusika poput
amoA, nxrA i nxrB s ciljem odredivanja koncentracije uzgojenih gena karakteristi¢nih za
odvijanje pojedinih koraka unutar procesa nitrifikacije. Koristene qPCR metode detaljnije su
opisane u 3.4. odjeljku.

Konacan napredak i rast kultura utvrden je nultim sekvenciranjem 16S rRNA gena te
sekvenciranjem kultura nakon jedne i dvije godine od pocetka uzgoja. Za potrebe sekvenciranja
uzorci kultura dobro su se promijesali te se u asepti¢nim uvjetima izdvojilo 2 ml kultura u
sterilne Eppendorf tubice. Uzorci su se centrifugirali na 12 000 G po 10 minuta. Nakon
centrifugiranja, 1800 pl supernatanta je odvojeno, a preostalin 200 pl kultura s dna tubica
pohranjeno je na — 20 °C do daljnje procedure sekvenciranja obavljene prema Pjevac i sur.
(2021) na Illumina MiSeq platformi (V3, 600 ciklusa) u Sredi$njoj Mikrobiom Ustanovi
Medicinskog sveucilista u Becu. Statisticka obrada podataka odradena je kako je navedeno u

odjeljku 3.5.
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Tablica 8. Popis uzgojenih i aktivnih (analiziranih) kultura iz geotermalnih voda Hrvatske s pripadaju¢im informacijama o mediju i supstratima.

Oznaka kulture Lokalitet Datum kultiviranja Medij Supstrat Antibiotik
AVD 0,29 Antunovo vrelo 03.09.2020. NOB 0,29 mM NaNO2 -
AVD 2,9 Antunovo vrelo 03.09.2020. NOB 2,9 mM NaNO; -

AVD 2,9 101 Antunovo vrelo 29.11.2021. NOB 2,9 mM NaNO2 -
AVD 2,9 102 Antunovo vrelo 29.11.2021. NOB 2,9 mM NaNO2 -
AVD 2,9 103 Antunovo vrelo 29.11.2021. NOB 2,9 mM NaNO2 -
AVD 2,9 10* Antunovo vrelo 29.11.2021. NOB 2,9 mM NaNO; -
AVD 29 Antunovo vrelo 03.09.2020. NOB 29 mM NaNO: -
AVD 29 107 Antunovo vrelo 29.11.2021. NOB 29 mM NaNO: -
AVD 2910 Antunovo vrelo 29.11.2021. NOB 29 mM NaNO: -
AVD 29 104 Antunovo vrelo 29.11.2021. NOB 29 mM NaNO: -
AVD 25 Antunovo vrelo 03.09.2020. AOM 25 mM NH4CI -
AVD 25 10? Antunovo vrelo 26.01.2022. AOM 25 mM NH4CI -
AVD 25 107? Antunovo vrelo 26.01.2022. AOM 25 mM NH4CI -
AVD 2510 Antunovo vrelo 26.01.2022. AOM 25 mM NH4CI -
AVD 25 104 Antunovo vrelo 26.01.2022. AOM 25 mM NH4CI -
AVD 25* Antunovo vrelo 03.09.2020. AOM 25 mM NH4CI Kanamicin
STU 0,29 Stubicke toplice 03.09.2020. NOB 0,29 mM NaNO: -
STU 2,9 Stubicke toplice 03.09.2020. NOB 2,9 mM NaNO> -
STU 29 Stubicke toplice 03.09.2020. NOB 29 mM NaNO: -
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Oznaka kulture Lokalitet Datum kultiviranja Medij Supstrat Antibiotik
STU 2910 Stubicke toplice 29.11.2021. NOB 29 mM NaNO: -
STU 29 104 Stubicke toplice 29.11.2021. NOB 29 mM NaNO: -
STU 25 Stubicke toplice 03.09.2020. AOM 25 mM NH4CI -
STU 25 101 Stubicke toplice 24.02.2022. AOM 25 mM NH4CI -
STU 25107 Stubicke toplice 24.02.2022. AOM 25 mM NH4CI -
STU 2510 Stubicke toplice 24.02.2022. AOM 25 mM NH4CI -
STU 25 10* Stubicke toplice 24.02.2022. AOM 25 mM NH4CI -
STU 25* Stubicke toplice 03.09.2020. AOM 25 mM NH4CI Kanamicin
KRE 0,29 Krecaves 03.09.2020. NOB 0,29 mM NaNO: -
KRE 2,9 Krecaves 03.09.2020. NOB 2,9 mM NaNO> -
KRE 29 Krecaves 03.09.2020. NOB 29 mM NaNO: -
KRE 25 Krecaves 03.09.2020. AOM 25 mM NH4CI -
KRE 25* Krecaves 03.09.2020. AOM 25 mM NH4CI Kanamicin
1 AVD NaNO:2 Antunovo vrelo 07.10.2021. Geotermalna voda 10 mM NaNO> -
2 AVD NaNO:2 Antunovo vrelo 07.10.2021. Geotermalna voda 10 mM NaNO: -
3 AVD NaNO:2 Antunovo vrelo 07.10.2021. Geotermalna voda 10 mM NaNO> -
1 AVD NH4CI Antunovo vrelo 07.10.2021. OHIO 10 mM NH4CI -
1 AVD NH4CI 103 Antunovo vrelo 06.12.2021. OHIO 10 mM NH4CI -
1 AVD NH4CI 10 Antunovo vrelo 06.12.2021. OHIO 10 mM NH4CI -
2 AVD NHCI Antunovo vrelo 07.10.2021. Geotermalna voda 10 mM NH.CI -
AVD NH4ClKan Antunovo vrelo 07.10.2021. Geotermalna voda 10 mM NH.CI Kanamicin
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3.7.4.1. Brza laboratorijska evaluacija konverzije spojeva
Za brzu i svakodnevnu laboratorijsku procjenu i utvrdivanje pH vrijednosti kultura te
razli¢ite koncentracije NHa4", NO2 i NOs™ koristene su analiti¢ke testne trake (Quantofix,
Macherey-Nagel, Njemacka). Osim toga, za utvrdivanje prisutnosti NH4" Kkoriten je i
Nesslerov reagens (GRAM-MOL d.o.0., Hrvatska).

3.7.4.2. Kolorimetrijska determinacija amonija, nitrita i nitrata u
kulturama

Osim brzih testova utvrdivanja konverzije duSikovih spojeva u uzorcima Kkultura,
koncentracija konvertiranih spojeva utvrdena je testom za kolorimetrijsku determinaciju
dusikovih spojeva prema prilagodenim protokolima Kandeler 1 Gerber (1988), Miranda i sur.,
(2001) te Hood-Nowotny i sur. (2010).

Kolorimetrijska determinacija nutrijenata provedena je u plo¢ama od 96 jazica (engl.
96-well plates), a apsorbance su mjerene na spektrofotometru (Tecan - Microplate Reader -
Infinite 200 Pro, DKSH, Japan). Prije pocetka kolorimetrijske determinacije, uzorci i standardi
su se pomijesali s ultra ¢istom vodom u omjeru 1:2 u glavnoj 96-plo¢i (volumena jazica 2 ml),
a mjereni su u duplikatima u normalnim 96-plo¢ama (volumena jazica 500 ul).

Standardne otopine (NaNO., NaNOs i NH4Cl) za kolorimetrijsku determinaciju
nitrificiraju¢ih spojeva imale su sljedece koncentracije: 1 mM, 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62,5
uM, 31,25 uM, 15,625 uM, 7,8 uM 1 3,9 uM. Svaki standard razrijeden je u omjeru 1:2 u
usporedbi sa standardom prije.

Za utvrdivanje koncentracije konvertiranog NH4* pripremljene su otopine 0,2 M NaOH
i otopina natrijevog salicilata te oksidacijski reagens prema Tablici 9. Otopina NaOH i otopina
natrijevog salicilata pomijeSane su u omjeru 1:1 te su saCinjavale Zuto obojeni reagens koriSten
pri determinaciji NH4*. Nakon dodavanja 75 pl obojenog i 30 ul oksidacijskog reagensa u svaku
jazicu s 150 ul uzorka/standarda, slijedila je inkubacija u otopini 30 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi te mjerenje apsorbance na 660 nm.

Za utvrdivanje koncentracije konvertiranog NO2  pripremljene su otopine Griess
reagensa 1 i Griess reagensa 2 koje su pomijesane s ultra ¢istom vodom u omjeru 1:1:1,3 te su
saCinjavale determinacijsku otopinu za NO>  (Tablica 10). Ukupno je dodano 750 pl
determinacijske otopine u svaku jazicu glavne 96-ploce. Apsorbanca svakog uzorka/standarda

(200 pl) mjerila se na 540 nm odmah po stavljanju u normalne 96-ploce.
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Za utvrdivanje koncentracije nastalog NOgz", nakon determinacijske otopine za NOz2,
dodano je i1 50 pl vanadijev (II) klorida u svaku jazicu (Tablica 10). Uzorci su se pokrili PCR
folijom da se sprijeci isparavanje te inkubirali u otopini na 60 °C po 60 minuta, a potom je

mjerena apsorbanca uzoraka/standarda (200 ul) u normalnim 96-plo¢ama na 540 nm.

Tablica 9. Otopine potrebne za utvrdivanje koncentracije konvertiranog NHa4™.

Konac¢ni reagens Kemikalija m (g/200 ml)
0,2 M NaOH NaOH 1,6
Otopina C7HsNaOs 34
natrijevog
salicilata Naz[Fe(CN)sNO] - 2H20 0,256
Oksidacijski
C3Cl2N3NaOs 0,2
reagens

Tablica 10. Otopine potrebne za utvrdivanje koncentracije konvertiranog NO> i nastalog NOs

Konacni . V/m (ml ili g/250 ml ultra ciste
Kemikalija
reagens vode)
Vanadijev (I11) 1 M HCI (37 %) 21 ml/229 ml ultra Ciste vode
klorid VCl3 2,5
Griess reagens
. C10H7NHCH2CH2NH> - 2HCI 0,05
Griess reagens 3 M HCI (37 %) 62,5 ml/187,5 ml ultra Ciste vode
2 CeHNOsS 2,5

3.8. Bioloska obrada procjedne vode biootpada

3.8.1. Postavljanje eksperimenta

Nakon dvije godine odrzavanja kultura, proucavana je razgradnja organske tvari dosad
uzgojenim mikroorganizmima. Drugim rijeima, zbog procjene biotehnoloSkog potencijala
uzgojenih kultura, pratilo se poboljsanje postupka bioloske obrade otpadnih voda, odnosno

procesa bioremedijacije. Supstrat za razgradivanje bio je biootpad (Slika 8A) od kojeg je
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prireden eluat tretiran kao simulacija otpadne procjedne vode (Slika 8B) prema normi: EN
12457-4:2002 (,,Characterization of waste — Leaching; Compliance test for leaching of granular
waste materials and sludges — Part 4: One-stage batch test at a liquid to solids ratio of 10 L/kg
for materials with particle size below 10 (without or with size reduction)*, European Committee
for Standardization). Biootpad je biljnog porijekla sakupljan nekoliko dana, a sac¢injen je od
ostataka voca i povréa te drugog biljnog otpada poput granja i lis¢a ukupne mase 500,2 g (Slika
8A, Tablica 11).

Tablica 11. Sastav biootpada koristen za pripremu eluata tretiranog kao simulacija otpadne

procjedne vode.

Vrsta biootpada Masa (Q)
Kora banane 42,8
Kora jabuke 12,2
Kora limuna 18,6
Kora narance 12,2
Kora celera 13,6

Kora cikle 9,1
Kora krumpira 122,6
Kora luka 13,6
Kora mrkve 40,9
Kora rajcice 18,2

Kora tikve 91
Kupus 49,9
Kruh 46,1

Ljuske jaja 4,5
Granje 12,4
Lisc¢e 74,4
UKUPNO 500,2

Prije pripravljanja eluata te svih analiza, u uzorku supstrata odreden je organski udio i
sadrzaj vlage koji je vazan za poboljSanje aktivnosti mikroorganizama. Centrifugiranjem
(Sigma 3K15, Burladingen, Njemacka) usitnjenog i homogeniziranog uzorka biootpada

odvojila se procjedna voda biootpada (eluat) koristena u daljnjem eksperimentu (Slika 8B).

53



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

Slika 8. Uzorak biootpada (A) od kojeg je prireden eluat, tj. otpadna procjedna voda (B)

koriStena u eksperimentu.

Postavljena su tri pokusa kombinacijom biostimulacije i bioaugmentacije: Pokus 1 —
uzorak procjedne vode biootpada (kontrola bez egzogenog dodatka), Pokus 2 — procjedna voda
biootpada + dodatak 10 ml egzogene kulture A (mjesavine kultura lokaliteta KRE) i Pokus 3 —
procjedna voda biootpada + dodatak 10 ml egzogene kulture B (mjeSavine kultura lokaliteta
AVD). U postupku bioaugmentacije u Pokusima 2 i 3, koriStene su po tri kulture svakog
lokaliteta koje su ¢inile kona¢nu kulturu A (KRE 0,29, KRE 2,9, KRE 29) i kona¢nu kulturu B
(1 AVD NaNO2, 2 AVD NaNO2i AVD 2,9), a pomijeSale su se zbog povecanja opticke gustoce
mikroorganizama. Razvoj pokusa i prikupljanje uzoraka za analizu pratili su se tijekom 20 dana
te su analize provedene u duplikatima i triplikatima prema standardnim metodama APHA
(APHA, 2012). Pokusi su se odvijali u staklenom posudu pri radnom volumenu od 500 ml te
temperaturi od 25 °C + 2 °C. Uzorci su se kontinuirano mijesali na rotacijskoj tresilici (Grant-
bio PSU-10i, Leicestershire, Engleska) brzinom vrtnje 160 okr/min.

Drugim rijecima, sva tri pokusa provedena su u Sarznom (zatvorenom) sustavu bez
izmjene tvari s okolinom uz kontinuirano mijesanje kako bi se osigurala homogenost sastava
reakcijske smjese i temperature u aerobnim uvjetima. Temperatura nije prelazila definirani
raspon ni u kontrolnom pokusu niti u pokusima s dodacima egzogenih termofilnih kultura jer

inaCe bakterije u sustavima za prociS¢avanje otpadnih voda najbolje funkcioniraju unutar
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temperaturnog raspona izmedu 20 — 30 °C, §to predstavlja ekonomican proces u biotehnologiji.
Na ovaj nacin, nastojalo se izbje¢i povecanje troSkova uzrokovano visokim temperaturama u
reakcijskim smjesama i reaktorima te istraziti mogucnosti prilagodbe, preZivljavanja i
aktivnosti termofila na nize temperature zbog potencijalnih biotehnoloskih procesa koji bi

ukljucivali termofilne mikroorganizme, a i dalje ostali ekonomicni.

3.8.2. Pradenje razvoja mikrobnih zajednica i razgradnje procjedne vode

biootpada

Tijekom 8 dana (1., 2., 3., 4., 6., 7., 8., 1 10. dan) u uzorcima eluata svih pokusa su
mjereni pH vrijednost, elektriéna vodljivost (EC), koncentracija otopljenog kisika (O2),
kemijska potrosnja kisika (KPK/COD, engl. Chemical oxygen demand), ukupna suspendirana
tvar (TSS, engl. Total Suspended Solids) i opticka gustoca (OG). Osim toga, uzorci su
uzorkovani za mjerenje kemijskog sastava metodom ionske kromatografije, za utvrdivanje
sastava prokariota i eukariota sekvenciranjem dijela 16S i 18S rRNA gena te za fluorescentnu
mikroskopiju. Zbog usporavanja i stagniranja procesa razgradnje, preostalih dana (13., 15., 17
1 20. dan) uzeti su uzorci samo za potrebe sekvenciranja i mikroskopiranja s ciljem utvrdivanja
daljnjih promjena u sastavu zajednice, tj. mogucnosti opstanka zajednice §to je izrazito vazno
u prirodnim bioloskim sustavima obrade otpadnih voda. Miris i boja eluata praceni su tijekom
prvih 10 dana odvijanja pokusa jer u okoliSu ¢esto prvi upozoravaju na potencijalne opasnosti.
Boja je odredena spektrofotometrijski (Hach, model DR/2400, SAD) pri valnoj duljini (A) od
455 nm 1 465 nm nakon uklanjanja mutnoc¢e kroz membranu (0,45 pm) zbog moguce
interferencije s bojom.

Vrijednosti pH, elektriéne vodljivosti (EC) i koncentracije otopljenog kisika (O-)
mjerene su pomoc¢u multi-parametarske WTW sonde (WTW Multi 340i, Weilheim, Njemacka)
s elektrodama WTW SenTix® za pH, WTW Tetracon 325 za vodljivost i WTW FDO 925 za
Kisik. Odradena je kalibracija sonde s pripadaju¢im elektrodama prije svake upotrebe.

Opticka gustoca (OG) odredivana je u eluatu spektrofotometrijski (Hach, model
DR/2400, SAD) pri A = 600 nm.

Vrijednosti KPK kao pokazatelji ukupnog organskog opterecenja u uzorcima procjedne
vode, odredivane su bikromatnom metodom, dok je sama vrijednost utrosenog kalijevog
bikromata izmjerena spektrofotometrijski (Hach, model DR/2400, SAD) pri A = 670 nm prema
standardnoj APHA metodi (APHA, 2012). Bikromatna metoda postupak je koji se temelji na

oksidaciji organskih tvari u uzorcima dodatkom kalijevog bikromata u sumporno-kiselom
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mediju pri ¢emu srebrov sulfat djeluje kao katalizator, a provodi se kuhanjem 2 h na 150 °C u
zatvorenim kivetama u bloku za digestiju. Kona¢na KPK vrijednost izrazena je kao ekvivalent
kisika proporcionalan utrosku kalijevog bikromata.

Prema istoj APHA metodi (APHA, 2012), odredivane su i vrijednosti TSS. Uzorak se
filtrirao kroz membranski filter veli¢ine pora 0,45 pum nakon cega je slijedilo suSenje u
susioniku pri 105 °C do konstantne mase. 1z razlike u masi osusenog filtera s uzorkom i praznog
filtera izraCunala se vrijednost TSS izrazena u g/L.

Za odredivanje kemijskog sastava ionskom kromatografijom (Dionex ICS-1100, kolona
Dionex IonPac AS14A, Kalifornija, SAD), uzorci su filtirani kroz membranski filter veliine
pora 0,22 um, nakon ¢ega je provedeno mjerenje koncentracija pojedinih analita s naglaskom
na nutrijente (NO3", PO4%).

Za potrebe sekvenciranja uzorkovana su 2 ml svakog pokusa po danima, nakon ¢ega su
uzorci centrifugirani (10 min, 10 000 G). Nakon odvajanja supernatanta od taloga, na talog se
dodalo 2 ml fizioloske otopine (0,9 % NacCl) te je slijedilo ponovno centrifugiranje (2 min, 10
000 G). Ovaj postupak ponovljen je dva puta. Nakon zadnjeg centrifugiranja, ostavljen je talog
s dijelom supernatanta (oko 100 pl) te se navedeni volumen Koristio u daljnjem postupku
izolacije DNA s DNeasy PowerSoil Pro kitom (Qiagen GmbH Hilden, Njemacka). Ukupna
genomska DNA izolirana je navedenim kitom iz 36 uzoraka prema uputama proizvodaca.
Koncentracija izolirane DNA mjerena je na Qubit 4 fluorometru (Thermo Fisher Scientific,
MA, SAD). Prije sekvenciranja, napravljena je gPCR metoda s univerzalnim 515F i 806R
pocetnicama s ciljem provjere prisutnosti bakterijske DNA. Rezultati qQPCR metode dodatno su
se provjerili gel elektroforezom na 1 % agaroznom gelu. Nadalje, uzorci su pripremljeni za
sekvenciranje prema Pjevac i sur. (2021) te potom sekvencirani na lllumina MiSeq platformi
(V3, 600 ciklusa) u Sredisnjoj Mikrobiom Ustanovi Medicinskog sveucilista u Becu. Statisticka
obrada podataka odradena je kako je navedeno u odjeljku 3.5.

Za potrebe fluorescentne mikroskopije, neposredno nakon uzorkovanja svakog uzorka
dodan je 36 % formaldehid s ciljem fiksacije stanica na ukupnih 1 - 3 %. Potom je slijedila
priprema uzoraka za bojanje s DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) bojom: 1) 10 pl uzorka
dodano je u jazicu predmetnog stakalca (svaki uzorak napravljen je u triplikatu) i 2) predmetna
stakalca susila su se u inkubatoru na 46 °C. Nakon susenja, 10 ul DAPI boje dodano je u svaku
jazicu s uzorkom te su se predmetna stakalca s uzorcima i DAPI bojom inkubirala 15 minuta
na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon zavrSetka inkubacije, predmetna stakalca su isprana sa
PBS-om (engl. Phosphate-Buffered Saline, engl. prijevod: slana otopina s fosfatnim puferom)

tri puta te su potom oprana u hladnoj ultra ¢istoj vodi. Nakon suSenja stakalca na zraku, dodana
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je 1 kap CitiFluor Mountant Solution-a (Thermo Fisher Scientific, MA, SAD) u svaku jazicu S
uzorkom, stavljena je pokrovnica te su uzorci bili spremni za snimanje na fluorescentnom
mikroskopu s ugradenom kamerom (ZEISS AXIO Imager.Z2, ZEISS Axiocam 305 color,
objektivi 63x i 100x (imerzijsko ulje), Jena, Njemacka) koriStenjem programskog paketa za
obradu mikrofotografija (ZEN Blue 2.5, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Njemacka).
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4. REZULTATI
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4.1. Prva faza istrazivanja

4.1.1. Karakteristike fizikalno-kemijskih parametara

Izmjereni i analizirani fizikalno-kemijski parametri vode razlikuju se ovisno o
lokalitetima na kojima su provedena istrazivanja. Sezona uzorkovanja nije imala znacajan
utjecaj na promjene temperature vode (Tablica 12). Temperatura vode na 6 geotermalnih
lokaliteta nikada nije izmjerena vecom od 40 °C, §to te lokalitete ¢ini pogodnim staniStem za
razvoj mezofilnih 1 umjereno termofilnih mikroorganizama. Na 7 istrazivanih geotermalnih
izvora i busotina izmjerena temperatura vode bila je izmedu 40 — 60 °C, dok je na preostalih 6
lokaliteta izmjerena temperatura bila iznad 60 °C, zbog cega ovi lokaliteti predstavljaju
izuzetno pogodna stanista za zivot obligatnih termofila. Vrijednosti pH bile su u neutralnom do
blago luznatom podrucju, u rasponu izmedu 6,3 — 8,3 na svim uzorkovanim geotermalnim
lokalitetima tijekom sve tri sezone uzorkovanja (Tablica 12).

Najvise koncentracije Oz izmjerene su u SJA (6.3 —6.8 mg/L) i IVD (3.7 — 5.1 mg/L).
Ujedno, ovi lokaliteti predstavljaju jedine geotermalne lokalitete koji su ostali oksicni tijekom
sve tri sezone uzorkovanja (O2 koncentracija > 4.5 uM (> 1 mg/L) (Orsi i sur., 2012)). Veéina
uzorkovanih geotermalnih izvora i buSotina bila je disoksi¢na do anoksi¢na (O2 koncentracija
<4.5uM (< 1mg/L) (Orsiisur., 2012)) tijekom svih sezona (Tablica 12). Na 5 lokaliteta (KRE,
LIP, BOS, BIZ i IST) uzorci prikupljeni tijekom jeseni 2019. i prolje¢a 2020. godine bili su
disoksiéni do anoksiéni, dok su uzorci s ovih lokaliteta uzorkovani tijekom jeseni 2020. bili
oksi¢ni. S druge strane, geotermalni izvori AVD 1 TOP bili su oksi¢ni tijekom dvije sezone
uzorkovanja (jesen 2019. 1 2020.), a disoksi¢ni do anoksi¢ni u uzorcima uzorkovanim tijekom
prolje¢a 2020. U uzorcima geotermalne vode lokaliteta VAR, DAB, IST, KRE, TOP i BIZ
izmjerene su visoke koncentracije sulfida (> 2 mg/L H2S) najmanje tijekom jedne sezone
uzorkovanja (Tablica 12). Koncentracije sulfata varirale su ovisno o mjestu uzorkovanja, a
ukoliko su bile poviSene, zadrZavale su visoke vrijednosti tijekom svih sezona uzorkovanja i
obrnuto. Koncentracije DOC, DIC i anorganskih dusikovih spojeva (NHs" i NO3") prili¢no su
varirale ovisno o mjestu i sezoni uzorkovanja (Tablica 12).

Vecéina analiziranih kemijskih parametara medusobno ne koreliraju znacajno, osim
utvrdene jake pozitivne korelacije izmedu koncentracija NH4™ i TN, kao i medusobne jake

pozitivne korelacije koncentracija Na*, CI, HCOgz", DIC i elektri¢ne vodljivosti (EC) (Slika 9).
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Tablica 12. Izmjereni i analizirani fizikalno-kemijski parametri geotermalnih voda u Hrvatskoj.

Ozn.:aka Sezona T(°C) pH 02 EC Na* CI DIC DOC  NH4 NOs TN SO H2S SiO2
lokaliteta (mg/L) (uS/cm) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/l) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
J.2019. 47 7,1 3,10 583 13,6 1,5 64,9 0,20 0,2 0,0 <1 49,7 0,44 38,9

AVD P.2020. 488 6,79 0,03 537 13,6 2,0 62,7 22,46 0,32 0,0 <1 54,4 0,44 40,3
J.2020. 46,8 6,9 2,99 822 13,6 1,4 715 0,77 0,19 0,0 <1 52,1 0,04 40,1

J.2019. 64 7,6 0,00 4830 11474 688,1 390,0 35,50 18,4 7,8 16 20,4 1,8 69,3

BlZ P.2020. 64 7,45 0,00 4860 11257  1360,7 186,3 3,77 8,82 0,0 6,5 10,3 1,8 65,3
J.2020. 64,8 7,75 2,16 8913 1826,9 12709 323,3 86 15,81 4,9 12,4 11,2 2,1 68,0

J.2019. 634 79 0,00 4180 848,5 749,0 220,0 15,20 28,6 0,0 24 4,1 1,6 43,9

BOS P.2020. 633 7,53 0,00 4050 1237,0 14896 245,1 0,62 28,28 0,0 21 2,5 1,6 43,2
J.2020. 53,9 8,09 4,19 290 9,1 85,1 35,9 1 3,20 0,0 2,3 1,3 15 43,0

J.2019. 129 7.2 0,40 839 27,0 3,2 114,0 4,40 2,2 4,0 3 11,1 15,8 30,7

DAB P.2020. 139 7,21 0,80 840 25,2 8,6 105,9 0,11 0,72 0,0 <1 18,3 18,8 31,9
J.2020. 132 7,36 0,72 604 27,0 10,7 105,5 0,66 2,10 1,9 1,9 17,3 0,52 30,9

ST J.2019. 25 691 024 2750 282,8 4422 126,5 0,43 0,9 0,0 <1 136,4 3,8 20,9
J.2020. 176 7,15 6,50 968 467,5 592,5 0,048 5,10 0,40 0,1 <1 117,1 49,5 18,9

J.2019. 46,3 7,07 3,70 572 14,7 1,7 66,4 0,67 0,3 0,0 <1 50,0 0,44 40,1

IVD P.2020. 439 7,13 3,70 569 13,5 1,5 60,8 90,84 0,11 0,3 <1 54,1 0,44 39,5
J.2020. 40,0 7,28 5,10 708 13,1 1,4 65,5 0,20 0,11 0,2 <1 51,9 0,04 39,5

J.2019. 245 7,15 6,60 550 3,0 1,7 75,0 0,15 0,0 3,8 1 12,0 <0.01 13,0

SJA P.2020. 243 7,17 6,30 550 3,2 2,7 70,6 0,14 0,02 1,0 <1 9,5 <0.01 13,6
J.2020. 23,7 7,35 6,80 500 2,9 1,7 80,1 0,30 0,01 1,6 <1 9,3 <0.01 13,4

JEZ P.2020. 38,7 6,88 0,03 580 8,3 51 67,6 0,09 0,0 1,3 <1 20,1 0,02 24,2
J.2020. 38,7 691 0,02 581 8,6 4,7 55,8 0,20 0,01 1,1 <1 18,7 0,04 24,7
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Oznaka

. 0> EC Na* cr DIC DOC NHes NOy TN SO  H:S SOz

gef;i;wtae'tgog sezona ' (O PR gy usiem)  (moll)  (mgll)  (mg/l)  (mgll) (mg/l) (mgll) (mg/l) (mg/L) (mg/L)  (mg/L)
12019, 418 7 014 509 8,7 17 608 012 01 0,0 <1 350 008 252

KRA P.2020. 422 699 00L 508 8,7 2,6 549 011 013 10 <1 369 008 235
12020, 420 701 002 512 85 16 652 033 011 07 <1 350 004 23,4

12019. 60 659 000 3720 8068 5960 2189 350 84 2,0 9 2759 002 51,3

LIP P2020. 60 675 000 3770 7355 6047 1588 013 88 00 75 3207 0,04 49,4
12020, 527 765 486 5829 9027 6272 2785 31,70 765 00 55 3090 004 51,4

12019. 445 68 080 591 135 16 651 040 03 0,0 <1 484 002 39

D1D P.2020. 458 677 008 591 13,2 2.1 647 023 038 00 <1 525 001 40,0
12020, 425 697 033 778 13,0 1,4 655 010 028 00 <1 500 0,04 40,1

12019. 569 672 000 632 273 46 628 038 02 34 15 914 36 407

STV 12020, 550 667 000 637 257 105 705 024 025 0.1 <1 938 044 41,0
s 12019. 364 68 005 10950 28430 22993 7802 2250 238 299 26 6,1 18 237
12020. 361 7,09 000 10800 27179 24688 10001 2850 20,85 64 164 18 1,9 26,4

12019. 648 676 000 627 187 106 529 013 03 0,0 <1 1049 12 435

TOP P2020. 625 66 000 629 186 203 529 007 040 00 <1 1220 12 431
12020. 647 65 000 631 189 211 532 060 034 09 <1 1139 25 41,9

12019. 321 699 008 533 75 15 741 013 02 0,0 <1 315 048 20,9

TUH P2020. 323 699 007 603 7,0 2.1 706 011 022 14 <1 325 048 19,8
12020. 324 697 002 604 7.0 13 782 011 020 13 <1 312 048 20,3

12019. 581 632 000 1160 977 520  101,0 013 08 4,6 3 1538 12 53,0

VAR P2020. 59 64 000 1161 924 1059 686 007 092 01 <1 1792 12 51,4
12020, 567 627 000 1172 959 1097 1005 072 077 1,9 <1 1674 12 105,3

12019. 80 652 000 2510 5375 1952 1750 1379 69 54 65 3456 08 67,0

ZGB 12020. 788 643 000 2480 6381 4601 1595 251 33 378 42 4188 02 67,7

61



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

Oznaka . 0.  EC Na* CF DIC DOC NH# NOy TN SO HS  SiO
gef’;ﬁ;ﬂ‘tae'tgog sezona ' (O PR gy usiem)  (moll)  (mgll)  (mg/l)  (mgll) (mg/l) (mgll) (mg/l) (mg/L) (mg/L)  (mg/L)
o J2019. 796 685 000 2450 5286 1915 1883 1905 68 5,1 65 2477 04 68,4
J2020. 78 739 000 2530 6442 4653 168 252 33 2,6 32 4201 02 62,9

12019. 451 813 090 840 2002 94 1450 432 81 00 63 607 24 31,8

KRE P2020. 45 802 020 840 1932 39 980 18 903 00 64 243 24 30,5
12020, 395 828 519 523 2025 29 1155 130 7,66 173 58 219 048 31,2
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Slika 9. Korelacijska analiza na bazi Pearson koeficijenta na normaliziranom setu podataka
fizikalno - kemijskih parametara.

4.1.2. Sastav i raznolikost prokariotske mikrobne zajednice u geotermalnim
vodama Hrvatske

Za utvrdivanje strukture i prostorno-vremenske dinamike prokariotske mikrobne
zajednice u 19 geotermalnih izvora i buSotina Hrvatske, 16S rRNA dijelovi gena bakterija 1
arheja su sekvencirani iz 51. prikupljenog uzorka na svim lokalitetima tijekom tri sezone.

Sekvenciranje je rezultiralo ukupnim brojem od 607 834 ocitanja koja su grupirana u
17 162 ASV-a. Nakon filtriranja, konaéni ,,phyloseq* objekt sadrzavao je taksonomsku tablicu
sa 2065 svojti u 51. uzorku te je isti koriSten za daljnje statistiCke analize. Nakon filtriranja,
najveci broj o€itanja zabiljezen je u ZGB (jesen 2020., n=17718), a uzorak s najmanjim brojem
o¢itanja bio je DAB (jesen 2020., n = 1329). Prije procjene alfa raznolikosti, podaci su svedeni
na brojcano isti skup podataka onog uzorka s najnizim ocitanjem (DAB, n = 1391) na
nefiltriranom setu podataka.

Sastav prokariotske mikrobne zajednice karakteriziran je kao relativno razliCit (.

specifican po mjestu uzorkovanja) u geotermalnim buSotinama i izvorima (Slika 10, Prilog 2)
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sa umjerenom i promjenjivom slozenosti (veliko bogatstvo razli¢itih vrsta/ASV-eva, Slika 11).
U vecini slucajeva utvrdena je vremenska stabilnost fizikalno-kemijskih parametara i
prokariotske mikrobne zajednice, kao $to je prikazano klasteriranjem lokaliteta po sezonskim
uzorkovanjima (Slika 12). Takoder, Shannonov i Simpsonov indeks raznolikosti ukazali su na
varijabilnost alfa raznolikosti na uzorkovanim lokalitetima (Slika 11).

U 19 razli¢itih geotermalnih izvora i buSotina utvrdena je prisutnost 21 koljena s
prosje¢nom relativnom zastupljenosti > 1 % (Slika 10, Prilog 2) od kojih su 4 koljena pripadala
predstavnicima arheja: Aenigmarchaeota, Crenarchaeota, Micrarchaeota i Nanoarchaeota.
Koljeno Proteobacteria prisutno je u 24 uzorka kao dominantno, a nakon njega slijede koljena
Campylobacterota (7) i Crenarchaeota (4). Ponekad predstavnici ovih navedenih koljena nisu
bili dominantni, no skupa sa predstavnicima Bacteroidota, Firmicutes, Nitrospirota i
Cyanobacteria bili su €esto zastupljeni u uzorcima ovih geotermalnih voda.
prikupljene u Pakovackoj Breznici (DAB) gdje je dosta pronadenih ASV-eva pripalo jos uvijek
slabo prou¢enim redovima arheja Micrarchaeales (koljeno Micrarchaeota) i Woesearchaeales
(koljeno Nanoarchaeota) koji su €inili 28 %, odnosno 25 % utvrdene mikrobne zajednice. Dok
su ovi ASV-evi arheja takoder uoceni i na drugim uzorkovanim lokalitetima (Slika 10, Prilog
2), njihova vrlo visoka relativna zastupljenost bila je jedinstvena za DAB.

Visoka relativna zastupljenost ASV-eva arheja (7 — 47 %) takoder je uocena u
geotermalnim uzorcima vode isto¢ne Hrvatske koji pripadaju Skupini 3: AVD, D1D, IVD i LIP
(Slika 10, Prilog 2), kao i na nekim lokalitetima u sjeverno-sredisnjem dijelu Hrvatske (Skupina
1, Slika 10, Prilog 2). Dok su Woesearchaeales takoder otkriveni na ovim lokalitetima gdje su
¢inili do ukupno 12 %, dominantne populacije arheja u ovim uzorcima bile su povezane s
oksidacijom amonijaka (AOA) poput predstavnika obitelji Nitrosocaldaceae (zastupljene u LIP
(Skupina 3, 60 °C)), STU (Skupina 1, 55 — 57 °C) i TOP (Skupina 1, 62.5 — 65 °C),
Nitrosopumilaceae (rod Candidatus Nitrosotenuis, zastupljen u AVD (Skupina 3, 47 — 48 °C)),
SJA (Skupina 1, 24 °C) 1 JEZ (Skupina 1, 39 °C) te Nitrososphaeraceae (zastupljene takoder u
AVD (Skupina 3, 47 — 48 °C)) (Slika 10).
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Frakcija
01%

o 1%

o 10%

Koljeno

@ other Bacleria/Archaea
© Crenarchaeota

@ Eurvarchaecta

@ Hydrothermarchaesta
@ Micrarchzeota

@ Nanoarchaeota
@ Aceothemia

© Acidobacteriota
@ Actinchactorota
@ Aquificota

© Bactersidota

@ Campylcbacterota
@ Chioroflexi

@ Cyanobacleria

@ Deinococcota

@ Desulfohactercta
@ Elusimicrobicta
@ Finnicutes

@ Nitrospirota

@ Patescibacteria
@ Planciomycetota
@ Prolectacteria

@ Verucomicrobiota
) unclassified

Slika 10. Sastav mikrobne zajednice grupiran na taksonomskoj razini koljena po vrsti vodonosnika gdje zastupljenost ASV-eva doseze relativnu

brojnost od 5 % ili viSe u najmanje jednom uzorku. Svojte su obojene po pripadaju¢em koljenu, a razredi Proteobacteria naznaceni su pored nize

taksonomske klasifikacije. Relativna brojnost neklasificiranin ASV-eva nije prikazana (,,unclassified”).
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AVD predstavlja lokalitet s najve¢om ukupnom zastupljenosti ASV-eva vezanih za AOA
(34 — 39 %) te takoder ukazuje na neuobicajeno visoku zastupljenost ASV-eva povezanih s rodom
Nitrospira (12 — 14 %, NOB / comammox) (Slika 10), dok su sekvence povezane s ovom skupinom
bile puno manje zastupljene (do maksimalnih 7 %) na svim drugim mjestima uzorkovanja (Slika
10). Uzorci IST 1 TUH (Skupina 1) ukazali su na visoku relativnu brojnost ASV-eva povezanih sa
sumpor-oksidiraju¢im bakterijama (SOB) poput predstavnika Sulfurovum, Sulfurimonas i
Sulfuricurvum unutar koljena Campylobacterota (Slika 10). ASV-evi povezani s poznatim
predstavnicima SOB unutar Gammaproteobacteria (rod Thiobacillus i drugi predstavnici obitelji
Hydrogenophilaceae, kao i rod Thiofaba te drugi rodovi unutar Halothiobacillaceae), pojavili su se
zajedno s predstavnicima SOB koljena Campylobacteria u VAR (Skupina 1), a njihova nesto veca
zastupljenost zabiljeZena je u uzorcima KRA (Skupina 1), LIP (Skupina 3), BIZ (Skupina 4) i KRE
(Slika 10). Zanimljivo je da su SOB pronadene u DAB, ali nisu bile dominantne (Slika 10) unato¢
utvrdenoj vrlo visokoj koncentraciji sulfida na tom lokalitetu (Tablica 12). Medutim, neuobicajeno
velik broj ocitanja prisutnih u DAB, identificirano je kao ASV-evi bakterija, no nisu se mogli dalje
taksonomski klasificirati.

lako su otkriveni u mnogim uzorcima, ASV-evi koji se odnose na dobro poznate termofile
(razli¢itih taksonomskih kategorija - Thermotoga, Deinococcota, Aquificota i Thermoplasmatota)
nisu bili pretjerano zastupljeni u istrazenim geotermalnim vodama Hrvatske s visokom
temperaturom (> 60 °C), osim u BIZ (Skupina 4) gdje su Aquificota i Deinococota €inili polovicu
zabiljezene mikrobne zajednice tijekom prolje¢a 2020. godine (Slika 10, Prilog 2). U uzorcima
geotermalnih voda u kojima ne dominiraju AOA ili SOB (BOS, D1D, IVD, JEZ, SVM, ZGB i
ZGM), prokariotske mikrobne zajednice bile su raznolike 1 specificne za mjesto uzorkovanja, a
sastojale su se od razli¢itih ASV-eva koji pripadaju mezofilnim, termotolerantnim i termofilnim,

aerobnim, sulfat-reduciraju¢im (SRB) ili fermentativnim heterotrofima (Slika 10, Prilog 2).
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Slika 11. Indeksi alfa raznolikosti (gornji graf: bogatstvo vrsta (Chaol); srednji graf: Shannon

indeks raznolikosti; donji graf: Simpson indeks raznolikosti) za svako mjesto uzorkovanja po

vrsti vodonosnika, na temelju svih prikupljenih sezonskih uzoraka.
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4.1.3. Utjecaj mjesta i sezone uzorkovanja, vrste vodonosnika te fizikalno-kemijskih
parametara na sve istraZivane geotermalne vode u Hrvatskoj

PCA napravljena na glavnim izmjerenim fizikalnim parametrima (temperatura i pH) i na

utvrdenim koncentracijama kemijskih parametara (DIC, DOC, O2, HS, SO4%, NHs*, NO3', TN i

Si0O») ukazao je na odvajanje uzoraka na temelju mjesta uzorkovanja, a ne sezone uzorkovanja ili

vrste geotermalnog vodonosnika (Slika 12). Tako je jasno specifi¢no odvajanje po uzorkovanom

lokalitetu, visok stupanj stabilnosti fizikalno-kemijskih parametara karakteristican je za vecinu

uzoraka geotermalne vode, osim za dva uzorka iz IST (Slika 12) koji su bili jako razli¢iti.

0.3 1

Lokalitet
o JEZ |
® KRA
® SJA
® sTU
® TOP
® TUH

VAR |
® SVM |

ZGB

ZGM |
® AVD |
® DD

VD

Lp_|
® BIZ |
® BOS |
® DAB

IST
» KRE

1
I
I
0.2 = 1
I
1

Skupina 1

PC 2 (23.2%)
Skupina 2

Skupina4  Skupina 3

024

-0.4 -0‘2 0.0 0.2
PC 1 (27.9%)

Slika 12. PCA grupiranje uzoraka geotermalne vode na temelju glavnih izmjerenih fizikalnih
(temperatura i pH) i kemijskih (DIC, DOC, Oz, H2S, SO4%, NH4*, NO3z", TN i SiO2 koncentracija)
parametara. Tocke su uzorci prikupljeni tijekom dvije ili tri sezone uzorkovanja i obojeni prema

mjestu uzorkovanja.
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PERMANOVA statistickim testom pokazano je da mjesto uzorkovanja ima znacajan

utjecaj na oblikovanje mikrobne zajednice prokariota (p = 0,001, R? = 0,72241) (Slika 13), dok su

vrsta vodonosnika (p = 0,001, R?=0,23872), kao i tip geotermalnog lokaliteta (izvor ili buSotina;

p = 0,001, R? = 0,04774) imali manji, ali takoder znacajan utjecaj. Statisti¢ki znacajan utjecaj

razlicitih sezona uzorkovanja na strukturu mikrobne zajednice prokariota nije utvrden (p = 0,738,

R2 = 0,03692).

0.2 4

02 4

0.4 -

—0‘25 0.00 0. IZS
PC 1 (7.8%)

Slika 13. Analiza glavnih koordinata (PCoA) prokariotske mikrobne zajednice ogranicene

Sezona

@ lesen 2019,
A Proljece 2020.
Il lesen 2020.

Lokalitet

JEZ |
KRA
SJA
STU
TOP
TUH
VAR |
SVM |
ZGB
ZGM |
AVD |
D1D

VD

Lp_|
BIZ |

BOS
DAB_
IST
KRE

Skupina 1

Skupina 3 Skupina 2

Skupina 4

temperaturom, pH, koncentracijama S04, H2S, NH4*, TN, NOs", DIC i DOC. To¢ke su uzorci

obojeni po mjestu 1 sezoni uzorkovanja. Polupravci predstavljaju znacajan utjecaj (p < 0,05;

PERMANOVA) izmjerenih i analiziranih okoli$nih parametara na prokariotsku mikrobnu

zajednicu.
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Skupnom analizom svih analiziranih lokaliteta, vecina ispitivanih fizikalno-kemijskih
parametara ukazali su na manji, no ipak statisticki znacajan utjecaj (p < 0,05) (Tablica 13), a time

1 na moguce varijacije u sastavu prokariotske mikrobne zajednice (Slika 13).

Tablica 13. Vrijednosti PERMANOVA testa koriStenog na mikrobnoj zajednici prokariota i
okoliSnim parametrima. Prikazani su parametri koji su pokazali statisticki znaCajan utjecaj na

oblikovanje mikrobne zajednice (p < 0,05).

Varijabla 1 Varijabla 2 PERMANOVA stat R? p

Temp. 0.04746 0.001

pH 0,03382 0,001

02 0,03273 0,007

NH4* 0,04678 0,001
Mikrobna

o NOs’ 0,03701 0,001
zajednica

_ TN 0,04664 0,001
prokariota

H.S 0,03823 0,001

S04+ 0,04064 0,001

DIC 0,03219 0,001

DOC 0,03316 0,005

4.1.4. Oblikovanje mikrobne zajednice prokariota prema fizikalno-kemijskim
parametrima unutar razlicitih skupina vodonosnika

Posebno su proucavane razlike u sastavu zajednice prokariota i1 abiotickih parametara za
svaku skupinu vodonosnika, budu¢i da su se zajednice donekle razlikovale. Neki od analiziranih
parametara imali su veliki utjecaj na sastav i oblikovanje mikrobne zajednice $to se vidi po podjeli
prema vrsti vodonosnika (Slika 14 A-F, Slika 15 A-D). Uzorci su, kao i u prethodnom prikazu
grupirani prema lokaciji (Slika 12, Slika 13, Slika 14 A, C, E, Slika 15 A, C), vise nego prema vrsti
vodonosnika ili sezoni uzorkovanja $to je dodatno ukazalo na razlike u sastavu mikrobne zajednice
svakog lokaliteta.

Temperatura je bila glavni odgovorni faktor za oblikovanje prokariotske zajednice gotovo

svih skupina vodonosnika: Skupine 1, Skupine 2 1 Skupine 3, dok je pH vrijednost imala zna¢ajan

70



Maja Mitrovié¢

Doktorska disertacija

utjecaj na Skupinu 1. Pojedini spojevi sumpora i duSika u kombinaciji, snazno su utjecali na razvoj

prokariota unutar Skupine 1, Skupine 2 i Skupine 3 (Tablica 14). Nijedan od analiziranih

parametara nije znacajno utjecao na oblikovanje prokariotske zajednice unutar lokaliteta koji

pripadaju Skupini 4 (p > 0,05).

Tablica 14. Vrijednosti PERMANOVA testa koriStenog na okoliSnim parametrima i mikrobnoj

zajednici prokariota podijeljenoj u skupine prema vrsti vodonosnika. Prikazani su parametri koji

su pokazali statisti¢ki znacajan utjecaj na oblikovanje mikrobne zajednice (p < 0,05).

Varijabla 1 Varijabla 2 PERMANOVA stat R? p
Temp. 0,12756 0,002
pH 0,13112 0,001
Mikrobna (o)) 0,14283 0,002
zajednica NH4* 0,1357 0,003
Skupine 1 DIC 0,10266 0,014
H.S 0,14063 0,001
SO4> 0,13419 0,001
Temp. 0,35772 0,0166
NH4* 0,34969 0,03056
Mikrobna
o NOs" 0,259 0,01667
zajednica
) TN 0,33376 0,02778
Skupine 2
SO4> 0,34678 0,0278
Temp. 0,23204 0,004
02 0,29086 0,002
Mikrobna NH,* 0,29165 0,003
zajednica TN 0,27625 0,006
Skupine 3 DIC 0,25837 0,003
SO4* 0,294 0,001
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Slika 14. Prikaz PCoA grupiranja lokaliteta prema vrsti vodonosnika (A, C, E). Oblici su uzorci

obojeni po mjestu i sezoni uzorkovanja. Polupravci predstavljaju znacajan utjecaj (p < 0,05)

okolisnih parametara na zajednicu prokariota. Slike B, D i F prikazuju relativnu zastupljenost

prokariota po vrsti vodonosnika na razini koljena. Distribucija vrsta je procijenjena prosjecnom

relativnom brojno$¢éu ve¢om od 1 % prilikom ¢ega su ostali mikroorganizmi s relativnom

brojnos¢u manjom od 1 % klasificirani kao ,,Ostatak®.
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Grafovi relativne zastupljenosti po vodonosnicima pokazali su dodatne slicnosti u sastavu
prokariota u nekim uzorcima koji pripadaju istoj vrsti vodonosnika (posebno Skupina 3; TUH i
VAR (Skupina 1); SVM i ZGB (Skupina 2)) (14 B, D i F). Unato¢ dominaciji Proteobacteria,
mikrobna zajednica je na nekim lokalitetima bila oc¢ito drugacija (kao $to je KRA 1 TUH (Skupina
1)) od ostalih lokacija koje pripadaju istoj skupini vodonosnika, §to ukazuje na moguci drugaciji
utjecaj fizikalno-kemijskih parametara na oblikovanje prokariotske zajednice (14 B).

Nakon Proteobacteria i Campylobacterota, ostali dominantni predstavnici su Crenarchaeota
1 Firmicutes s razli¢itim utjecajima okoliSnih parametara na svakom lokalitetu uzorkovanja (Slika
14). Zanimljivo otkrice bila je prisutnost cijanobakterija karakteristina za SJA tijekom svih sezona
uzorkovanja i za lokalitet D1D u prolje¢e 2020 (Slika 14 B, F). Opcenito, Skupinu 2 karakterizirala
je visoka relativna brojnost predstavnika koljena Firmicutes, dok je dominantnost koljena
Proteobacteria, Acetothermia i Desulfobacterota (SRB) bila specifi¢na za sezonu, a predstavnici
Altiarchaeota specifi¢ni za lokalitet SVM (Slika 14 D). Za AVD nije uo¢eno postojanje prostorno-
vremenskih razlika, dok je IVD pokazao porast predstavnika koljena Bacteroidota u dvije sezone
uzorkovanja (Slika 14 F).

U Skupini 4 dominirali su predstavnici Proteobacteria i Firmicutes Sto je uzrokovalo jasno
odvajanje uzoraka ova dva lokaliteta, kao $to je 1 vidljivo na PCoA grafu (Slika 15 A, B). Posebno
se istiCe struktura mikrobne zajednice prokariota lokaliteta BOS tijekom proljetne sezone
uzorkovanja (15 B). S druge strane, kao Sto se ocekivalo, lokaliteti DAB, IST 1 KRE ukazali su na
medusobne razlike u relativnoj zastupljenosti pojedinih predstavnika te nisu pokazali nikakvo
specificno grupiranje. Osim toga, ukazali su na visoku vremensku stabilnost s minimalnim

promjenama u strukturi zajednice (Slika 15 C, D).
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Slika 15. Prikaz PCoA grupiranja lokaliteta prema vrsti vodonosnika (A i C). Oblici su uzorci
obojeni po mjestu i sezoni uzorkovanja. Slike B i D prikazuju relativnu zastupljenost prokariota
po vrsti vodonosnika na razini koljena. Distribucija vrsta je procijenjena prosje¢nom relativnom
brojnoséu ve¢om od 1 % prilikom ¢ega su ostali mikroorganizmi s relativnom brojno$¢u manjom

od 1 % Kklasificirani kao ,,Ostatak.

74



Maja Mitrovié¢ Doktorska disertacija

4.1.5. Moguce metabolicke funkcije identificiranih prokariota

Koristenje Tax4Fun analize za neovisno predvidanje funkcionalnog potencijala
prokariotske mikrobne zajednice na temelju povezanosti identificiranih ASV-eva s
mikroorganizmima koji imaju ve¢ od prije poznat metaboli¢ki potencijal, pokazalo je da su rezultati
ove analize u skladu s gore opisanim rezultatima relativne zastupljenosti i utjecaja abiotickih
faktora (Slika 16). Funkcionalnim predvidanjem pretpostavljena je dominacija gena
mikroorganizama blisko povezanih sa svojtama za koje se dosad zna da sudjeluju u oksidaciji i
redukciji sumpornih i dusikovih spojeva (Slika 16).

Na onim lokalitetima koji su bili pod utjecajem kombinacije spojeva i sumpora i dusika,
Tax4Fun analizom pretpostavljeno je da dominantne svojte sadrzavaju gene povezane s reakcijama
u oba metabolizma. Drugim rije¢ima, pretpostavljena zastupljenost gena povezanih s oba
metabolizma odgovara lokalitetima gdje je utvrdena znacajna prisutnost mikroorganizama poput
AOA, NOB, comammox ili SOB i SRB (Skupina 1, Skupina 3) (Slika 17, Prilog 3).

Funkcionalna analiza pokazala je da su Bosnjaci (BOS) imali najveci potencijal vezan uz
metabolizam sumpora, posebice tijekom trece sezone uzorkovanja, $to je potvrdeno dominacijom
predstavnika Hydrogenophilaceae (SOB), ali i ostalih manje zastupljenih predstavnika vezanih za
ciklus sumpora (Slika 17, Prilog 3). Osim BOS, lokaliteti unutar Skupine 1 poput TUH, VAR i
KRA tijekom svih istrazivanih sezona bili su karakterizirani konstantnom zastupljenosti
predstavnika Halothiobacillaceae, Sulfurimonadaceae i Hydrogenophilaceae.

Pretpostavljeno postojanje gena s funkcijama vezanim uz metabolizam duSika, bili su
najvise karakteristini za istrazivane lokalitete Daruvarskih toplica (AVD, IVD, D1D; Skupina 3)
I lokalitet STU (Skupina 1) zbog utvrdene dominacije AOA, NOB i comammox unutar
identificiranih porodica Nitrosopumilaceae, Nitrososphaeraceae i Nitrospiraceae (Slika 17, Prilog
3).

Kao i u svakom drugom ekosustavu, zbog odvijanja normalnih Zivotnih funkcija, ali i
utvrdenih DIC 1 DOC koncentracija, oCekivana je pretpostavka postojanja gena s funkcijama
vezanih uz metabolizam ugljika, odnosno reakcije fiksacije ugljika, fotosinteza i razgradnja

organske tvari.
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Skupina 1

Skupina 2

Skupina 3

Skupina 4

Metabolizam dusika Metabolizam sumpora

Normalizirane N
vrijednosti 3 6 9

Slika 16. Funkcionalno predvidanje mikrobnih zajednica prokariota u geotermalnim vodama
Hrvatske po mjestu i sezoni uzorkovanja te vrsti vodonosnika temeljeno na Tax4Fun analizi.
Vrijednosti su normalizirane prema broju kopija pretpostavljenih gena zbog usporedivosti i

uvecani radi lakSe vizualizacije.
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Slika 17. Sastav prokariotske mikrobne zajednice po mjestu uzorkovanja i vrsti vodonosnika gdje
su ASV-evi grupirani na razini porodice prikazujuéi relativnu zastupljenost samo onih porodica
koji sadrzavaju oksidante amonijaka (AOA, AOB), nitrita (NOB), comammox organizme ili

oksidante sumpora (SOB) i reducente sulfata (SRB), kao §to je predvideno Tax4Fun analizom.

4.1.6. Matematicki modeli uzrocnosti
Matematicki model uzrocnosti prikazao je vrlo kompleksnu, no objasnjivu i ocekivanu

mrezu interakcija. Na temelju DAG dijagrama prikazanog na Slici 18. parametar temperature jedan
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je od glavnih ,roditeljskih* varijabli koji direktno utje¢e na koncentraciju HCO3', SO4%, SiO; te
ocekivano, na koncentraciju Oz. Rezultati utjecaja elekticne vodljivosti kao druge glavne
,roditeljske* varijable direktno su povezani s varijablama Na* i DIC, a neposredno i s varijablama
Cl', HCO3z i DOC sto upucuje na o¢ekivanu kaskadu odgovora (Slika 18).

Na jos$ jednu kaskadu odgovora ukazuju i nutrijenti, kao $to su koncentracije NO3z™ i NH4"
koje ocekivano utjecu na parametar TN, a na koje su utjecaj imale pH vrijednosti u kombinaciji s
koncentracijom O2 i temperaturom. H»S predstavlja jednu od kauzalnih varijabli porodicama F2
(Halothiobacillaceae) te F9 (Sulfurospirillaceae) i F10 (Sulfurovaceae) koje su, osim medusobno
povezane, u konekciji i s F1 (Campylobacteraceae) i F8 porodicama (Sulfurimonadaceae).
Koncentracije SO4* predstavljale su kauzalnu varijablu porodici F4 (Nitrosocaldaceae) koja je
imala utjecaj na razvitak porodice F3 (Hydrogenophilaceac). Medusobni uéinak na razvitak
pokazivale su i ostale porodice vezane za ciklus dusika poput F5 (Nitrosopumilaceae), F6
(Nitrososphaeraceae), F7 (Nitrosotaleaceae) i F11 (Nitrospiraceae) s koncentracijom O,
temperaturom i pH vrijednosti kao jednim od uzro¢nih faktora (Slika 18).

i
y‘j

Slika 18. DAG dijagram s ¢vorovima mreze pracenih (p < 0,05) fizikalno-kemijskih parametara
na porodice F1 — F10 (Campylobacteraceae=F1, Halothiobacillaceae=F2, Hydrogenophilaceae=
F3, Nitrosocaldaceae=F4, Nitrosopumilaceae=F5, Nitrososphaeraceae=F6, Nitrosotaleacea=F7,

Sulfurimonadaceae=F8, Sulfurospirillaceae=F9, Sulfurovaceae=F10 i Nitrospiraceae=F11).
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Detaljnijim proucavanjem kauzalnosti izmedu prokariota i1 abiotickih svojstava u
geotermalnim vodama Hrvatske, uoceno je da je pH vrijednost imala najveée negativne kauzalne
uc¢inke na veéinu zajednica (Slika 19), posebno na porodicu Halothiobacillaceae. Temperatura je
imala negativan kauzalni efekt na porodicu Nitrospiraceae, bas kao i pH vrijednost te koncentracija
NH4" i O2. Pozitivni uéinci temperature, pH vrijednosti, elektriéne vodljivosti, Na*, CI', HCO3" te
DIC nisu wuoceni. Ocekivano, uoCen je pozitivan kauzalni ucinak H>S na porodicu
Sulfurospirillaceae te TN na porodicu Nitrosopumilaceae i Nitrososphaeraceae, a sve tri porodice
veze negativan utjecaj pH vrijednosti. Kod drugih porodica vezanih za ciklus N, odnosno S, u¢inak
dusikovih, odnosno sumpornih komponenti nije zabiljezen ili je neoc¢ekivano negativan (Slika 19).
S druge strane, uocen je ocekivani negativni utjecaj sumpornih komponenti na razvoj predstavnika
vezanih za ciklus N, i obrnuto, utjecaj duSikovih komponenti na razvoj predstavnika

karakteristi¢nih za ciklus S.
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Slika 19. Kauzalni uc¢inak abioti¢kih parametara na zastupljenost izdvojenih porodica.
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4.2. Druga faza istraZivanja

4.2.1. Fizikalno-kemijska svojstva vode

Na 14 geotermalnih lokaliteta na kojima se istrazivala zajednica mikrobnih eukariota
tijekom jeseni 2020. godine (SVM, TOP, D1D, TUH, VAR, SJA, JEZ, AVD, BIZ, BOS, IVD,
KRA, STU, KRE), temperatura vode razlikovala se po mjestu uzorkovanja. Najniza temperatura
izmjerena je u SJA (23,7 °C), a najvisa u BIZ (64,8 °C) (Tablica 12), dok su pH vrijednosti bile
neutralne do blago luznate, isto tako ovise¢i o mjestu uzorkovanja (Tablica 12, Slika 20). Od mjesta
uzorkovanja ukupno je 5 lokaliteta na kojima je utvrdena najveca prisutnost predstavnika mikrobne
zajednice eukariota poput JEZ, STU, TOP, SVM i D1D, a od njih najviSu temperaturu imao je
lokalitet STU (55 °C) te najnizu SVM (36,1 °C) (Slika 20).

Lokaliteti poput JEZ, KRA, STU, TUH, VAR i SVM bili su anoksic¢ni tijekom jeseni
2020. Najvise koncentracije DIC i DOC izmjerene su u BIZ i SVM, dok su na drugim mjestima
uzorkovanja bile jako niske, posebno koncentracije DOC-a. Koncentracije nutrijenata poput dusika
i sumpora takoder su varirale ovisno o mjestu uzorkovanja. Najvise koncentracije NH4*, NO3™ i TN
zabiljezene su u SVM (Tablica 12, Slika 20), dok su koncentracije H2S i SO4> izmjerene u jako
visokim koncentracijama na lokalitetu VAR, na S$to je upucivao i sami miris vode prilikom
uzorkovanja (Tablica 12).

Uocena je pozitivna korelacija izmedu elektricne vodljivosti, HCO3', Na*, CI" i DIC
koncentracija, §to je bilo i ocekivano. Osim toga, isti parametri pozitivno su korelirali i s
koncentracijama NH4*, NOs™i TN. Na pozitivnu korelaciju ukazuju i koncentracije H2S i SO42 dok
koncentracije NO3z", NHs" i TN ukazuju na medusobno jacu pozitivnu korelaciju od sumpornih
vrijednosti (Slika 21).
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Slika 20. Fizikalno-kemijski parametri geotermalne vode (temperatura, pH vrijednost, elektricna
vodljivost, koncentracija kisika, DOC, DIC, amonija i nitrata, ukupan dusik, koncentracija sulfata
i sumporovodika) izmjereni tijekom jeseni 2020. na mjestu uzorkovanja onih lokaliteta na kojima
je utvrdena najveca prisutnost predstavnika mikrobne zajednice eukariota: JEZ (Jezercica,
Skupina 1), STU (Stubicke toplice, Skupina 1), TOP (Topusko, Skupina 1), SVM (Toplice sv.
Martin, Skupina 2) i D1D (Daruvarske toplice — Marijino vrelo, Skupina 3).
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Slika 21. Korelacijska analiza na bazi Pearson koeficijenta na normaliziranom setu podataka

fizikalno-kemijskih parametara tijekom kampanje uzorkovanja u jesen 2020. godine.

4.2.2. Sastav i raznolikost zajednice eukariota u geotermalnim vodama Hrvatske

Istrazivanje mikrobnih eukariota odradeno je tijekom jesenske kampanje uzorkovanja
2020. godine. Istrazivanje sastava eukariota kroz samo jednu sezonu podcjenjuje njihovu sezonalnu
raznolikost, no za ubuduce pruza mogucnost ispitivanja utjecaja sezone i okoliSnih parametara na
cjelokupnu strukturu eukariotske zajednice u geotermalnim vodama Hrvatske.

»Phyloseq” objekt sadrzavao je taksonomsku tablicu sa 174 svojte u 14 uzoraka, dok je
»phyloseq” objekt bez Metazoa sadrzavao 134 svojte u 5 izdvojenih uzoraka koriSten u vecini
statistickih analiza. Nakon filtriranja, najveci broj o€itanja zabiljezen je u TOP (n = 1646, a uzorak
s najmanjim brojem ocitanja bio je STU (n = 122). Prije procjene alfa raznolikosti, podaci su
svedeni na broj¢ano isti skup podataka onog uzorka s najnizim ocitanjem na setu podataka bez
Metazoa. Alfa raznolikost preko Chaol indeksa ukazuje na najvece bogatstvo i raznolikost vrsta u
TOP (Skupina 1), a najnize u JEZ (Skupina 1), D1D (Skupina 3) 1 STU (Skupina 1) (Slika 22). U

82



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

»phyloseq* objektu sa svim analiziranim uzorcima, Shannon i Simpson indeksi sugerirali su na
najnizu alfa raznolikost u KRE i IVD (Skupina 3) koje slijede uzorci iz Skupine 4 (BIZ i BOS) te
TUH (Skupina 1) (Prilog 4).

60 1 @

504

401

Chao 1

304

204

3.01

Shannon

2.54

JEZ sTU TOP SVM DD

Slika 22. Indeksi alfa raznolikosti (gornji graf: bogatstvo vrsta (Chaol); srednji graf: Shannon
indeks raznolikosti; donji graf: Simpson indeks raznolikosti) na 5 lokaliteta s najvise utvrdenih

predstavnika mikrobne zajednice eukariota, na temelju prikupljenih uzoraka tijekom jeseni 2020.
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Svoijte su grupirane u taksonomske kategorije slijedeéi sistematizaciju iz PR? baze podataka
(v 4.13., Guillou 1 sur., 2013). Najzastupljenije taksonomske supergrupe bile su Alveolata
(najbrojniji u BIZ (39,5 %)), Opisthokonta (najbrojniji u BIZ (60,5 %)) i Stramenopiles (najbrojniji
u KRE (83,3 %)) na gotovo svim mjestima uzorkovanja (Slika 23). Predstavnici unutar Amoebozoa
pronadeni su samo u KRA (8,3 %), SVM (0,82 %) i TOP (0,75 %) dok su predstavnici supergrupe

Rhizaria uoceni samo u JEZ s vrlo malom relativnom zastupljenoséu od 1,12 %.
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B Hacrobia
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Skupina 2

TOP

STU

Skupina 1

SJA
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Slika 23. Relativna zastupljenost svih eukariotskih zajednica na razini supergrupe identificiranih
na 14 geotermalnih lokaliteta u Hrvatskoj tijekom jeseni 2020. godine. Crvenim pravokutnicima

izdvojeno je 5 lokaliteta na kojima se utvrdio najveci broj identificiranih mikrobnih eukariota.

Alveolata se pretezno sastojala od predstavnika skupina Apicomplexa, Ciliophora i
Dinoflagellata. Relativna zastupljenost Dinoflagellata bila je vrlo visoka na pojedinim lokalitetima
poput BIZ (39,5 %), BOS (36 %), IVD (33,3 %), AVD (26,9 %), KRA (26, 9 %) i STU (17 %)
gdje su ¢inili jednu od dominantnih skupina uz predstavnike Metazoa koji su dio supergrupe
Opisthokonta i Ochrophyta (supergrupa Stramenopiles), dvije najzastupljenije skupine i na drugim
uzorkovanim lokalitetima (Slika 24). KRE i BIZ su jedini lokaliteti ¢ija se mikrobna zajednica

sastojala samo od dvije skupine mikrobnih eukariota, a VD, BOS i TUH od ukupno tri

84



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

identificirane skupine §to dodatno potvrduje rezultate Shannon i Simpson indeksa raznolikosti
(Prilog 4, Slika 24). Uzorci D1D (Skupina 3) i TOP (Skupina 1) pokazali su najvecu raznolikost

pronadenih skupina unutar podjele prema vrsti vodonosnika (Slika 24).
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Slika 24. Relativna zastupljenost svih eukariotskih zajednica na razini divizije identificiranih na
14 geotermalnih lokaliteta u Hrvatskoj tijekom jeseni 2020. godine. Crvenim pravokutnicima

izdvojeno je 5 lokaliteta na kojima se utvrdio najveéi broj identificiranih mikrobnih eukariota.

Najveca razlika u kompoziciji mikrobnih eukariota uocena je na lokalitetu KRE koji je imao
najvecu relativhu zastupljenost koljena Cryptophyta (supergrupa Hacrobia) s porodicom
Cryptophyceae te Ochrophyta (supergrupa Stramenopiles) s dijatomejama (Bacillariophyceae) koji
na drugim mjestima uzorkovanja nisu uopée zastupljeni ili su pronadeni u manjem postotku (Prilog
4, Slika 24). Nadalje, jedino na lokalitetu KRA uoceno je prisutstvo roda Filamoeba, predstavnika
Conosa (9,9 %) (Slika 24), dok je jedino na lokalitetu TUH zabiljezen rod Chlorochytrium
(Chlorophyta, 28,6 %) te na lokalitetu KRE rod Chilomonas (Cryptophyta, 25 %). Isto tako,
predstavnici Cercozoa prisutni su samo na lokalitetu JEZ (2,4 %), Mesomycetozoa na lokalitetu
SJA (3,75 %) i Choanoflagellida na lokalitetu TOP (0,36 %) u neznacajnim postotcima.

85



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

Osim predstavnika Bacillariophyceae i Chrysophyceae, skupina Ochrophyta sadrzavala je
i predstavnike unutar porodica Xanthophyceae i Dictyochophyceae. Daljnjim istrazivanjem stvarne
zastupljenosti navedenih porodica na 5 izdvojenih lokaliteta, rod Spumella pokazao se kao glavni
predstavnik porodice Chrysophyceae (Prilog 5, Slika 25). Pronadeni znac¢ajni rodovi primarnih
proizvodaca na 5 izdvojenih lokaliteta bili su Navicula i Cymbella (Bacillariophyceae),
Chromulina (Chrysophyceae) i Tribonema (Xanthophyceae) (Slika 25).
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Slika 25. Stvarna zastupljenost rodova izdvojenih na 4 lokaliteta na kojima je utvrden najveci
broj identificiranih mikrobnih eukariota tijekom jeseni 2020. godine. Izdvojeni su svi
identificirani rodovi unutar porodica koje inace sadrzavaju poznate predstavnike povezane s

procesom primarne produkcije.
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Relativna zastupljenost Fungi (supergrupa Opisthokonta) pokazala se najve¢om na
lokalitetima D1D (34,7 %), SVM (25,6 %) i TOP (24,9 %) (Slika 24). Najzastupljeniji su bili
predstavnici Basidiomycota (SVM (16,5 %), D1D (15,1 %) i TOP (14,8 %)) te Ascomycota (TOP
(8,9 %) i SVM (6,9 %)) (Slika 26) sa najabundantnijim rodovima poput Malassezia, Candida i
Rhodosporidium (Prilog 6).
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Slika 26. Stvarna zastupljenost koljena izdvojenih na 5 lokaliteta na kojima je utvrden najveci
broj identificiranih mikrobnih eukariota tijekom jeseni 2020. godine. Izdvojena su sva
identificirana koljena iz skupina Fungi i Sagenista koja inace sadrzavaju poznate predstavnike

povezane s procesima razgradnje organske tvari.

87



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

Ostali najzastupljeniji rodovi mikrobnih eukariota po pojedinim lokalitetima bili su
Spumella (Chrysophyceae, (TUH, 71,4 %; SJA, 28,8 %; JEZ, 23,2 %; SVM, 21,3 %)), Naegleria
(Discoba, (IVD 33,3 %; VAR, 14,4 %; SJA, 8,8 %)), Cryptomonas (Cryptophyta, (SJA, 16,3 %;
JEZ, 9,1 %)) te Spirogyra (Streptophyta, (AVD, 12,9 %; STU, 7,4 %)).

Specificno grupiranje eukariotskih zajednica prikazano je PCoA analizom i provjereno
PERMANOVA testom, a pokazuje da se zajednice ne grupiraju po vrsti vodonosnika (p = 0,508,
R? = 0,30665) ili tipu geotermalnog lokaliteta (busotina ili izvor, p = 0,722, R? = 0,9301) (Slika

27). Distribucija mikrobnih eukariota ovisila je 0 mjestu uzorkovanja (Slika 24, Slika 27).
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Slika 27. PCoA grupiranje eukariotskih zajednica na temelju Bray-Curtis matrice razli¢itosti
tijekom jeseni 2020. godine. Zajednice su prikazane prema mjestu uzorkovanja i vrsti

vodonosnika.
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4.2.3. Utjecaj fizikalno-kemijskih parametara na sastav zajednice mikrobnih
eukariota

PERMANOVA nije pokazala nikakav utjecaj fizikalno-kemijskih parametara na
oblikovanje mikrobne zajednice eukariota na svim ispitivanim lokalitetima (p > 0,05). S druge
strane, detaljnijom analizom beta raznolikosti mikrobne zajednice eukariota preko PCoA analize
uocena je visoka razlika izmedu sastava zajednice 5 izdvojenih lokaliteta (JEZ, STU, TOP, SVM,
D1D) tijekom jeseni 2020. godine. PERMANOVA je pokazala da je najveci utjecaj na oblikovanje
strukture mikrobne eukariotske zajednice na 5 izdvojenih lokaliteta imala temperatura (p = 0,02,
R? = 0,27422). Ostali okoli$ni parametri kojima su bile vodene razlike u strukturi zajednice bili su
nitrati (p = 0,05, R? = 0,20457) i pH vrijednost (p = 0,05, R? = 0,24852) (Slika 28). Drugi okoli$ni
parametri nisu pokazali statisticki znacajan utjecaj na strukturu mikrobne zajednice na 5 izdvojenih

lokaliteta (p > 0,05).
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Slika 28. PCoA grupiranje eukariotskih zajednica na 5 lokaliteta s najve¢im brojem
identificiranih mikrobnih eukariota na temelju Bray-Curtis matrice razli¢itosti tijekom jeseni
2020. godine. Okolis$ne varijable koje su PERMANOVA testom pokazale zna¢ajan (p < 0,05)

utjecaj na mikrobnu eukariotsku zajednicu prikazane su polupravcima: temperatura, pH i NO3z'.

Tocke su uzorci obojeni po mjestu uzorkovanja.
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Rezultati korelacijske analize na bazi Pearson koeficijenta izmedu parametara koji su
pokazali statisticki znacCajan utjecaj na zajednicu i skupina s poznatim predstavnicima primarnih
proizvodaca ukazali su na pozitivnu korelaciju Dinoflagellata i nitrata te na negativnu korelaciju
Ochrophyta sa nitratima i pH vrijednosti (Slika 29). Isto tako, rezultati korelacije ukazali su na
najsnazniju pozitivnu korelaciju izmedu predstavnika Ochrophyta i Streptophyta te Streptophyta i
Cryptophyta (Slika 29). S druge strane, uocena je negativna korelacija predstavnika Streptophyta i
Chlorophyta. Uocena je i negativna korelacija predstavnika Fungi i Sagenista, kao i Sagenista s
parametrom temperature te pozitivna korelacija Fungi s pH vrijednosti (Slika 30). Gledajuéi
parametre, utvrdena je potpuna negativna korelacija temperature i pH, jaka negativna korelacija

temperature s nitratima te pozitivna korelacija pH vrijednosti i nitrata (Slika 29, Slika 30).

Dincflagellata
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(@]
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" .
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Dincflagellata
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Cryptophyta

Streptophyta

B . . . . .
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. e
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Slika 29. Korelacijska analiza na bazi Pearson koeficijenta na normaliziranom setu podataka
fizikalno-kemijskih parametara (p < 0,05) i na razini divizije, koja inace sadrzavaju vec¢inu

predstavnika povezanih s procesom primarne produkcije, s 5 izdvojenih lokaliteta.
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Slika 30. Korelacijska analiza na bazi Pearson koeficijenta na normaliziranom setu podataka
fizikalno-kemijskih parametara (p < 0,05) i na razini divizije, koja inace sadrzavaju ve¢inu

predstavnika povezanih s procesima razgradnje organske tvari, s 5 izdvojenih lokaliteta.

4.3. Treca faza istraZivanja

4.3.1. Uzgoj kultura

4.3.1.1. Fizikalno-kemijski parametri vode KkoriStene za inokulaciju i
uzgoj prokariotske mikrobne zajednice

Inokulacija prilagodenih hranjivih podloga provedena je s uzorcima geotermalne vode
uzorkovane na sljede¢im lokalitetima: Antunovo vrelo (AVD), Krec¢aves (KRE) 1 Stubicke toplice
(STU). Glavni fizikalno-kemijski parametri vode uzrokovane tijekom rujna 2020. za potrebe
inokulacije i uzgoja bakterija i arheja od interesa odgovarali su analiziranim svojstvima vode
tijekom tri sezone uzorkovanja u prvoj fazi istrazivanja (Slika 31, Tablica 12). NajviSu temperaturu
imala je geotermalna buSotina STU (57,9 °C), a najnizu KRE (40,6 °C). Obrnuto je bilo s pH
vrijednosti gdje je najvecu blago luznatu pH imala buSotina KRE (8,26), a najniZa neutralna pH
vrijednost uocena je u STU (7,09). Izmjerena temperatura izvora AVD u rujnu 2020. godine

iznosila je 46,1 °C, a pH vrijednost bila je neutralna (7,14) (Slika 31). Vrlo sli¢ni rezultati fizikalnih
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parametara vode izvora AVD zabiljezeni su tijekom listopada 2021. godine (T =46,3 °C, pH =73,

EC =808,5 uS/cm).

60+
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STU K
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(@]
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Slika 31. Fizikalni parametri izmjereni tijekom rujna 2020. godine na tri lokacije (AVD_K:
Antunovo vrelo; STU K: Stubicke toplice; KRE K: Krecaves) geotermalnih voda u Hrvatskoj za
potrebe uzgoja kultura.
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4.3.1.2. Struktura uzgojene mikrobne zajednice prokariota

Za utvrdivanje strukture uzgojene prokariotske mikrobne zajednice sa 3 geotermalna
lokaliteta u Hrvatskoj (AVD, STU i KRE), 16S rRNA dijelovi gena bakterija i arheja su
sekvencirani iz 56 uzoraka kultura tijekom dvije godine uzgoja.

Sekvenciranje kultura rezultiralo je ukupnim brojem od 4476 svojti. Nakon filtriranja,
konacni ,,phyloseq” objekt sadrzavao je taksonomsku tablicu sa 429 svojti u 56 uzoraka te je isti
korisSten za daljnje statisticke analize. Nakon filtriranja, najveci broj ocitanja zabiljezen je u kulturi
uzorka AVD 0,29 (1) (n = 43 604). Najmanji broj ocCitanja (< 100) imali su svi uzorci kultura s
antibiotikom te neka razrijedenja koja nisu uzimana u obzir prilikom procjene alfa raznolikosti.
Prije procjene alfa raznolikosti, podaci su svedeni na broj¢ano isti skup podataka onog uzorka s
najnizim ocitanjem (2 AVD NaNO-, n = 1043) na nefiltriranom setu podataka.

Sastav uzgojene prokariotske mikrobne zajednice pokazao se ovisan o pofetnom mjestu
uzorkovanja, kroz vrijeme uzgoja specifiCan za odabrani medij i vrstu dodavanog supstrata,
medusobno velike sli¢nosti posebice kod razrijedenja (Slika 32) te s manjim utvrdenim bogatstvom
vrsta od rezultata sekvenciranja vode koja je sluzila kao inokulum (Prilog 7). Shannonov i
Simpsonov indeks raznolikosti ukazali su na varijabilnost alfa raznolikosti na uzorkovanim
lokalitetima (Prilog 7).

U 56 razlicitih uzoraka kultura utvrdena je prisutnost ukupno 38 razli¢itih prokariotskih
koljena (Prilog 8) od kojih njih 7 pripada predstavnicima arheja, a najzastupljenije je koljeno
Crenarchaeota. Od predstavnika bakterija, koljeno Proteobacteria prisutno je u veéini uzgojenih
kultura kao dominantno, a nakon njega slijede predstavnici koljena Deinococota i Firmicutes (Slika
32, Prilog 8). Nesto manje zastupljeni, no u pojedinim uzorcima kultura ipak medu dominantnima,
jesu predstavnici koljena Chloroflexi, Bacteroidota, Nitrospirota, Actinobacteriota i
Acidobacteriota (Slika 32).
vrela s razli¢itom dominacijom predstavnika koljena Actinobacteriota, Proteobacteria, Chloroflexi
i Deinococcota (AVD 25 (2), 1 AVD NH4CI, 2 AVD NH4Cl, AVD NH4Cl Kan) te uzorak lokaliteta
Krecaves s dodatkom antibiotika (KRE 25 + (1)) zbog najveceg zabiljezenog uzgoja predstavnika

koljena Cyanobacteria, Planctomycetota i Desulfobacterota (Slika 32, Prilog 8).
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Slika 32. Relativna zastupljenost mikrobne zajednice prokariota na razini koljena identificiranih u
uzorcima kultura tijekom 2 godine uzgoja. Za potrebe uzgoja kultura i statisticke obrade podataka
uzorci su podijeljeni po uzorkovanom lokalitetu (AVD — Antunovo vrelo; STU — Stubicke
toplice, KRE — Krecaves), vrsti dodanog supstrata (0.29 — 0,29 mM NaNO2; 2.9 — 2,9 mM
NaNOz2; 29 — 29 mM NaNO3, 25 — 25 mM NH4Cl, NaNO- - 10 mM NaNO2, NH4CI - 10 mM
NH4CI), dodatku antibiotika (+/Kan), razrijedenju (10 — 10%) i krugu sekvenciranja ((1),(2)).
Oznake AVD K, STU K, KRE KiAVD 0 5 predstavljaju vodu koja je koriStena kao
inokulum. Distribucija vrsta je procijenjena prosjecnom relativnom brojnoséu vecom od 1 %
prilikom ¢ega su ostali mikroorganizmi s relativnom brojno$éu manjom od 1 % klasificirani kao

,,Ostatak/Others.

94



Maja Mitrovié¢ Doktorska disertacija

U odnosu na cjelokupnu zajednicu, od svojti karakteristiénih za ciklus duSika, najvisa
relativna zastupljenost roda Nitrospira pronadena je u STU 2,9 (2) (40,5 %), AVD 2,9 10-1 (15,6
%), STU 29 (2) (14,9 %), a vrsta Candidatus Nitrososphaera (51, 4 %) i Candidatus Nitrosotenuis
(43,1 %) u 1 AVD NH4CI. Candidatus Nitrososphaera pronaden je jo§ samo u kulturi AVD 25 (2)
u neznacajnom postotku (0,7 %), dok je Candidatus Nitrosotenuis utvrden samo u 3 AVD NaNO>
(14,4 %) i AVD 0,29 (1) (0,013 %). Rod Nitrospira (porodica Nitrospiraceae, koljeno Nitrospirota)
u vodi koja je sluzila kao inokulum bio je zastupljen najvise u AVD 0 5 (32,2 %)1 AVD K (14,8
%), a u puno manjem postotkuu STU K (0,7 %) 1 KRE K (0,3 %). Od utvrdenih postotaka vezanih
za rod Nitrospira, comammox mikroorganizmu Candidatus Nitrospira inopinata pripali su vrlo
mali postotci (KRE 25 (1,2) (0,68 %; 0,02 %), KRE 0,29 (1,2) (0,56 %; 0,38 %), 1 AVD NHCI
102 (0,52 %) i 1 AVD NH4CI 10 (0,48 %)), s obzirom na utvrdene pocetne vrijednosti comammox
mikroorganizma u vodi koja je sluzila kao inokulum (AVD 0 5: 31,3 %, AVD K: 13,6 %,
KRE_K: 0,26 %, STU_K: 0,02 %). Odnosi rezultata stvarne zastupljenosti mikroorganizama od
interesa na razini porodice (A), roda (B) i vrste (C) izmedu vode koristene kao inokulum i uzgojenih
kultura po lokalitetima prikazani su na Slikama 33, 34 i 35.

Vrste roda Denitratisoma (Rhodocyclaceae) pronadene su u nekoliko uzoraka kultura
ve¢inom vezanih za lokalitet AVD u velikom broju te u dva uzorka lokaliteta STU (Slika 33 B).
Porodica Thermaceae ima zastupljene predstavnike u kulturama sva tri lokaliteta poput
Meiothermus chliarophilus, Meiothermus silvanus i Thermus parvatiensis/thermopilus (Slika 33,
34, 35) od kojih se posebno istice M. silvanus u kulturama lokaliteta STU (Slika 35 B i C).

Ostale identificirane vrste u vrlo visokom postotku u vecini uzgojenih kultura bile su
Listeria innocua, (Listeriaceae, Firmicutes), Bacillus sp. (Bacillaceae, Firmicutes), Silanimonas
lenta (Xanthomonadaceae, Gammaproteobacteria), Caldimonas hydrothermale
(Comamonadaceae, = Gammaproteobacteria), = Methyloversatilis  discipulorum/universalis
(Rhodocyclaceae, = Gammaproteobacteria), = Thermoleophilum  sp.  (Thermoleophilaceae,

Actinobacteria) i Porphyrobacter cryptus (Sphingomonadaceae, Alphaproteobacteria).
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Slika 33. Sastav prokariotske mikrobne zajednice uzoraka kultura lokaliteta AVD gdje su ASV-
evi prikazani na razini porodice, roda 1 vrste prikazujuéi stvarnu zastupljenost samo onih
uzgojenih svojti karakteristi€nih za ciklus dusika.
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Slika 34. Sastav prokariotske mikrobne zajednice uzoraka kultura lokaliteta KRE gdje su ASV-

evi prikazani na razini porodice, roda i vrste prikazujuéi stvarnu zastupljenost samo onih

uzgojenih svojti karakteristi¢nih za ciklus dusika.
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Slika 35. Sastav prokariotske mikrobne zajednice uzoraka kultura lokaliteta STU gdje su ASV-
evi prikazani na razini porodice, roda i vrste prikazujuci stvarnu zastupljenost samo onih

uzgojenih svojti karakteristi¢nih za ciklus dusika.
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Proucavanjem cjelokupne mikrobne zajednice u uzgojenim kulturama, PERMANOVA
statistiCkim testom pokazano je da su svi testirani faktori (supstrat, medij i1 lokalitet) statisticki
znacajno povezani s oblikovanjem mikrobne zajednice, posebno odredeni supstrati i lokaliteti, dok
mediji imaju najmanju povezanost (10,265 %) (Tablica 15). Specifi¢no, analiza je otkrila da
supstrati razlicitih koncentracija (NaNO2 i NH4Cl) znac¢ajno doprinose oblikovanju mikrobne
zajednice prokariota u kulturama (NaNO: - R? = 0,15655, p = 0,006; NH4Cl — R? = 0,22307, p =
0,005).

Tablica 15. Vrijednosti PERMANOVA testa koriStenog na uzgojenoj mikrobnoj zajednici
prokariota u odnosu na supstrat, medij i lokalitet. Zvjezdicom (*) su oznaceni parametri koji su

pokazali statisticki zna¢ajan utjecaj na oblikovanje mikrobne zajednice u razli¢itim kulturama (p <

0,05).

Varijabla 1 Varijabla2 =~ PERMANOVA stat R? p
Supstrati 0,21764 0,001*
Mikrobna zajednica svih Mediji 0,10265 0,001*
uzoraka T
Lokaliteti 0,15292 0,001*
Mikrobna zajednica Medij 0,20873 0,001*
svih uzoraka AVD
Supstrat 0,43187 0,001*
Mikrobna zajednica svih Medij 0,13843 0,406
uzoraka KRE
Supstrat 0,65275 0,024*
Mikrobna zajednica svih Medij 0,14564 0,057
oraka STU
e Supstrat 0,52632 0,002*

Proucavanjem uzgojene mikrobne zajednice po pojedinom lokalitetu, rezultati
PERMANOVA analize pokazali su da vrsta medija i vrsta supstrata imaju statisticki znacajan

utjecaj na oblikovanje mikrobne zajednice na lokalitetu AVD (Tablica 15). Medutim, u uzorcima
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kultura KRE 1 STU, samo razli¢iti supstrati ukazuju na statisti¢ki znacajan utjecaj na mikrobnu

zajednicu prokariota (Tablica 15).

4.3.1.3. Rasprostranjenost funkcionalnih gena uklju¢enih u ciklus
dusika u uzorcima geotermalne vode

Najveca utvrdena koncentracija amoA gena vezana je za predstavnike AOA, Cije su kopije
gena zabiljezene u zna¢ajnom broju na lokalitetima AVD, STU, IVD i SJA. Drugi najzastupljeniji
gen je comammox A amoA gen, detektiran u znac¢ajnom broju na lokalitetima AVD i STU (Slika
37). Comammox B amoA gen pronaden je samo na lokalitetu IST i AVD, dok je AOB amoA gen
zabiljezen na lokalitetima IVD, STU i SVM (Slika 36). Rezultati gPCR analize pokazuju da su
funkcionalni geni nxrB i nxrA najvise zastupljeni u geotermalnoj vodi na lokalitetima AVD, STU
I KRE (Slika 36). Lokaliteti na kojima je zabiljezena prisutnost NxrB gena, sadrzavali su i nXrA
gene, s izuzetkom lokaliteta KRA (Slika 36). Ovaj sli¢an prostorni raspored broja kopija nxrA gena
uocen je ipak u znac¢ajno manjoj koncentraciji u odnosu na nxrB gene.

Na nekoliko lokaliteta nije zabiljezena prisutnost gena povezanih s ciklusom dusika, §to je
u skladu s rezultatima sekvenciranja uzoraka geotermalne vode (Slika 36). Ti rezultati su koristeni
kao osnova za odabir lokaliteta za proceduru kultivacije nitrificiraju¢ih mikroorganizama (Slika
10, Prilog 2, Slika 36).

Rezultati korelacijske analize na bazi Spearman koeficijenta pokazali su snaznu pozitivnu
korelaciju izmedu nxrB i nxrA gena. Ostali geni su pokazali nesto slabiju pozitivnu korelaciju, s
izuzetkom gena AOB amoA i comammox B amoA koji su pokazali jedinu slabu negativnu
korelaciju (Slika 37).
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Slika 36. Broj kopija AOA amoA, AOB amoA, comammox A amoA, comammox B amoA, nxrA i
nxrB gena ukljucenih u reakcije nitrifikacije u uzorcima geotermalnih voda dobiveni gPCR

analizom. Prikazana je srednja vrijednost broja kopija gena u triplikatu.
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Slika 37. Korelacijska analiza (na bazi Spearman koeficijenta) kopija gena ukljuc¢enih u reakcije

nitrifikacije iz uzoraka geotermalnih voda u Hrvatskoj dobivenih gPCR analizom.

4.3.1.4. Utjecaj uvjeta uzgoja na razvoj nitrifikanata
4.3.1.4.1. Najpovoljniji uvjeti uzgoja za pojavu gena vaznih u ciklusu
dusika

Rezultati gPCR analize funkcionalnih gena ukljuc¢enih u proces nitrifikacije u uzorcima
kultura geotermalnih voda u Hrvatskoj pokazali su da je najveci razvoj AOA amoA gena zabiljezen
u prisutnosti koncentracije supstrata 10 mM NH4Cl i izvorne vode lokaliteta koja je sluzila kao
medij. NeSto manja zastupljenost AOA vezana je za OHIO medij. S druge strane, AOM medjj s
niskom koncentracijom CaCOs i koncentracija od 25 mM NHa4CI nisu se pokazali povoljnim za
rast AOA (Slika 38 A). AOB amoA gen pokazao je veéu zastupljenost u uvjetima AOM medija i

pocetne koncentracije od 25 mM NH4Cl, iako su puno manje zastupljeni od AOA (Slika 38 B).
Ocekivano, optimalni uvjeti za razvoj nxrA i nxrB gena bili su prisutnost NOB medija s

pocetnom koncentracijom od 29 mM NaNO;. Medutim, nxrB gen je uofen u puno vecoj
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koncentraciji, za razliku od nxrA gena, sto je u skladu s qPCR rezultatima dobivenim u uzorcima
geotermalne vode (Slika 39 A,B, Slika 36).

Comammox organizmi su se uspjesno razvili na sva 4 medija, ali najoptimalniji uvjeti za
njihov rast bili su povezani s OHIO medijem i po¢etnom koncentracijom supstrata od 10 mM
NH4CI (Slika 40 A, B).

Rezultati gPCR analize su uskladeni s rezultatima sastava mikrobne zajednice dobivene
sekvenciranjem 16S rRNA gena (Slika 32, Slika 33, Slika 34, Slika 35), iako je zabiljezena manja
koncentracija gena u kulturama u usporedbi s izvornom geotermalnom vodom, $to je o¢ekivano
zbog manjeg volumena kulture.

Rezultati korelacijske analize na bazi Spearman koeficijenta na uzorcima kultura ukazuju
na potpunu pozitivnu korelaciju izmedu nxrA i nxrB gena, dok je korelacija izmedu comammox A
amoA i commamox B amoA takoder vrlo izrazena. Comammox A/B amoA geni pokazuju

negativnu korelaciju s nxrA i nxrB genima u uzorcima kultura (Slika 41).
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Slika 38. Broj kopija AOA amoA i AOB amoA gena karakteristi¢nih za odvijanje oksidacije
amonijaka u nitrit u procesu nitrifikacije u uzorcima kultura dobiveni qPCR analizom. Prikazana

je srednja vrijednost broja kopija gena u triplikatu po razli¢itim vrstama supstrata (mM) i medija.
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Slika 39. Broj kopija nxrA i nxrB gena karakteristi¢nih za odvijanje oksidacije nitrita u nitrat u

procesu nitrifikacije u uzorcima kultura dobiveni gPCR analizom. Prikazana je srednja vrijednost

broja kopija gena u triplikatu po razli¢itim vrstama supstrata (mM) i medija.
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Slika 40. Broj kopija comammox A amoA i comammox B amoA gena karakteristi¢nih za
odvijanje procesa potpune nitrifikacije u uzorcima kultura dobiveni gPCR analizom. Prikazana je

srednja vrijednost broja kopija gena u triplikatu po razli¢itim vrstama supstrata (mM) i medija.
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Slika 41. Korelacijska analiza (na bazi Spearman koeficijenta) kopija gena ukljuc¢enih u reakcije

nitrifikacije iz uzoraka kultura dobivenih gPCR analizom.

4.3.1.4.2. Najpovoljniji uvjeti uzgoja za pojavu mikrobne zajednice
vazne u ciklusu dusika po lokalitetima

Proucavanjem ukupne zastupljenosti mikroorganizama na razini roda koji su ukljuceni u
ciklus dusika u uzgojenim kulturama (Slika 33, 34, 35), primije¢eno je da su mikroorganizmi s
lokaliteta AVD najvise reagirali na pocetnu koncentraciju od 25 mM NH4Cl u AOM mediju s
niskom koncentracijom CaCOs (Slika 42), kao i na koncentraciju od 29 mM NaNO2 u NOB mediju
bez NH4CI (Slika 43). Vise od 50 % zajednice mikroorganizama vezanih za ciklus dusika razvilo
se i u OHIO mediju i izvornoj vodi lokaliteta AVD koja je sluzila kao medij, pri pocetnim

koncentracijama od 10 mM NH4CI/NaNO: (Slika 42, Slika 43).
Znacajan broj mikroorganizama s lokaliteta KRE razvio se na AOM mediju s niskom

koncentracijom CaCOz3 s dodatkom supstrata pocetne koncentracije 25 mM NH4Cl (Slika 44). S
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druge strane, mikroorganizmi s lokaliteta STU su pokazali podjednaku preferenciju za obje vrste
medija i sve Cetiri koncentracije supstrata (0,29; 2,9; 29 mM NaNO- i 25 mM NH4Cl), pri ¢emu je

nesto vise mikroorganizama bilo prisutno pri koncentraciji od 29 mM NaNO; na NOB mediju
(Slika 45).
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Slika 42. Prikaz relativne zastupljenosti svih pronadenih mikroorganizama vezanih za ciklus

dusika na razini roda iz kultura lokaliteta AVD po pojedinom supstratu (MM NH4Cl) i mediju.
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Slika 43. Prikaz relativne zastupljenosti svih pronadenih mikroorganizama vezanih za ciklus

dusika na razini roda iz kultura lokaliteta AVD po pojedinom supstratu (mM NaNOz) i mediju.
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Slika 44. Prikaz relativne zastupljenosti svih pronadenih mikroorganizama vezanih za ciklus
dusika na razini roda iz kultura lokaliteta KRE po pojedinom supstratu (mM NaNO2/ NH4CI) i

mediju.
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Slika 45. Prikaz relativne zastupljenosti svih pronadenih mikroorganizama vezanih za ciklus
dusika na razini roda iz kultura lokaliteta STU po pojedinom supstratu (MM NaNO2/ NH4Cl) i

mediju.

4.3.2. Bioloska obrada procjedne vode biootpada

4.3.2.1. Fizikalno-kemijska svojstva procjedne vode biootpada tijekom
biostimulacije i bioaugmentacije

U sva tri pokusa, od pocetnog pa sve do zadnjeg dana provodenja pokusa, mirisi eluata su

se mijenjali od ugodnog i karakteristicnog za biootpad do sve intenzivnijeg i kiselkastijeg mirisa.

Tijekom 8. — 10. dana eluati su sve vise poprimili miris citrusnih ostataka. Spektrofotometrijske

vrijednosti boje mjerene pri 455 nm i 465 nm su se postupno povecavale te su eluati s vremenom

postajali sve tamniji. Pocetni sadrzaj vlage u svim pokusima iznosio je preko 60 %, dok je organski
udio iznosio preko 90 %.

Tijekom bioloske obrade procjedne vode biootpada temperatura je odrzavana na 25 °C u

sva tri pokusa. Vrijednosti pH su s vremenom porasle, posebno od 3. dana, a njihov raspon je

varirao od 4,7 do 8,4 u sva tri pokusa. Slican trend rasta je zabiljeZen i1 u vrijednostima opticke
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gustoc¢e (OG) pri cemu su najvise vrijednosti izmjerene 4. 1 6. dana u sva tri pokusa, nakon cega je
uslijedio njihov pad. OG dodanih kultura u procjednu vodu biootpada iznosila je 0,020 za KRE
(Pokus 2) te 0,041 za AVD (Pokus 3). TSS vrijednosti su imale sli¢an trend rasta i pada kao
vrijednosti opticke gustoce. Vrijednosti elektricne vodljivosti (EC) su varirale u svim
eksperimentima, no ipak su se razlikovale izmedu pokusa gdje je kontrolni Pokus 1 imao nesto
vece vrijednosti od Pokusa 2 i 3 (Tablica 16, Tablica 17, Tablica 18). Koncentracije otopljenog
kisika varirale su po danima izmedu pokusa, a medusobno ih veZe nagli porast vrijednosti u periodu
od 6. dana (Pokus 1 i 3), odnosno 7. dana (Pokus 2) te stagniranje vrijednosti od 8. do 10. dana.
Osim kod O, ova stagnacija posljednjih dana uocena je prilikom mjerenja pH vrijednosti, EC, OG
te vrijednosti KPK i TSS. Ocekivano, vrijednosti KPK su se postupno smanjivale tijekom dana u
sva tri pokusa, no nesto veci pad vrijednosti je zabiljeZen u pokusima s dodatkom egzogenih kultura
u odnosu na kontrolu. Koncentracije nitrata su utvrdene samo ¢etvrti dan u sva tri pokusa u periodu
kada je OG bila najveca, a koncentracija otopljenog kisika niska. Koncentracije fosfata na pocetku
su se postupno smanjivale sve do 8. ili 10. dana ovisno o pokusu, dok su koncentracije sulfata
varirale izmedu pokusa (Tablica 16, Tablica 17, Tablica 18).

Tablica 16. Stanje i sastav procjedne vode biootpada u Pokusu 1 (kontrola).

EC g TS5 02 KPK  NOs PO SO#*

(uS/cm) (L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1. dan 473 347 108 072 426 11492 0 142,4571 134,484
2. dan 476 3,26 2570 191 008 9110 0 71,22855 134,484
3. dan 722 326 3159 253 2,14 5657 0 56,98284 153,696
4. dan 755 3,34 9397 260 1,39 3647 12649 20,89371 124,878
6. dan 817 346 7310 265 526 4362 0 5498844 134,484
7. dan 825 354 3777 355 688 1106 0  4,036285 163,302
8. dan 842 391 3617 280 7,22 1149 0 7,692683 172,908
10. dan 846 4,17 3517 217 6,95 1263 0 5,156947 144,09
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Tablica 17. Stanje i sastav procjedne vode biootpada u Pokusu 2 (s dodatkom mjesavine egzogenih
kultura lokaliteta KRE).

EC oG TSS 02 KPK NO3z" PO4* SO+
(KS/cm) (/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

1. dan 4,71 343 1,081 0,72 4,13 11492 0 113,9657 96,06

2. dan 464 319 2476 186 0,07 9337 0 94,9714 124,878
3. dan 6,66 3,11 3121 296 0,27 5840 0 37,98856 134,484
4, dan 754 315 9,147 3,10 2,75 4013 0,787462 19,94399 134,484
6. dan 7,78 3,27 8138 3,70 2,85 4338 0 8,718375 144,09
7. dan 8,18 3,16 4,703 357 6,47 1203 0 3,732376 163,302
8. dan 840 3,27 4578 290 7,28 1101 0 5,508341 163,302
10.dan 8,27 3,31 3910 243 6,69 1133 0 4,330696 144,09

Tablica 18. Stanje i sastav procjedne vode biootpada u Pokusu 3 (s dodatkom mjesavine egzogenih
kultura lokaliteta AVD).

EC g TS5 02 KPK  NOs PO&  SO#
(uS/cm) (L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

1. dan 4,71 343 1,235 0,72 398 11492 0 123,4628 124,878
2. dan 488 315 2,720 2,26 0,08 9025 0 37,98856 96,06

3. dan 7,32 3,09 4819 340 311 4983 0 28,49142 115,272
4. dan 7,35 317 9,003 3,80 0,85 3370 1,190494 12,34628 115,272
6. dan 8,10 3,23 9,488 395 5,09 3737 0 0 153,696
7. dan 8,10 3,26 5057 383 6,49 1448 0 5,14745 163,302
8. dan 8,41 324 4460 283 7,28 1070 0 4,28321 172,908
10. dan 8,31 3,27 4,043 2,28 6,83 1021 0 8,328992 124.878

NajizraZenije pozitivne korelacije uoCene su izmedu pH vrijednosti i koncentracije
otopljenog kisika te izmedu TSS-a i OG u sva tri provedena eksperimenta (Prilog 9, Prilog 10,

Prilog 11). Dodatno, u Pokusu 1 uocena je snazna pozitivna korelacija EC s koncentracijom
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otopljenog kisika i pH (Prilog 9), dok je u Pokusu 2 zabiljeZena jaka pozitivna korelacija
koncentracije sulfata s koncentracijom otopljenog kisika (Prilog 10). S druge strane, koncentracija
nitrata pokazala je najslabiju pozitivnu korelaciju s ve¢inom analiziranih parametara u sva tri
pokusa, kao i neznacajnu negativnu korelaciju ili ¢ak nepostojanje korelacije s ostatkom

parametara (Prilog 9, Prilog 10, Prilog 11).

4.3.2.2. Struktura zajednice prokariota

Za analizu strukture prokariotske mikrobne zajednice u bioloskoj obradi procjedne vode
biootpada, provedeno je sekvenciranje 16S rRNA dijelova gena bakterija i arheja u ukupno 36
uzoraka (12 uzoraka po pokusu). Rezultati sekvenciranja obuhvacali su ukupno 629 razli¢itih
svojti. Nakon primjene procedure filtriranja tijekom statisticke obrade podataka, konacni
»phyloseq” objekt sadrzavao je taksonomsku tablicu s 391 svojtom u 36 uzoraka koja je dalje
koristena za provodenje statisti¢kih analiza. Najveci broj ocitanja zabiljeZen je u 13D - 3 uzorku (n
= 27 311), dok je najmanji broj oCitanja imao 20D - 2 uzorak (n = 7858). Isti uzorak imao je
identi¢ni najnizi broj ocitanja na nefiltriranom setu podataka koriSten prilikom procjene alfa
raznolikosti kada su svi podaci nasumi¢no svedeni na isti najmanji broj ocitanja.

Sastav prokariotske mikrobne zajednice u sva tri pokusa pokazao se izuzetno sli¢an, s
nekim manjim varijacijama u zastupljenosti odredenih svojti. Drugim rije€ima, struktura
prokariotske zajednice u Pokusu 2 i 3, s dodatkom egzogenih kultura, nije se znatno razlikovala od
kontrolnog Pokusa 1 (Slika 46). Tijekom vremena, brojnost pojedinih svojti je kontinuirano rasla
u sva tri pokusa, §to je posebno uocljivo u Pokusu 3 te u Pokusu 2 uz blage varijacije (Prilog 12).
Zarazliku od njih, kontrolni Pokus 1 karakterizira povecanje brojnosti vrsta s ve¢om varijabilnos$¢u
tijekom razli¢itih dana uzorkovanja (Prilog 12). Osim toga, Shannon i Simpson indeksi ukazuju na
postupno povecanje raznolikosti vrsta kroz vrijeme, s naglim porastom raznolikosti od 3. dana u
sva tri eksperimenta. Medutim, primije¢eno je da je brojnost i raznolikost vrsta posljednjih dana
uzorkovanja nesto veca u pokusima s dodatkom egzogenih kultura (posebice u Pokusu 3) u
usporedbi s kontrolnim pokusom bez kultura (Prilog 12).

U 36 analiziranih uzoraka, identificirano je prisustvo ukupno 11 razli¢itih prokariotskih
koljena, pri ¢emu niti jedno koljeno nije pripadalo arhejama (Slika 46). Koljena Firmicutes,

Proteobacteria i Bacteroidota su posebno zastupljena, posebno tijekom prvih 8 dana razgradnje
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procjedne vode biootpada. Njihovi najzastupljeniji predstavnici uklju¢uju rodove poput
Leuconostoc koji je pokazao najveéu dominaciju drugog dana (Firmicutes, 2D-1 — 32,8 %, 2D -2
—30,9 %, 2D-3 - 29,7 %), kao i Weissella (Firmicutes, 2D-1 — 25,2 %, 2D-2 — 25,9 %, 2D-3 - 25,5
%), Klebsiella s najve¢om dominacijom prvog dana (Gammaproteobacteria, 1D-1 — 24,1 %, 1D-2
—21,4 %, 1D-3 — 21,7 %) i Chryseobacterium (Bacteroidota, 4D-3 — 21,1 %, 4D-1 — 17,5 %, 6D-
2—17,1 %) s najvecom zastupljenos¢u u razdoblju od 4. do 6. dana (Prilog 13).
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Slika 46. Relativna zastupljenost mikrobne zajednice prokariota na razini koljena identificiranih u
pokusu bioloske obrade procjedne vode biootpada. Oznake 1D — 20 D predstavljaju dane
uzorkovanja po pokusima — 1 — Pokus 1 (kontrola), 2 — Pokus 2 (dodatak mjesavine egzogenih
kultura lokaliteta KRE), 3 — Pokus 3 (dodatak mjeSavine egzogenih kultura lokaliteta AVD).

Medutim, primije¢eno je postupno smanjenje predstavnika koljena Firmicutes tijekom
vremena. Pojava predstavnika koljena Actinobacteriota uocena je od 4. dana, dok su predstavnici
koljena Verrucomicrobiota postali prisutni od 10. dana, pri ¢emu je najzastupljeniji predstavnik
Luteolibacter (13D-1 - 21,9 %, 13D-2 — 9,5 %, 13D-3 — 14,1 %) (Slika 46, Prilog 13). Unato¢ tim

promjenama, predstavnici ovih koljena jo$ uvijek ne nadmasuju dominaciju predstavnika
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Proteobacteria i Bacteroidota u odredenim uzorcima. Medutim, postupne promjene u zastupljenosti
i dominaciji odredenih svojti tijekom vremena rezultat su pojave razliitih predstavnika unutar
koljena Planctomycetota, Patescibacteria, Bdellovibrionota i Myxococcota od 10. dana
uzorkovanja, iako u relativno malom postotku. Zastupljenost vrsta roda Pseudomonas postupno je
rasla, s najvecom zastupljenoséu u kontrolnom Pokusu 1 (15D-1 - 10,9 %, 17D-3 - 9,6 %, 15D-2 -
7,9 %). Vrste roda Sphingobacterium bile su najzastupljenije 7. i 8. dana (8D-3 - 14,4 %, 7D-2 -
13,6 %, 7D-1 - 12,9 %), dok je rod Aeromonas bio vrlo slabo zastupljen s maksimalnim udjelom
od 0,01 - 0,02 % u svim pokusima (Prilog 13).

4.3.2.3. Struktura zajednice eukariota

Za analizu strukture eukariotske mikrobne zajednice u pokusu bioloske obrade procjedne
vode biootpada, provedeno je sekvenciranje 18S rRNA dijela gena u ukupno 36 uzoraka (12
uzoraka po pokusu). Rezultati sekvenciranja obuhvatili su ukupno 61 razli¢itu taksonomsku svojtu.
Nakon primjene filtriranja podataka, konacni “phyloseq” objekt sadrzavao je taksonomsku tablicu
s 47 svojti u 36 uzoraka, koji je dalje koriSten za provodenje statistickih analiza. Najveci broj
oCitanja zabiljezen je u 15D - 3 uzorku (n = 12 923), dok je najmanji broj o€itanja imao 4D - 1
uzorak (n = 4448). Prije procjene alfa raznolikosti, podaci su uskladeni s brojem ocitanja jednakim
uzorku s najmanjim brojem ocitanja u nefiltriranom skupu podataka (4D - 1, n = 4448).

Poput prokariotske zajednice, sastav eukariotske mikrobne zajednice u sva tri provedena
pokusa pokazao se izrazito sli¢an, uz manje varijacije u zastupljenosti odredenih svoijti tijekom
pojedinih dana te pojavu novih svojti u barem jednom od tri provedena eksperimenta. Analogno
prokariotima, struktura eukariotske zajednice u Pokusu 2 i 3, s dodacima egzogenih kultura, nije
znacajno odstupala od kontrolnog Pokusa 1 (Slika 47). Tijekom vremena, brojnost vrsta je rasla u
sva tri pokusa, s posebnim naglaskom na Pokus 3, uz blage fluktuacije posljednjih dana
uzorkovanja (od 10. dana nadalje) (Prilog 14). Shannon i Simpson indeksi raznolikosti ukazuju na
povecanje raznolikosti vrsta od pocetka uzorkovanja, s blagom varijabilnos¢u i stagnacijom u
kasnijim fazama eksperimenta. Sli¢no kao kod prokariota, primijeceno je da je ponekad raznolikost
vrsta nesto veca u pokusima s egzogenim kulturama u usporedbi s kontrolnim pokusom, dok je
situacija obrnuta pri usporedbi nekih drugih dana (Prilog 14).

Tijekom analize 36 uzoraka, uoceno je prisustvo ukupno 7 razli¢itih eukariotskih divizija

unutar 4 supergrupe (Alveolata, Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria). Najzastupljeniju zajednicu,
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posebno tijekom prva Cetiri dana u sva tri pokusa, Cinili su predstavnici Fungi (Ascomycota —
Pichia, Hanseniaspora, Candida i Galactomyces) (Slika 47, Prilog 15). Pichia je uvelike
dominirala prva Cetiri dana u sva tri pokusa, s udjelom ve¢im od 50 %, dok je Hanseniaspora
zauzimala udio od 20 do 40 % u prva tri dana. Nakon toga, primije¢eno je postupno smanjenje
njihove dominacije i pojava rodova Galactomyces i Candida koje su postale jedne od dominantnih

vrsta od 4. dana do kraja eksperimenta.
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Slika 47. Relativna zastupljenost mikrobne zajednice eukariota na razini divizije identificiranih u
pokusu bioloske obrade procjedne vode biootpada. Oznake 1 D — 20 D predstavljaju dane
uzorkovanja po pokusima — 1 — Pokus 1 (kontrola), 2 — Pokus 2 (dodatak mjesavine egzogenih
kultura lokaliteta KRE), 3 — Pokus 3 (dodatak mjesavine egzogenih kultura lokaliteta AVD).

Osim toga, smanjenjem prisutnosti Pichia i Hansenispora, pojavile su se i razlicite svojte unutar
divizija Ciliophora (Colpoda, najbrojniji u 6D-1 — 30 %) Conosa (Flamella, najbrojnije u 7D-1 —
36,4 %) i Cercozoa (Glissomonadida, najbrojnije u 13D-3 — 37 %), pri ¢emu je njihova

zastupljenost varirala kroz dane, a bile su medu najdominantnijim vrstama (Slika 47, Prilog 15).
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Od 13. dana u Pokusu 1 i Pokusu 2 uoceno je prisustvo predstavnika Apicomplexa
(Coccidiomorphea), dok su se u Pokusu 3 pojavili 15. dana, iako su njihovi udjeli i dalje manji u
usporedbi s drugim predstavnicima. U Pokusima 2 i 3 primijeéeno je prisustvo predstavnika
Metazoa (rod Tubastraea) tijekom nekih dana uzorkovanja, ali u vrlo malom postotku. Predstavnik
Fungi, rod Triparticalcar pojavio se od 13. dana samo u Pokusu 3, a zapaZen je rast njegove
zastupljenosti (od 0,39 % do 4,6 %). Sli¢na situacija dogodila se s rodom Echinamoeba (Lobosa)
uocenom samo u Pokusu 1 od 13. do 20. dana (0,007 % do 1,6 %) (Prilog 15).

4.3.2.4. Utjecaj fizikalno-kemijskih parametara na strukturu
prokariotske i eukariotske mikrobne zajednice tijekom
bioloske obrade procjedne vode biootpada

Primjenom PERMANOVA statistickog testa dobiveni su rezultati koji ukazuju na
nedostatak zna¢ajnog utjecaja vrste pokusa (Pokus 1, Pokus 2, Pokus 3) na oblikovanje mikrobne
zajednice prokariota (p = 0,393, R? = 0,02691) i eukariota (p = 0,529, R? = 0,04596). S druge strane,
utvrdeno je da dani uzorkovanja imaju znacajan utjecaj na mikrobnu zajednicu prokariota (p =
0,001, R?=0,40738) i eukariota (p = 0,001, R? = 0,53704).

Takoder, primjenom PCoA analize koja se temeljila na prouc¢avanju odnosa mikrobnih
zajednica s kljuénim fizikalnim parametrima (pH, TSS i OG), kao 1 utvrdenim koncentracijama
kemijskih parametara (O2, KPK, PO43-, SO4*, NO3™), primijeéeno je da se uzorci grupiraju prema
danima uzorkovanja, a ne prema vrsti pokusa (Slika 48, Slika 49). lako je dominantno grupiranje
temeljeno na danima uzorkovanja, primijeceno je djelomicno preklapanje uzoraka prokariotske
zajednice, posebno za 6. i 7. dan te za 13., 15., 17. i 20. dan (Slika 48).

Sli¢na stvar primijecena je 1 kod eukariotske zajednice gdje se djelomicno preklapaju uzorci
1.1 2. dana sva tri pokusa, 7. i 8. dan sva tri pokusa te uzorci Pokusa 1 i Pokusa 2 od 10. do 20.
dana uzorkovanja (Slika 49). Zanimljivo je da su se uzorci Pokusa 3 od 10. do 20. dana ipak u

potpunosti odvojili od istih dana preostala dva pokusa (Slika 48, Slika 49).
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Slika 48. Analiza glavnih koordinata (PCoA) prokariotske mikrobne zajednice ograni¢ene
vrijednostima pH, EC, OG, TSS i KPK te koncentracijama Oz, SO+ i PO4%. Tri razli¢ita oblika
(pokusa) su uzorci obojeni po danima uzorkovanja. Polupravci predstavljaju znacajan utjecaj (p <
0,05; PERMANOVA) analiziranih okoli$nih parametara na prokariotsku mikrobnu zajednicu u

pokusima bioloSke obrade procjedne vode biootpada.
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Slika 49. Analiza glavnih koordinata (PCoA) eukariotske mikrobne zajednice ograni¢ene
vrijednostima pH, EC, OG, TSS i KPK te koncentracijama Oz, SO4? i POs%. Tri razli¢ita oblika
(pokusa) su uzorci obojeni po danima uzorkovanja. Polupravci predstavljaju znacajan utjecaj (p <
0,05; PERMANOVA) analiziranih okoli$nih parametara na eukariotsku mikrobnu zajednicu u

pokusima bioloSke obrade procjedne vode biootpada.
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Vecina analiziranih parametara ima znaCajan utjecaj na sastav mikrobne zajednice
prokariota i eukariota (Tablica 19, Tablica 20). Rezultati PERMANOVA testa ukazuju da samo
koncentracije NOs™ nemaju statisti¢ki zna¢ajan ué¢inak na strukturu prokariotske (p = 0,919, R?=
0,6031) (Tablica 19) i eukariotske mikrobne zajednice (p = 0,367, R? = 0,09331) (Tablica 20).

Parametri kao $to su pH vrijednost, OG, TSS, koncentracija otopljenog kisika i fosfata, s
obzirom na visoke zabiljezene R? vrijednosti, mogu se smatrati klju¢nim faktorima koji su
odgovorni za oblikovanje prokariotske i eukariotske mikrobne zajednice. No, vazno je napomenuti
da su i ostali analizirani parametri znacajno utjecali na oblikovanje mikrobnih zajednica u
procesima razgradnje procjedne vode biootpada, kako pokazuju i sami rezultati (p < 0,05). Ovi
rezultati istiCu vaznost svih ispitanih parametara za razumijevanje sastava mikrobne zajednice i

njihove dinamike u procesima razgradnje biootpada i njegove procjedne vode.

Tablica 19. Vrijednosti PERMANOVA testa koristenog na analiziranim parametrima i mikrobnoj
zajednici prokariota tijekom bioloske obrade procjedne vode biootpada. Prikazani su parametri koji

su pokazali statisticki znaCajan utjecaj na strukturu prokariotske mikrobne zajednice (p < 0,05).

Varijabla 1 Varijabla 2 PERMANOVA stat R? p
pH vrijednost 0,87287 0,001
Elektri¢na vodljivost (EC) 0,76257 0,002
Opticka gustoca (OG) 0,88588 0,001
Mikrobna
o TSS 0,88121 0,001
zajednica
. 02 0,8822 0,001
prokariota
KPK 0,49624 0,001
POs*> 0,83518 0,001
SO4* 0,6009 0,001
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Tablica 20. Vrijednosti PERMANOVA testa koriStenog na analiziranim parametrima i mikrobnoj
zajednici eukariota tijekom bioloske obrade procjedne vode biootpada. Prikazani su parametri koji

su pokazali statisti¢ki znaCajan utjecaj na strukturu eukariotske mikrobne zajednice (p < 0,05).

Varijabla 1 Varijabla 2 PERMANOVA stat R? p
pH vrijednost 0,91488 0,001
Elektri¢na vodljivost (EC) 0,81387 0,001
Opticka gustoca (OG) 0,92926 0,001
Mikrobna
o TSS 0,91167 0,001
zajednica
. 07 0,9253 0,001
eukariota
KPK 0,62457 0,001
POs* 0,88785 0,001
SO4* 0,64976 0,001

4.3.2.5. Prikaz sastava zajednice fluorescentnom mikroskopijom

Rezultati fluorescentne mikroskopije su ukazali na znaCajan porast broja razli¢itih
prokariotskih mikroorganizama postupno po danima u svim provedenim pokusima, istovremeno s
postupnom pojavom agregata (,,bijela magla“) koji predstavlja gustocu organske tvari (Slika 50,
Slika 51, Slika 52). Osim toga, primijeceno je i postupno povecanje biomase raznih eukariotskih
mikroorganizama (Slika 50 c, Slika 51 c, Slika 52 c). Ova povecanja odvijala su se paralelno s
porastom vrijednosti OG i TSS.

Sestog (Pokus 2) ili sedmog dana (Pokus 1 i 3), uo&ene su dijatomeje, koje su se nastavile
pojavljivati svakodnevno, lako uocljive zbog njihove veli¢ine i karakteristicnih oblika (Slika 50
e f, Slika 51 e, Slika 52 e). Od otprilike 13. ili 15. dana, ovisno o pokusu, zabiljeZeno je smanjenje
prokariota i eukariota te njihova stagnacija, iako je i dalje bila prisutna gusta biomasa, no njihove
nakupine su bile manje izrazene u usporedbi s prethodnim danima u svim provedenim
eksperimentima.

Razliciti oblici prokariotskih i eukariotskih predstavnika su bili prisutni u svim pokusima,
a organizmi karakteristicnog oblika polumjeseca primijec¢eni su samo u Pokusima 2 1 3 tijekom 13.

dana (Slika 51 f, Slika 52 ).
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Slika 50. Kompozitne fluorescentne slike obojenih stanica prokariota i eukariota DAPI bojom iz Pokusa 1 (kontrola): a) 1. dan, b) 2. dan, c) 3.
dan, d) 4. dan, e) 7. dan, f) 15. dan.
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Slika 51. Kompozitne fluorescentne slike obojenih stanica prokariota i eukariota DAPI bojom iz Pokusa 2 (dodatak mjesavine egzogenih kultura
lokaliteta KRE): a) 1. dan, b) 2. dan, c¢) 3. dan, d) 4. dan, e) 6. dan, f) 13. dan.
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Slika 52. Kompozitne fluorescentne slike obojenih stanica prokariota i eukariota DAPI bojom iz Pokusa 3 (dodatak mjesavine egzogenih kultura
lokaliteta AVD): a) 1. dan, b) 2. dan, c) 3. dan, d) 4. dan, e) 7. dan, f) 13. dan.
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5. RASPRAVA
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5.1. Prva faza istraZivanja

5.1.1. Temperatura, pH vrijednost i nutrijenti kao najznacajniji parametri

oblikovanja mikrobne zajednice prokariota

Geotermalne vode su ekstremna staniSta prvenstveno definirana i ograni¢ena poviSenom
temperaturom (Amin i sur., 2017; Cole i sur., 2013). Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ukazuju
da temperatura igra znacajnu ulogu prilikom formiranja prokariotske mikrobne zajednice. Sli¢ni
rezultati ve¢ su ranije objavljeni i za druge geotermalne vode diljem svijeta (Guo i sur., 2020).
Posebne prilagodbe koje su razvile termofilne bakterije i arheje omogucéuju im prezivljavanje u
ekstremnim uvjetima povisene temperature (Brock, 1964; Jaenicke i Sterner, 2006).

Medutim, temperatura nije jedini parametar koji je utjecao na mikrobnu raznolikost
prokariota u geotermalnim vodama Hrvatske. Koncentracije duSikovih (NO3z', NHs" i TN) i
sumpornih (SO4% i H2S) spojeva imaju snaZan utjecaj na sastav mikrobne zajednice prokariota
ovisno o mjestu uzorkovanja, ba§ kao i temperatura (Tablica 12). Kako je i pretpostavljeno u
hipotezama, kombinacija temperature i pH vrijednosti skupa s dostupnosti hranjivih tvari poput
dusika i sumpora determiniraju¢i su modifikatori utvrdenih zajednica bakterija i arheja. Na
mjestima uzorkovanja gdje su koncentracije NOz, NH4* i TN bile vece, koncentracije SO4? i HS
bile su nize, i obrnuto (Tablica 12), pokazujuéi zanimljivu dihotomiju izmedu geotermalnih
lokaliteta u kojima dominiraju spojevi dusika 1 sumpora, §to je znacajno utjecalo na oblikovanje
sastava 1 strukture mikrobne zajednice prokariota. Sli€na opaZanja zabiljeZena su i u drugim
radovima gdje je temperatura zajedno sa koncentracijom sumpornih ili dusikovih spojeva
predstavljala klju¢ne ¢imbenike prilikom oblikovanja strukture prokariotske mikrobne zajednice
(Cordero i Datta, 2016; Huang i sur., 2021; Lagostina i sur., 2021).

Utvrdene pozitivne korelacije izmedu izmjerenih parametara bile su ocekivane. Nasuprot
tome, nije bila prisutna znacajna korelacija izmedu parametara nutrijenata, temperature i pH

vrijednosti (Slika 9).

5.1.2. Analiza strukture mikrobne zajednice prokariota

Geotermalne vode, kao 1 drugi ekosustavi, predstavljaju srediSnja podruc¢ja kruzenja
biogeokemijskih elemenata poput transformacije ugljika, duSika 1 sumpora kojima upravljaju
razli¢ite mikrobne populacije u brojnim interakcijskim odnosima. Najbitniji proces za odvijanje

Zivota je primarna produkcija koja je povezana s aktivnoS¢u fitoplanktona, njihovom fiksacijom
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CO2 tijekom procesa fotosinteze i proizvodnjom organske tvari (Medeiros i sur., 2017). Na mnogim
geotermalnim lokalitetima diljem svijeta, pa tako i u Hrvatskoj, vazan dio mikrobne zajednice jesu
termofilni predstavnici koljena Cyanobacteria koje se pojavljuju povremeno u analiziranim
uzorcima i jedino pokazuju kontinuiranu visoku zastupljenost u SJA (Skupina 1, Slika 10) i IVD
(Skupina 3, Slika 10). Osim cijanobakterija, pronadeni su i drugi fototrofi poput predstavnika
koljena Chloroflexi. Ovi pronadeni termofili kroz odvijanje procesa primarne produkcije pridonose
nutritivnoj interakciji mikroorganizama u geotermalnim vodama (Narsing Rao i sur., 2021) te
ukazuju na znacajnost primarne produkcije u hranidbenoj mrezi (Ye i sur., 2015). Isto tako,
predstavnici koljena Altiarchaeota znacajno zastupljeni u SVM jesu autotrofne arheje koje ¢esto
stvaraju biofilmove te predstavljaju tzv. ,,carbon sink* (akumulacija uglji¢nih spojeva i uklanjanje
CO: iz atmosfere), vazan dio ciklusa ugljika (Dombrowski i sur., 2019).

Proucavanjem rezultata alfa raznolikosti uocCena je visoka bioraznolikost vrsta u
geotermalnim vodama na temelju ujednacenosti svojti i broja razli¢itih vrsta u uzorku (Slika 11).
Kao i u drugim geotermalnim vodama istrazivanim diljem svijeta, u geotermalnim vodama
Hrvatske obi¢no su zastupljeni predstavnici koljena Proteobacteria, Campylobacterota,
Crenarchaeota, Bacteroidota, Firmicutes, Nitrospirota i Cyanobacteria koji su Cesto utvrdeni i kao
najdominantnije svojte (Lebedeva i sur., 2005; Huang i sur., 2013; Sahoo i sur., 2015; Saxena i
sur., 2017; Sharma 1 sur., 2017; Narsing Rao 1 sur., 2021). Na nekim istrazivanim lokalitetima,
temperatura vode nije bila jako poviSena, a iznenadujuce je otkric¢e da su i u takvim geotermalnim
vodama dominirali termofili i hipertermofili koje obi¢no pronalazimo u stanistima s ekstremnom
temperaturom (> 60 °C), kao $to su predstavnici koljena Crenarchaeota (Nitrosocaldus), Firmicutes
(Thermodesulfitimonas, Thermoanaerobacter), Nitrospirota (Thermodesulfovibrio), Deinococcota
(Deinococcus, Thermus i Meiothermus) i Desulfobacterota (Thermodesulfobacterium)
(Hatzenpichler i sur., 2008; Huang i sur., 2011; Tobler i Benning, 2011; Bowen De Le0n i sur.,
2013; Urbieta i sur., 2014; Urbieta i sur., 2015; Panda i sur., 2016; Saxena i sur., 2017; Sharma i
sur., 2017; Power i sur., 2018; Castelan-Sanchez i sur., 2019; Saghatelyan i sur., 2021; Najar i sur.,
2022). Ipak, sukladno rezultatima abioti¢kih Cimbenika, sastav vecine prokariotske zajednice
istrazivanih geotermalnih voda u Hrvatskoj mozZe se opisati kao dominacija mezofilnih do
umjereno termofilnih nitrifikacijskih mikroorganizama (AOA i Nitrospira) (Daims i sur., 2015;
Daims i Wagner, 2018) ili dominacija mezofilnih do termotolerantnih mikroorganizama koji
oksidiraju sumpor (SOB - Campylobacterota i y-Proteobacteria) (Slika 10, Prilog 2). U dominantnu
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porodicu Nitrosocaldaeae pripadaju poznati termofilni AOA predstavnici, dok su predstavnici
porodice Nitrosospaeraceae mezofilni do umjereno termofilni AOA. Rod Candidatus
Nitrosotenuis pripada porodici Nitrosopumilaceae koja sadrzava mezofilne do umjereno termofilne
slatkovodne AOA predstavnike (Abby i sur., 2020). Poznato je da sekvence povezane s rodom
Nitrospira sadrze bakterije koje oksidiraju nitrit (NOB), kao i potpune oksidante amonijaka
(comammox organizme) (Daims i Wagner, 2018). Sukladno tome, kombinacija dominantnih
okolisnih parametara skupa sa biogeografijom, kao i potencijalnim bioloSkim interakcijama
izmedu pronadenih mikroba odigrala je klju¢nu ulogu u oblikovanju prokariotske mikrobne
zajednice.

Prisutnost i visoka relativna brojnost SOB u mnogim analiziranim izvorima i buSotinama
(Slika 10) bili su donekle kontradiktorni statistiCkom relativno malom utjecaju koncentracije
sulfida na sastav mikrobne zajednice. Medutim, SOB su za razliku od oksidanata NH4" i NO2,
filogenetski iznimno raznolika funkcionalna skupina (Friedrich i sur., 2001). Poznato je da i u
drugim stanistima, a ne samo geotermalnim vodama, filogenetski razli¢ite skupine SOB zauzimaju
razlicite ekoloske mikro-niSe (Pjevac 1 sur., 2014) u kojima istjeravaju jedna drugu iz stanista prije
nego da Zive skupa u konzorciju (Pjevac i sur., 2015). Predstavnici razli¢itih rodova SOB kao §to
su Sulfuricurvum (porodica Sulfurimonadaceae), Sulfurovum (porodica Sulfurovaceae),
Thiobacillus (porodica Hydrogenophilaceae) ili Thiofaba (porodica Halothiobacillaceae)
dominiraju u razli¢itim geotermalnim izvorima (Slika 10), pri ¢emu se ukazuje na utjecaj sulfida
na strukturu mikrobne zajednice prokariota. Na drugim geotermalnim lokalitetima u svijetu,
dostupnost/koncentracija dusSikovih 1 sumpornih spojeva pokazala se kao vrlo vazan abioticki
¢imbenik koji pridonosi razlikama u zajednici prokariota izmedu izvora (Schink, 2002; Cordero 1
Datta, 2016; Huang i sur., 2021; Lagostina i sur., 2021). Pretpostavlja se da je to i ovdje jednim
dijelom odgovorno za naizgled medusobno isklju¢iv razvoj oksidanata NH4"/NO2 u odnosu na
oksidante sumpora u uzorcima geotermalne vode analizirane u ovom istraZivanju (Skupina 1
naspram Skupine 3; Slika 10, Prilog 2, Slika 14).

Prethodna istrazivanja ukazala su na dobru prilagodenost predstavnika koljena Firmicutes
uvjetima stanista poput povecanog saliniteta s dostupnom niskom koncentracijom hranjivih tvari
(Kambura i sur., 2016). Visoka relativna zastupljenost koljena Firmicutes utvrdena je ovdje na
nekim od lokaliteta s visokom koncentracijom iona Na* i CI (SVM, ZGB, ZGM i BIZ, Tablica 12,
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Slika 10), $to ukazuje na slican adaptivni potencijal kao u drugim osmotski ekstremnim
okruzenjima.

Micrarchaeota je koljeno bogato acidofilnim heterotrofnim mikroorganizama s
ogranicenim 1 jos uvijek slabo prou¢enim metaboli¢kim potencijalom (Baker i sur., 2010; Winkler
isur.,2021). Unato¢ neutralnoj pH vrijednost DAB uzoraka, visoka ucestalost reda Micrarchaeales
u ovim uzorcima usmjerena je prema nesto nizim pH vrijednostima koje vjerojatno prevladavaju u
dubljim dijelovima geotermalnih vodonosnika. Sli¢no tome, Woesearchaeales predstavljaju red jos
uvijek dosta neistrazenih heterotrofnih arheja, Siroko rasprostranjenih u vodenim stanistima, za
koje se trenutno pretpostavlja da imaju simbiontski ili parazitski nacin zivota zbog njihovog

metabolicki neistrazenog genomskog sadrzaja (Castelle i sur., 2015).

5.1.3. Prostorno — vremenske razlike geotermalnih voda u Hrvatskoj

Najveci utjecaj na sastav zajednice imalo je mjesto uzorkovanja, a jedini testirani faktor
koji nije pokazao nikakav ucinak na oblikovanje zajednice prokariota bila je sezona uzorkovanja
(Slika 12, Prilog 2). Stoga, sastav mikrobne zajednice prokariota u geotermanim vodama Hrvatske
moze se opisati kao visoko specifi¢an za lokalitet, donekle stabilan kroz sezone i tesko predvidljiv
na temelju fizikalno-kemijskih svojstava vode.

Zanimljivo je da su daljnjom analizom temeljenom na vrsti vodonosnika mikrobne
zajednice pokazale jak utjecaj biogeografije (Slika 14, Slika 15). lako je vrsta vodonoshika utjecala
na strukturu prokariotske zajednice, uocene su razlike izmedu nekih lokaliteta koji pripadaju istoj
skupini vodonosnika. Drugim rijecima, uzorci kojoj pripadaju istoj skupini vodonosnika imali su
razlike u zastupljenosti pojedinih vrsta, no dominantni predstavnici u vecini uzoraka bili
predstavnici koljena Proteobacteria, Camplyobacterota, Crenarchaeota, Cyanobacteria, Firmicutes
1 Nitrospirota, §to ukazuje na €injenicu da se bez obzira na vrstu vodonosnika, zivot u ekstremnim
staniStima poput geotermalnih voda ne razlikuje toliko.

Dok su mikrobne zajednice izmedu mjesta uzorkovanja bile vise razli¢ite jedna od druge
nego $to se ocekivalo, longitudinalno (sezonsko) prikupljanje uzoraka pokazalo je da su zajednice
vecine analiziranih geotermalnih voda vremenski stabilne kroz godiSnja doba (proljece 1 jesen) 1
godine (2019. i 2020.) (Slika 10, Slika 13, Prilog 2). Sli¢no saznanje mikrobne dinamike to¢nije
stabilnosti iz godine u godinu zabiljeZeno je i u Grckoj proucavajuéi druge geotermalne izvore i

busotine na geotermalnom polju Balkanskog poluootoka (Meziti i sur., 2021). Ovo saznanje je u
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ostroj suprotnosti s drugim geotermalnim staniStima diljem svijeta, kao $to su geotermalne vode u
Tengchongu (Briggs i sur., 2013) ili gejziri u Nacionalnom parku Yellowstone (Fecteau i sur.,
2021) gdje se zabiljezilo dosta sezonskih varijacija.

Geotermalne vode Cesto karakterizira gubitak topline mijeSanjem geotermalne vode sa
slatkovodnom 1 morskom vodom (obalni izvori) ili mijeSanjem duboke termalne vode s
meteorskom vodom (Meziti i sur., 2021). U ovom istrazivanju, uglavnom su proucavane
geotermalne vode koje su pokazale malu varijabilnost u kemijskom sastavu tijekom tri sezone
uzorkovanja (Slika 12, Tablica 12), iako im je retencijsko vrijeme > 4000 godina (Markovi¢ i sur.,
2015; Markovié i sur., 2022). To pokazuje da vec¢ina prouc¢avanih geotermalnih voda u Hrvatskoj
nije pod utjecajem vanjskih uvjeta okolisa, sli¢no kao i u istrazivanim geotermalnim lokalitetima
u Grekoj (Meziti 1 sur., 2021). Drugim rije¢ima, zbog karakteristika mjesta uzorkovanja, kao Sto
su duboke cijevi buSotina i potpuno zatvoreni (kaptirani) lokaliteti koji smanjuju moguénost
vanjskih utjecaja na svojstva vode (meteorska voda i drugi razli¢iti vremenski uvjeti), uocena
fizikalno-kemijska stabilnost je o¢ekivana. Osim toga, uglavnom zbog iskoriStavanja istrazivanih
lokaliteta u balneoloske svrhe ili za potrebe grijanja staklenika te pojedinih dijelova grada (Prilog
1), ve¢ina geotermalnih izvora i1 buSotina u Hrvatskoj dobro je ogradena, zakljucana i zasti¢ena od
drugih mogucéih antropogenih utjecaja koji bi mogli imati potencijalni u¢inak na fizikalno-kemijska
svojstva vode, a time i na strukturu mikrobne zajednice prokariota.

U otvorenim (nekaptiranim) izvorima (SJA 1 TUH) ocekivana je stabilnost fizikalno-
kemijskih svojstava vode zbog jakih i stabilnih karakteristika podzemne vode na mjestima gdje se
nalaze izvori. Samo je uzorak IVD (prolje¢e 2020) ukazivao na varijacije u temperaturi i
koncentracijama DOC (Tablica 12) gdje su donekle utvrdeni ucinci djelovanja godiSnjih doba.
Smatra se da je ovome nekaptiranom izvoru Daruvarskih toplica, izgled bare s velikom
moguéno$c¢u antropogenog utjecaja, razlog zasto je zastupljenost predstavnika Bacteroidota visoka
tijekom svih sezona uzorkovanja za razliku od drugih uzorkovanih izvora (Prilog 2). Na ovom
mjestu uzorkovanja moze do¢i do mijeSanja meteorske vode s termalnom vodom, §to moze utjecati
na strukturu zajednice i posljedi¢no na visoku zastupljenost predstavnika Bacteroidota, koji bi
mogli potjecati iz meteorske vode. Manja zastupljenost koljena Bacteroidota zabiljeZena je u
drugim istrazivanim geotermalnim izvorima diljem svijeta (Li i sur., 2016). Kormas i suradnici
(2009) pokazali su da je mijeSanje meteorske i geotermalne vode jedan od ¢imbenika koji utjece

na razvoj razli¢ite prokariotske zajednice 1 njihove brojnosti. Isto tako, jedan od mogu¢ih razloga

131



Maja Mitrovié¢ Doktorska disertacija

razlika u fizikalno-kemijskim parametrima za IST uzorke (Slika 12) moze biti posljedica mijesanja
termalne vode s ,hladnom* vodom iz drugog vodonosnika u blizini koja sluzi za pice i

navodnjavanje poljoprivrednih podrucja.

5.1.4. Analiza pretpostavljenih metaboli¢kih funkcija prokariota u geotermalnim

vodama Hrvatske

Jasna podjela geotermalnih izvora i busSotina Hrvatske prema nutrijentima, utjecala je i na
podjelu prema moguéim metabolickim funkcijama istrazivanih staniSta (Slika 16). Zahvaljujuci
pronadenim predstavnicima vezanim za N i S cikluse, postojecoj literaturi 0 njihovoj detaljnoj
fiziologiji te funkcionalnim predvidanjem uz pomo¢ Tax4Fun analize (Slika 16), geotermalne vode
u Hrvatskoj mogle bi proizvoditi Sirok raspon enzima bakterija i arheja koji se intenzivno koriste
u biotehnoloskim primjenama, kao $to su procesi bioremedijacije (AOA, AOB, NOB, comammox,
SOB, SRB) zbog identificiranih ciklusa dusSika i sumpora kao najviSe pretpostavljenih
metabolickih puteva (Jian Luo 1 sur., 2011; Li i sur., 2016; Dalcin Martins 1 sur., 2022). Osim
navedenih, ciklus ugljika zasigurno je jedan od glavnih metabolickih puteva i u ovoj geotermalnoj
mikrobnoj petlji, vrlo vazan za zivot mikroba ¢ijim metaboliziranjem dolazi do akumulacije
biomase mikroorganizama i proizvodnje organske tvari koja se dalje takoder koristi u svrhu rasta i
opskrbe energijom (Medeiros i sur., 2017). Svi navedeni nutrijenti su vazni za razvoj mikroba,
njihovu raznolikost i medusobne interakcije u stanistu.

Mnogi geni povezani s metabolizmom duSika 1 sumpora kodiraju vaZzne termostabilne
enzime kljuéne u mnogim katalitickim reakcijama (Sahay 1 sur.,, 2017). Prisutnost
mikroorganizama poput SOB potvrdila je transformaciju spojeva sumpora u geotermalnim vodama
Hrvatske (Slika 17, Prilog 3). Oksidacija i redukcija sumpora dva su glavna procesa uklju¢ena u
metabolizam sumpora, a jedna od vaznih transformacija u samom metabolizmu je i1 stvaranje
sumporovodika (H2S) zbog sinteze brojnih aminokiselina koje sadrze sumpor. Takoder,
kemolitotrofi koji oksidiraju sumpor mogu koristiti H>S kao donor elektrona (Dalcin Martins i sur.,
2022). Predstavnici poput Sulfuricurvum, Sulfurovum, Thiofaba, Acinetobacter i Rhodococcus
pronadeni u uzorcima pripadaju bakterijama koje oksidiraju sumporovodik, a koje se mogu koristiti
prilikom uklanjanja sumpora tijekom procesa procis¢avanja otpadnih voda (Jian Luo 1 sur., 2011;
Mir i sur., 2021). Iako je uocena jasna podjela i oblikovanje mikrobne zajednice geotermalnih voda

po dominaciji raznih spojeva elemenata sumpora ili dusika, neki od navedenih SOB rodova
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pronadeni su i na lokalitetima u kojima prevladavaju nitrati §to ukazuje da bi se oksidacija sumpora
mogla posti¢i u anoksi¢nim uvjetima uz redukciju NOs. Pronadeni predstavnici koljena
Desulfobacterota obuhvacaju i1 sulfat-reducirajuce bakterije (SRB) Sto dodatno sugerira na
kompleksni unutarnji ciklus sumpora (engl. internal sulfur cycle) u ovim geotermalnim vodama
(Jackson i sur., 1999; Liu i sur., 1999).

Prisutnost predstavnika AOA i NOB, kao i ,,comammox“ organizama (Slika 17, Prilog 3)
ukazuje na njihovu klju¢nu ulogu u procesima nitrifikacije unutar biogeokemijskog ciklusa dusika
u geotermalnim vodama Hrvatske. Ova metabolic¢ka raznolikost nitrifikatora prisutnih u uzorcima
geotermalne vode ukljucuje dvije raznolike skupine mikroorganizama klju¢ne za odvijanje
nitrifikacije u dva koraka, kao i ,,comammox‘ nitrifikatore koji su sposobni za odvijanje potpune
nitrifikacije uz smanjenje emisije NoO (Daims i sur., 2015; Cordero i sur., 2016; Stein i Klotz,
2016; Daims 1 Wagner, 2018; Abby i sur., 2020; Maddela i sur., 2022). Pronadene termofilne AOA
poput Candidatus Nitrosotenuis i Candidatus Nitrososphaera kljuéne su u biogeokemijskom
ciklusu dusika zbog odvijanja prvog koraka procesa klasi¢ne nitrifikacije (Hatzenpichler i sur.,
2008; Stein 1 Klotz, 2016). U vecini ekosustava utvrdeno je da su AOA broj¢ano zastupljenije od
AOB, kao §to je i ovdje slucaj (Prilog 3). Brojni predstavnici AOA poznati su po koristenju u
postrojenjima za pro¢is¢ivanje otpadnih voda prilikom bioloskih procesa uklanjanja NH3/NH4" (Li
isur.,2016). Takoder, osim §to su vrlo znacajne za proces nitrifikacije, vrste roda Nitrospira (NOB,
comammox) pronadene u istraZivanim geotermalnim vodama Hrvatske, znacajne su i za samu
bioremedijaciju (Lebedeva i sur., 2005; Stein i Klotz, 2016; Maddela i sur., 2022).

Prisutnost predstavnika Planctomycetes na nekim lokalitetima moZe ukazivati na to da bi
anaerobna oksidacija NH3 mogla biti jo§ jedan metabolicki put koji podrzava primarnu produkciju
u uvjetima niske koncentracije Oz, budu¢i da su koncentracije otopljenog Oz na istrazivanim
lokacijama uglavnom bile ispod 1 mg/L (Ghilamicael i sur., 2017).

Trenutno pretpostavljene funkcije pronadenih mikrobnih svojti mogle bi se detaljnije
istraziti 1 utvrditi proucavanjem njihovih transkriptoma, kao i metodama koje se temelje na uzgoju,

stvarajuci Ciste kulture i proucavajucéi fiziologiju mikrobnih vrsta od interesa.

5.1.5. Analiza rezultata matematickih modela uzro¢nosti
Matematicki modeli uzrocnosti su iznimno sloZzeni modeli koji mogu pridonijeti

razumijevanju interakcija i utjecaja fizikalno-kemijskih parametara na oblikovanje strukture
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mikrobnih zajednica u raznim ekosustavima (Runge, 2023). Geotermalni izvori i buSotine su
sustavi s velikim brojem varijabli od kojih su mnoge nepoznate ili nisu mjerene, a interakcije
abiotickih 1 biotickih varijabli su Cesto nelinearne. Sukladno tome, razdiobe gustoce vjerojatnosti
obi¢no nisu normalno raspodjeljene niti dobro poznate. Iako geotermalna stani$ta nisu jako
dinami¢na kao drugi vodeni ekosustavi, i dalje se primje¢uju promjene fizikalno-kemijskih
parametara i sastava mikrobne zajednice zbog utjecaja brojnih kemijskih i biokemijskih reakcija
unutar ovog ekstremnog staniSta, a ponekad i zbog vanjskih ¢imbenika poput meteorske vode i
zakonitosti samo djelomi¢no poznate, i trenutno prema tome samo djelomicno i objasnjive
(Kurtanjek, 2022).

Nakon tri sezone uzorkovanja i prikupljanja podataka o mikrobnoj zajednici prokariota te
fizikalno-kemijskim parametrima na 19 razli¢itih lokaliteta, matematicki model uzro¢nosti
potvrdio je vaZznost parametara temperature, pH i nutrijenata za pojavu prokariota vezanih za
cikluse dusika i sumpora u geotermalnim vodama Hrvatske te isto tako uputio na dihotomiju tih
mikrobnih zajednica te njihove moguée medusobne interakcije (Slika 18, Slika 19, Prilog 3) (Guo
i sur., 2020; Huang i sur., 2021; Lagostina i sur., 2021). Ujedno, ovaj model identificirao je
povezanost parametara poput T, Oz i pH, zatim EC, DIC, DOC, HCO3', Na* i CI- te NHs", NO* i
TN (Slika 18). Takoder, nakon tri sezone prikupljanja podataka ukazano je 1 na vaznost
koncentracije Oz i otopljenog organskog ugljika (DOC) za pojedine AOA predstavnike unutar
porodica Nitrosopumilaceae (F5), Nitrososphaeraceae (F6) i Nitrosotaleaceae (F7) te
NOB/comammox predstavnike iz porodice Nitrospiraceae (F11). Uz to, ukazao je i na nuznost
prisutnosti DOC prilikom razvoja mikroorganizama vezanih za ciklus S. U procesima uzgoja ovih
mikroorganizama poput AOA, NOB, comammox te SOB i SRB, uvjeti poput temperature, pH,
koncentracije nutrijenata (C, N, S) i O2 skupa s bioti¢kim interakcijama, moraju se prilagoditi kako
bi se postigao Zeljeni rezultat uzgoja mikroorganizama od interesa vezanih za ciklus N i S (Park i
sur., 2010; Lebedeva i sur., 2013; Ismail i sur., 2014; Daims i sur., 2015; Spieck i sur., 2020).
Dodatnim kauzalnim analizama mogu se identificirati pozitivni ili negativni ucinci odredenih
faktora na ciljane mikroorganizme (Slika 19), $to smanjuje potrebu za eksperimentalnim
ispitivanjima razli¢ite kombinacije uvjeta te rezultira uStedom vremena, resursa i napora. Na taj
nacin, kauzalni model moze pruziti smjernice za prilagodbu uvjeta i postizanje optimalne ravnoteze

izmedu ucinkovitosti 1 ekonomic¢nosti.
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Medutim, od svih parametara najvise se uoava povezanost analiziranih porodica, odnosno
njihove medusobne interakcije (F5 — F6 — F7 — F11; F1 — F2 — F8 — F9 — F10; F3 — F4) koje opet
prvenstveno ukazuju na dihotomiju dusikovih i sumpornih spojeva te pripadaju¢ih porodica, kao i
na medusobno poticanje na suzivot ili kompeticiju, ovisno o vrstama (Slika 18, Slika 19) (Park i
sur., 2010). Stoga, kroz modeliranje interakcija izmedu razli¢itih varijabli, zaista bi se moglo
predvidjeti kako ¢e se odredene promjene uvjeta odraziti na koncentraciju specifi¢nih spojeva ili
metabolita te prisutnost odredenih vrsta.

Usporedujuci rezultate dobivene drugim statistickim analizama u prvoj fazi istrazivanja i
pregledavajuéi relevantnu literaturu o geotermalnim vodama diljem svijeta, ovi modeli uzro¢nosti,
preko podataka iz 3 sezone uzorkovanja, smisleno su ukazali na utjecaj medusobnih interakcija i
fizikalno-kemijskih parametara na oblikovanje strukture mikrobne zajednice prokariota u
geotermalnim vodama Hrvatske. Medutim, za pravilniju primjenu ovakvih modela uzro¢nosti u
praksi mikrobne ekologije, kao §to je smanjenje eksperimentalnog napora pri kultivaciji, potrebno
je stvaranje vece baze podataka u smislu sezonskog analiziranja podataka geotermalnih voda, a za
varijabilnije sustave poput drugih slatkih i morskih voda u smislu svakodnevnog analiziranja
fizikalno-kemijskih parametara i sastava zajednice od interesa (Kurtanjek, 2022; Runge, 2023).
Vazno je napomenuti da se ovakvi modeli temelje na matematickim pretpostavkama i statistickim
analizama te da ih zasad svakako treba nadopuniti eksperimentalnim potvrdama (Spirtes, 2010).
Unato¢ tome, mogu biti koristan alat za usmjeravanje daljnjih istraZivanja i olakSavanje procesa

optimizacije u biotehnologiji (Rezi¢ i sur., 2021; Arif i MacNeil, 2022).

5.2. Druga faza istrazZivanja

5.2.1. Problematika istraZivanja mikrobne zajednice eukariota

Proucavanjem relativne 1 stvarne zastupljenosti mikrobnih eukariota u geotermalnim
vodama Hrvatske, prvenstveno se uocava nedostatak informacija u bazama podataka potrebne pri
dodjeli taksonomije, a time i pri donoSenju pravilnih zakljucaka o strukturi zajednice te moguéem
utjecaju okoliSnih parametara na oblikovanje mikrobne zajednice eukariota. Prije same obrade,
vecina podataka dobivenih sekvenciranjem, ve¢ 1 pri najviSoj taksonomskoj kategoriji (supergrupa)
te pri dodatnom filtriranju i uklanjanju Metazoa, nije mogla biti ukljucena u daljnju obradu zbog
nedostatka informacija o pripadajucoj taksonomiji. Tako mali set podataka, istrazivanjem sve nizih

taksonomskih kategorija, dodatno se suzavao radi informacija koje nedostaju za pravilnu
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identifikaciju pronadenih vrsta, §to ukazuje na glavni problem prilikom proucavanja raznolikosti
mikrobne zajednice eukariota. Stoga, ve¢ina zakljucaka vezanih za mikrobne eukariote moze biti
donesena na razini porodice, a rijetko na razini roda i/ili vrste, §to u konacnici itekako moze dovesti
do pogresne procjene. 1z priloZzenog se vidi da se filtriranjem na razini roda izgubio veliki dio
podataka za daljnju obradu radi nemogu¢énosti dodjele pripadajuce taksonomije, kao i1 svrstavanja
u pravilne taksonomske kategorije ili taksone (Slika 23, Slika 24, Slika 25, Slika 26, Prilog 5, Prilog
6). Ovo nije slucaj vezan samo za mikrobne eukariote u geotermalnim vodama, ve¢ za mikrobne
eukariote opcenito u razliitim tipovima stanista jer im se pridodaje puno manje paznje za razliku
od naveliko istrazivanih prokariotskih zajednica (Oliverio i sur., 2018).

Takoder, ono $to se pokazalo neophodnim za potrebe daljnjeg istrazivanja raznolikosti
mikrobnih eukariota u geotermalnim vodama Hrvatske je koriStenje pocetnica specifi¢nih za
identifikaciju skupina od interesa. KoriStene univerzalne pocetnice za identifikaciju zajednice
mikrobnih eukariota pokrivaju cjelokupnu raznolikost eukariota i dosta su nespecifi¢ne za potrebe
istrazivanja eukariota na mikrobnoj razini. Tijekom ovog istrazivanja, ve¢ina identificirane
eukariotske zajednice u geotermalnim vodama Hrvatske taksonomski je svrstana u proizvoljnu
kategoriju Metazoa (Slika 24) koja bi se za pravilnu interpretaciju podataka trebala ukloniti jer se
radi o vrstama koje pripadaju mnogostani¢nim Zivotinjama, a ne mikroorganizmima (Habdija i
sur., 2011).

5.2.2. Struktura eukariotske mikrobne zajednice

Na 14 uzorkovanih geotermalnih lokaliteta u Hrvatskoj identificiran je sastav zajednice
eukariota tijekom jeseni 2020. godine. Razina raznolikosti prikazana na Slici 23. i Slici 24. bila je
ocekivana, buduci da su prethodna istrazivanja mikrobnih eukariota u geotermalnim vodama u
svijetu ukazala na relativno mali broj predstavnika protista (Brown i Wolfe, 2006). S druge strane,
Oliverio 1 suradnici (2018) utvrdili su puno veéu taksonomsku i filogenetsku raznolikost protista u
geotermalnim vodama Novog Zelanda.

Relativna zastupljenost mikrobnih eukariota imala je strukturu dosad tipi¢nu za
geotermalne vode na najvisoj taksonomskoj razini (Aguilera i sur., 2010; Aguilera, 2013; Oliverio
i sur., 2018). Mikrobni eukarioti, bas kao i prokarioti, imaju razli¢ite funkcionalne uloge u svakom
ekosustavu. Stoga, znacajan dio mikrobne zajednice eukariota ¢inili su fotoautotrofi/miksotrofi

(predstavnici  Chlorophyta, Ochrophyta (Tribonema, Navicula, Cymbella, Chromulina),
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Streptophyta (Spirogyra), Cryptophyta (Cryptomonas), neki predstavnici Dinoflagellata) (Slika 25,
Prilog 5). Ove mikroalge skupa sa bakterijskim primarnim proizvodac¢ima (nekim predstavnicima
Cyanobacteria i Chloroflexi) odgovorne su za sintezu ugljikohidrata potrebnih za razvoj drugog
dijela zajednice mikrobnih eukariota poput drugih miksotrofa/heterotrofa (Ciliophora, Pseudofungi
te komenzali Lobosa i Conosa) koji metaboliziraju sintetizirane ugljikohidrate unutar vodenog
stanista (Debroas i sur., 2017). U otvorenim geotermalnim izvorima poput TOP, TUH, JEZ i SJA
gdje je dostupnost suncevih zraka velika, pronadeni su predstavnici Chlorophyta i Cryptophyta. Na
istim mjestima uzorkovanja, kao 1 na lokalitetu KRE, pronadeni su 1 zeleni biofilmovi tijekom tri
sezone uzorkovanja ¢ije su konzorcije Cinili predstavnici prokariota poput Cyanobacteria i
Chloroflexi, i to vrlo vjerojatno u kombinaciji s fotosintetskim mikroalgama pronadenim u
geotermalnoj vodi na navedenim lokalitetima (KosteSi¢ i sur., 2023). Odnos izmedu odredenih
skupina primarnih proizvodafa preko pozitivnih 1 negativnih korelacija, upucuje na suZzivot
odredenih skupina na istom prostoru te na medusobnu kompeticiju za nutrijente i staniste (Slika
29). Osim toga, cijeli ovaj ciklus upucéuje na to da su uz prokariote, i mikrobni eukarioti povezani
s perturbacijom organske tvari te da ¢ine bitan dio mikrobne petlje, pa time 1 dio baze hranidbene
mreZze.

Neki pronadeni predstavnici poput roda Spumella (Chrysophyceae) (Slika 25) izgubili su
mogucnost odvijanja procesa fotosinteze, iako imaju vrlo bliske fotosintetske srodnike (Kim 1 sur.,
2020). Unato¢ znacajnoj ulozi u prijenosu ugljika u mikrobnoj petlji, kao i evolucijskim
promjenama u nacinu ishrane od fototrofije do heterotrofije, pridaje im se relativno malo paZnje
(Jeong i sur., 2021).

Utvrdene male koncentracije otopljene organske tvari na vecini lokaliteta ukazuju na
prisutnost razlaga¢a. Manja zastupljenost predstavnika Fungi i Sagenista (Slika 24), kao 1 njihova
medusobna negativna korelacija (Slika 30), moZe ukazivati na razgradnju raspolozive organske
tvari preko drugih heterotrofa poput bakterija, koji su konkurentniji i ucestaliji u vodenim
ekosustavima (Wurzbacher 1 sur., 2010), a zasad i u ekstremnom stanisStu kao §to su geotermalne
vode jer su trenutno istrazivanja raznolikosti protista ograni¢ena na nekoliko geotermalnih izvora
u svijetu (Brown i Wolfe, 2006; Aguilera i sur., 2010; Oliverio i sur., 2018; Pumas i sur., 2018;
Brown 1 Fritz, 2019). Pronadeni termofilni eukariotski predstavnici poput razli¢itih vrsta roda

Candida (Prilog 6), kao i prokariotski predstavnici, razvili su brojne strategije za mogucnost
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prezivljavanja u uvjetima visoke temperature zbog Cega imaju golemu primjenu u industriji,
poljoprivredi i zdravstvu (Singh i sur., 2019).

Osim primarnih proizvodaca i razlagaca, utvrdene su mikrobne eukariotske skupine ¢esto
patogenog/parazitskog na¢ina Zivota poput predstavnika Apicomplexa i Mesomycetozoa (Slika 24)
(Mendoza i sur., 2002; Morrison, 2009; Cavalier-Smith, 2014). Isto tako, ovo upucuje na ¢injenicu
kako su mikrobne populacije prokariota i eukariota razliitog nacina zivota medusobno
isprepletene u mrezi interakcija unutar kompleksne mikrobne petlje.

Prostorna varijacija mikrobnih eukariota u ispitivanim geotermalnim vodama Hrvatske
drugacija je nego prilikom istrazivanja prokariotske zajednice (Slika 27). Budu¢im sezonskim
ispitivanjem mogli bi se odrediti moguci okoli$ni uvjeti koji utjeu na prostornu varijaciju izmedu
istrazivanih lokaliteta, kao 1 na moguce promjene u strukturi mikrobne eukariotske zajednice na
istom lokalitetu. Osim toga, dodatno bi se mogao istraZiti odnos primarnih proizvodaca/miksotrofa
I heterotrofa/razlagaca prouc¢avanjem cirkulacije organske tvari. Trenutni rezultati zasigurno ¢ine
temelj daljnjeg ispitivanja sezonskih promjena istrazivanih zajednica i moguéih okolisnih
pokretaca tih promjena u cjelokupnoj strukturi mikrobne zajednice eukariota geotermalnih voda u

Hrvatskoj.

5.2.3. Utjecaj abiotickih ¢imbenika na sastav mikrobnih eukariota i moguéi
biotehnoloski potencijal identificiranih eukariotskih mikroalgi

S obzirom na raspon izmjerenih temperatura, kao i na dokazani utjecaj temperature na
oblikovanje zajednice (Slika 28), moglo bi se zakljuciti da su identificirani mikrobni eukarioti u
geotermalnim vodama Hrvatske mezofilni do termotolerantni organizmi s optimalnim rastom
izmedu 36 — 46 °C zbog najvece utvrdene raznolikosti na lokalitetima TOP, SVM i D1D (Slika 20,
Slika 22, Slika 24, Prilog 4). Najveca izmjerena temperatura (64,8 °C) bila je u BIZ sa samo jednom
identificiranom porodicom mikrobnih eukariota (Dinophyceae) za razliku od istrazivanja Oliveria
1 suradnika (2018) gdje je veca raznolikost protista bila povezana s viSom temperaturom. Uoceno
je da je niZa temperatura pogodovala razvoju Sagenista (Slika 24, Slika 30).

Dokazano je da pri poviSenoj temperaturi, mikroalge razvijaju termostabilne enzime i veci
sadrzaj GC parova baza (gvanin-citozin) od mezofilnih algi, Sto zasigurno moze samo olakSati
prirodno prociS¢avanje otpadnih voda i uklanjanje organskog ugljika, fosfora i dusika (Saini i sur.,

2021). Osim toga, neke mikroalge identificirane u geotermalnim vodama Hrvatske radi drugih
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poznatih karakteristika poput visoke brzine rasta, uc¢inkovite fiksacije CO2 te smanjenja emisije
staklenickih plinova imaju prednosti pri koriStenju u brojnim biotehnoloskim procesima kao §to je
bioremedijacija (Darvehei i sur., 2018; Goswani i sur., 2021).

Isto tako, neutralna do blago luznata vrijednost pH odigrala je znacajnu ulogu (p < 0,05)
prilikom formiranja strukture mikrobne zajednice eukariota u geotermalnim vodama Hrvatske
(Slika 20, Slika 28). Primjerice, KRE je bio lokalitet s najvise izmjerenom pH vrijednosti (8,3)
(Slika 20) te s najmanjom utvrdenom raznolikosti vrsta (Slika 24, Prilog 4). lako, ova pH vrijednost
nije ekstremna kao u istrazivanju Oliveria i suradnika (2018) ve¢ upucuje na blago luznato staniste,
1 ovdje je uoCeno smanjenje raznolikosti i distribucije protista, ¢ak i sa samo blagim povecanjem
pH vrijednosti, kao u geotermalnim vodama Novog Zelanda (Oliverio i sur., 2018).

Najveca koncentracija kisika povezana je s lokalitetom SJA koji je prema tome o¢ekivano
imao 1 najniZzu izmjerenu temperaturu. Medutim, brojnost 1 raznolikost vrsta protista (Slika 24,
Prilog 4) nisu se povecale s obzirom na moguée povoljnije uvjete zivota. Unato¢ prisutnosti
prokariotskih i neki eukariotskih primarnih proizvodaca, postoje lokaliteti na kojima je utvrdena
anoksija tijekom jeseni 2020. (JEZ, KRA, STU, TUH, VAR i SVM) §to moZe upucivati na moguce
odvijanje procesa anaerobne respiracije unutar stanista i prisutnost (fakultativnih) anaeroba ili
kemosintetskih mikroba koji mogu koristiti i oksidirane oblike sumpora i dusSika za dobivanje
energije (Oren, 2009).

Razvoj eukariotskih primarnih proizvodaca u geotermalnim vodama Hrvatske varira i ovisi
o mjestu uzorkovanja, a ¢esto se njihova prisutnost mozZe povezati s nutrijentima poput ugljika i
dusika te s prisutnosc¢u svjetla, kao 1 u svakom vodenom stanistu (Goswani 1 sur., 2021). Najvise
predstavnika Dinoflagellata (39,5 %) utvrdeno na podrucju BIZ mozZe biti povezano s visokim
koncentracijama analiziranih dusikovih spojeva, posebice nitrata (Dagenais-Bellefeuille i Morse,
2013). Sli¢na situacija uocena je i na ostalim lokalitetima te iako se radi o miksotrofnoj skupini
mikroorganizama, nitrati zasigurno imaju ulogu pri pojavi odredenih predstavnika Dinoflagellata.
NajviSe koncentracije duSikovih spojeva utvrdene su na lokalitetu SVM gdje je potvrden i
statisticki znacajan utjecaj nitrata na mikrobnu zajednicu (p < 0,05, Slika 28) te gdje su pronadeni
i neki od ostalih predstavnika primarnih proizvodaca/miksotrofa (Chlorophyta, Ochrophyta
(Cymbella, Chromulina) i Streptophyta) kojima su za primarni i sekundardni metabolizam, osim
najvaznijeg nutrijenta ugljika, takoder vazne i koncentracije raznih dusikovih spojeva (Prilog 5)

(Goswani 1 sur., 2021). S druge strane, uocena je 1 negativna korelacija Ochrophyta i nitrata,
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povezana s razvojem nekih drugih predstavnika navedene skupine poput Navicula, Tribonema i
Chromulina i to na lokaciji s puno nizom koncentracijom dusikovih spojeva ukazujuci na
mogucnost da je njihov razvoj doveo do smanjenja koncentracije nutrijenata (Slika 20, Slika 25,
Slika 29).

Vrste roda Spirogyra, neke vrste roda Cryptomonas, kao i dijatomeje poput pronadenih
predstavnika rodova Navicula i Cymbella (Slika 25) imaju bitan ekoloski zna¢aj zbog uklanjanja
CO: iz atmosfere procesom fotosinteze. Procjena je da 20 — 30 % O na Zemlji proizvode upravo
dijatomeje koje su dosad nasle brojne primjene kao §to je proizvodnja biogoriva, sekundarnih
metabolita ili u€estala primjena u prehrambenoj industriji (Bramhanwade i sur., 2023). Op¢enito,
pronadeni predstavnici dijatomeja (Cymbella i Navicula) ¢esti su rodovi obrastajnih zajednica u
slatkovodnim ekosustavima, a zbog svoje osjetljivosti i vrlo brzog odgovora na bioloske 1 fizikalno-
kemijske promjene u vodi Cesto sluze kao bioloSki indikatori. Osim toga, ovi autotrofni
predstavnici sa silicificiranom ljusturicom imaju vrlo vaznu ulogu u fiksaciji ugljika (Seckbach i
Gordon, 2019).

Kao i identificirani prokariotski mikroorganizmi, mikrobni eukarioti poput vrsta roda
Tribonema (Slika 25) mogu se koristiti u bioremedijacijskim procesima uklanjajuéi nitrate i fosfate
u otpadnim vodama (Cheng i sur., 2019; Wang i sur., 2019). Osim prokariotskih predstavnika
cijanobakterija, pronadeni predstavnici eukariotskih primarnih proizvodaca/miksotrofa koriste
nitrate 1 fosfate kao nutrijente, odnosno kao hranjive tvari S§to dovodi do povecane biomase
mikroalgi pa u optimiziranim i kontroliranim uvjetima njihov potencijal zasigurno nije upitan
(Goswani i sur., 2021).

Isto tako, neke vrste roda Chromulina (Chrysophyceae) i Tribonema (Xanthopyceae) (Slika
25) koriste se u proizvodnji biogoriva/biodizela kao alternativno rjeSenje proizvodnje goriva iz
fosilnih izvora (Bux, 2013; Mohler Mitman, 2019). Ovo saznanje ne predstavlja pretjerano novu
informaciju, no zbog trenutne inflacije, fluktuacija cijena nafte i uvijek aktualnog globalnog
zatopljenja, za buduca istrazivanja bazirana na proucavanju geotermalnih voda Hrvatske ovo
predstavlja izazov na biotehnoloskoj 1 drusStveno-politi¢koj razini, ali 1 moguce rjeSenje.

Iako temperatura ne predstavlja problem prilikom njihovog uzgoja ve¢ ukazuje na mogucéu
prednost, drugi moguci problemi za masovno koriStenje mikroalgi u biotehnoloske svrhe jesu mala
gustoc¢a njihovih kultura, kao i mikroskopska grada zbog ¢ega je potrebno uzgajati i koristiti velike

volumene kultura mikroalgi. Osim toga, sami otezani uvjeti uzgoja razlicitih vrsta mikroalgi u
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otvorenim 1/ili zatvorenim bioreaktorima, takoder mogu predstavljati problem pri koriStenju i
komercijalnoj proizvodnji, $to nikako ne umanjuje Cinjenicu da termofilne mikroalge zaista
predstavljaju veliki potencijal i mogucu prekretnicu vezanu za zastitu okoliSa 1 oCuvanje kvalitete
voda uz odrzavanje drustveno-ekonomske koristi cijele zemlje, pogotovo u ovo doba globalnog

zatopljenja.

5.3. Treéa faza istrazivanja
5.3.1. Uzgoj kultura
5.3.1.1. Stabilnost fizikalno-kemijskih parametara

Tijekom uzorkovanja u rujnu 2020. na lokalitetima AVD, KRE i STU te u listopadu 2021.
na lokalitetu AVD, kao i tijekom prethodne tri sezone uzorkovanja (jesen 2019., proljece 2020.,
jesen 2020.) rezultati fizikalnih parametara ukazali su na stabilnost glavnih faktora kao $to su
temperatura i pH vrijednost (Slika 31, Tablica 12). Buduci da su ovi lokaliteti potpuno zatvoreni i
zaSti¢eni od vanjskih i antropogenih utjecaja te su takoder dobro zasti¢eni balneoloski lokaliteti
(AVD 1 STU), bilo je o€ekivano da ¢e varijabilnost ovih glavnih parametara biti vrlo mala. Kao §to
je ve¢ napomenuto, sli¢na stabilnost se opaza i u drugim geotermalnim vodama diljem svijeta, gdje
nema gubitka topline uslijed mijeSanja geotermalne vode s meteorskom vodom 1 drugim sli¢nim
utjecajima (Meziti i sur., 2021).

Stabilnost 1 upravljanje parametrima kao Sto su pH vrijednost i temperatura te njihovo
sustavno prac¢enje i1 odrZavanje, predstavlja temelj uspjeSne kultivacije mikroorganizama od
interesa iz odredenog staniSta. Navedene vrijednosti predstavljaju optimalne uvjete za rast i
aktivnost specificne termofilne mikrobne zajednice. Stabilnost ovih parametara u procesima
kultivacije je kljucna jer njihove fluktuacije ili odstupanja od utvrdenih optimalnih vrijednosti
mogu znatno naruSiti vitalnost, metabolizam te utjecati na sposobnost razmnoZavanja

mikroorganizama od interesa.

5.3.1.2. Analiza sastava mikrobne zajednice prokariota u uzgojenim

kulturama
Struktura mikrobne zajednice prokariota u kulturama pokazala je izrazitu varijabilnost u
odnosu na uzorkovanu vodu koriStenu za nasadivanje kultura (Slika 32, Prilog 7). Dodatno,

otkriveno je da se zajednica zna¢ajno razlikuje ovisno o vrsti medija i dodanog supstrata, dok su
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samo razli¢ita razrijedenja istog uzorka pokazivala sli¢niju strukturu zajednice s manjim
fluktuacijama. Ovakav promjenjivi uzorak rezultat je ocekivane interakcije izmedu sastava medija
i supstrata, koji su prilagodeni podrzavanju rasta odredenih skupina organizama od interesa.
Pravilan odabir ovih komponenti predstavlja klju¢ne aspekte u procesima kultivacije, koji mogu
znacajno utjecati na sastav i dinamiku mikrobne zajednice.

Ocekivano, primjena antibiotika kanamicina u uzorcima je rezultirala smanjenom
raznoliko$¢u 1 brojnos¢u vrsta, no ipak nije doprinijela selekciji mikroorganizama od interesa
(Slika 32, Prilog 7). Drugim rije¢ima, ovaj postupak je imao op¢i ucinak na selekciju
mikroorganizama, ali nije pridonio specificnom odabiru zeljenih nitrifikanata. S druge strane, cilj
razrjedivanja uzoraka je bio smanjenje broja vrsta i selekcija mikroorganizama od interesa te
povecanje njihove biomase. Medutim, rezultati su varirali i nisu uvijek bili uspjesni.

Nakon eksperimenata provedenih s ciljem uzgoja mikroorganizama povezanih s ciklusom
dusika, najcesci rodovi koji koriste dusikove spojeve, a koji su se pojavljivali u veéini uzoraka bili
su Meiothermus i Nitrospira, sto ukazuje na sporu, ali donekle uspjesnu selekciju mikroorganizama
od interesa (Slika 33, Slika 34, Slika 35). Za rod Meiothermus dokazano je da sudjeluje u ciklusu
dusika, a najces¢e pronadeni predstavnik bio je M. silvanus, kod kojeg su u genomu pronadeni
specifi¢ni geni za denitrifikaciju (Sikorski i sur., 2010). NirK gen vezan uz proces denitrifikacije
karakteristian je i za vrstu M. chliarophilus koja se ponekad razvila u kulturama (Raposo i sur.,
2019). Vrste roda Thermus jesu termofilne bakterije od velikog biotehnolo$kog interesa jer
predstavljaju izvor termostabilnih enzima. U kulturama je pronadena vrsta T. thermopilus koja
reducira nitrat i nitrit do N2O u procesu nepotpune denitrifikacije ili do N2 u procesu potpune
denitrifikacije (Schurig-Briccio i sur., 2013). Takoder, prisutnost roda Denitratisoma u nekim
uzorcima (Slika 33B, Slika 34B, Slika 35B) sugerira na prisutnost bakterija koje vrse
denitrifikaciju. Uz vrste roda Meiothermus i Thermus, ovo dodatno potvrduje mogucnost
konverzije dusikovih spojeva putem procesa nitrifikacija-denitrifikacija u uzorcima kultura (Yang
i sur., 2023).

Predstavnici roda Nitrospira uglavnom su bile bakterije koje oksidiraju nitrit (NOB), a
ponekad su se pojavljivali 1 potpuni oksidanti amonijaka (comammox organizmi), kao Sto je Ca.
N. inopinata, iako u vrlo malom postotku (Pjevac i sur., 2017; Daims i Wagner, 2018). Medutim,
bilo je i uzoraka koji su pokazali odredenu zastupljenost termofilnih AOA (Candidatus
Nitrososphaera i Candidatus Nitrosotenuis) (Slika 33, Slika 34, Slika 35). Ovo ukazuje na bolji
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odabir uvjeta rasta u nekim kulturama, ukljuujuéi medij i dodatak odredenog supstrata, koji su
podrzali rast ovih nitrificiraju¢ih mikroorganizama (Daims i sur., 2015; Daims i Wagner, 2018;
Abby i sur., 2020).

Unato¢ pazljivom odabiru medija 1 supstrata vezanih za wuzgoj nitrificiraju¢ih
mikroorganizama, promjene u dominaciji mikrobne zajednice u nekim uzorcima nisu se znatno
usmjerile prema zeljenim vrstama. Umjesto toga, primijetilo se da su se ¢esto mikrobne zajednice
sastojale od termotolerantnih organizama iz koljena Proteobacteria, kao $to su Methyloversatilis
sp. i Silanimonas sp. (Lee i sur., 2005; Doronina i sur., 2014). lako je temperatura za uzgoj
mikroorganizama iznosila 46 °C, Cesti predstavnici u kulturama bili su iz koljena Deinococcota
(Thermus, Meiothermus i Deinococcus), Proteobacteria (Caldimonas hydrothermale), te
Firmicutes (Bacillus) i Actinobacteria (Thermoleophilum), koji se uglavnom smatraju termofilima
ili hipertermofilima (> 60 °C) (Urbieta i sur., 2014; Saxena i sur., 2017; Power i sur., 2018; Najar
i sur., 2022). Drugim rije¢ima, unato¢ definiranim i uskim uvjetima uzgoja koji su se dosad
pokazali povoljnim za slatkovodne nitrifikante, primije¢eno je da su dominantni predstavnici
mikrobne zajednice, koji su se pojavljivali i tijekom tri sezone uzorkovanja, kao i u vodi koristenoj

za nasadivanje kultura, i dalje ¢esto prisutni u uzgojenim kulturama.

5.3.1.3. Rasprostranjenost funkcionalnih gena ukljucenih u ciklus
dusika u vodi i uzgojenim kulturama

Analizom funkcionalnih gena vezanih uz ciklus dusika uo¢ena je prisutnost klju¢nih gena
povezanih s procesom nitrifikacije, kako u izvornoj geotermalnoj vodi (AVD, STU i KRE), tako i
u pojedinim uzorcima kultura, iako u kulturama u znatno nizoj koncentraciji. Jedan od najvaznijih
enzima u reakciji nitrifikacije je amonij monooksigenaza, koja predstavlja poveznicu izmedu
potpunih nitrifikanata (comammox organizama) i AOA/AOB, unato¢ njihovoj razli¢itoj strukturi
(Pjevac 1 sur., 2017). Gen amoA, povezan s AOA, uocen je na vise lokaliteta u veéim
koncentracijama u usporedbi s genom comammox A amoA, a posebno u usporedbi s genom
comammox B amoA (Slika 36). Isto tako, na mjestima gdje je uocCena prisutnost amoA gena
(AOA), cesto su prisutni i geni koji kodiraju nitrit oksidoreduktazu (nxrA/B) ¢ija koncentracija na
nekim lokalitetima ukazuje na ¢es¢u pojavu odvijanja procesa nitrifikacije u dva koraka, za razliku
od odvijanja procesa potpune nitrifikacije (Slika 36). S druge strane, na lokalitetima poput STU i

AVD, osim AOA amoA i nxrB, comammox organizmi Kkoji posjeduju enzime amonij
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monooksigenazu (AMO) 1 hidroksilamin dehidrogenazu (HAO) prisutni su u znacajnoj
koncentraciji, ukazujuéi na ¢esto odvijanje procesa potpune nitrifikacije te mogucu kompeticiju za
supstrat (Daims i sur., 2015). Gen amoA povezan s AOA pronaden je samo u nekim uzorcima
kultura, gdje je sekvenciranjem potvrdena prisutnost svojti Candidatus Nitrosotenuis i Candidatus
Nitrososphaera, a comammox A amoA povezan je s pojavom vrste Ca. Nitrospira inopinata (Slika
34, Slika 35, Slika 36) (Daims i sur., 2015; Pjevac i sur., 2017).

NXR je kljucni enzim u procesu nitrifikacije, pri ¢emu podjedinica NxrA sadrzava
supstratne vezne centre, dok podjedinica nxrB usmjerava elektrone iz NO2™ u respiratorni lanac
(Lucker i sur., 2010; Pester i sur., 2014). Ove podjedinice, s naglaskom na nxrB, istrazivane u
uzorcima kultura, predstavljaju korisne funkcionalne i filogenetske markere za predstavnike roda
Nitrospira koji su odgovorni za oksidaciju nitrita (NOB) (Pester i sur., 2014). Rezultati analize
gena nxrA i nxrB uglavnom se podudaraju s filogenetskim rezultatima dobivenim na temelju
analize 16S rRNA, a obje podjedinice nxr gena su pronadene u 9 uzoraka geotermalnih voda u
Hrvatskoj. To ukazuje na moguénost Ceste oksidacije nitrita u nitrat putem aktivnosti NOB. Nxr
geni pronadeni su u uzorcima gdje je sekvenciranjem potvrdena prisutnost roda Nitrospira (Slika

33, Slika 34, Slika 35, Slika 36) (Pester i sur., 2014).

5.3.1.4. Optimalni uvjeti razvoja nitrificiraju¢ih mikroorganizama

Analiza mikrobne zajednice u uzgojenim kulturama geotermalnih voda upuéuje na vaznost
odabira odgovarajueg medija 1 supstrata, s obzirom na njithovu sposobnost da podrze rast
specificnih mikroorganizama. Razumijevanje utjecaja razli€itog medija, supstrata, pa i lokaliteta
moze pruziti vazan uvid u ekoloSke interakcije unutar mikrobne zajednice te pomo¢i u optimizaciji
uvjeta uzgoja mikroorganizama u laboratorijskim uvjetima.

Rezultati su ukazali na specifi¢ne preferencije mikroorganizama vezanih za ciklus dusika
na pojedinim lokalitetima te na njihovu selektivnost prema odredenim medijima i koncentracijama
supstrata. AOA su se najbolje razvili u izvornoj vodi te u OHIO mediju koji je ve¢ dugi niz godina
uspjesno koristen u procedurama kultivacije AOA (Slika 38 A) (Bollmann i sur., 2011). Oc¢ekivano,
AOB su se razvili najvise na AOM mediju pri koncentraciji od 25 mM NH4Cl (Lebedeva i sur.,
2013) (Slika 38 B), koja se ipak pokazala vrlo visokom za razvoj AOA te im je odgovarala niza

koncentracija od 10 mM NH4CI (Slika 38 A). Opcenito, u praksi pocetna koncentracija od 10 mM
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bilo kojeg supstrata inace se smatra najoptimalnijom, a ve¢e koncentracije poput one od 25 mM
¢esto se Smatraju toksi¢nim koncentracijama.

S druge strane, poc¢etna koncentracija od 29 mM NaNO> pokazala se optimalnom za razvoj
nitrit-oksidirajucih bakterija i to na istoimenom NOB mediju (Spieck i sur., 2020). Koncentracija
0,29 mM NaNO: ocito je bila vrlo niska za razvoj NOB jer je primije¢en njihov postepeni rast u
uzorcima koja je sadrzavala supstrate s najmanjom do najvece koncentracije NaNO> (Slika 39).

Comammox organizmi su se uspjeli donekle razviti na sve Cetiri vrste medija ukazujuéi na
velike mogucénosti prilagodbe na koncentracije razliitih supstrata te sastav razli¢itih medija (Slika
40), iako su se najbolje razvili na OHIO mediju s dodatkom 10 mM NH4CI.

Promatraju¢i sastav mikrobne zajednice razli¢itih kultura po pojedinim lokalitetima,
mikroorganizmi vezani za ciklus dusika uzgojeni u kulturama lokaliteta STU, ukazali su na moguéu
prilagodbu razli¢itim uvjetima medija i supstrata preko pozitivnog uzgoja NOB (Nitrospira), ali s
veéim naglaskom na denitrifikante (M. silvanus) upucujuéi na odvijanje dviju najbitnijih reakcija
unutar ciklusa dusika, kao i na mikroorganizme s mogué¢im biotehnoloskim potencijalom u
bioremedijaciji (Slika 45). S druge strane, mikroorganizmi identificirani u kulturama lokaliteta
KRE vrlo su selektivni i osjetljivi na promjene uvjeta jer NOB predstavnici nisu uspjeli opstati u
testiranim laboratorijskim uvjetima, za razliku od comammox organizma Ca. Nitrospira inopinata
kojoj su AOM medij u kombinaciji s 25 mM NH4CI bili najpogodniji uvjeti za razvoj. Isto tako,
ovaj lokalitet predstavlja pogodno staniSte za daljnje proucavanje comammox organizama u
geotermalnoj vodi s velikim biotehnoloskim potencijalom u bioremedijaciji (Slika 44) (Daims i
sur., 2015). Ono $to razlikuje kulture lokaliteta AVD od STU i KRE je razvoj Ca. Nitrososphaera
i Ca. Nitrosotenuis, poznatih predstavnika AOA sa Sirokom biotehnoloskom primjenom. Osim
nitrificiraju¢ih organizama, kao §to su navedeni AOA te Ca. N. inopinata i NOB Nitrospira, u
pojedinim kulturama do$lo je do razvoja rodova karakteristicnih 1 za procese denitrifikacije
(Meiothermus, Denitratisoma) takoder upucujuéi na moguénosti konverzije dusikovih spojeva
stvorenih u kulturama pri razli¢itim uvjetima uzgoja (Slika 42, Slika 43) (Yang i sur., 2023).

Dobiveni rezultati na tri lokaliteta pri istim uvjetima uzgoja ukazuju na selektivnost i
osjetljivost mikroorganizama na promjene okolisnih uvjeta, ali i na Siroku geneticku raznolikost
mikroorganizama geotermalnih voda Hrvatske s naglaskom na veliki potencijal u proc¢i§¢ivanju
otpadnih voda. Ujedno, ovi rezultati predstavljaju temelj daljnjeg uzgoja nitrificirajucih i

denitrificiraju¢ih mikroorganizama u njima optimalnim uvjetima. Sama voda ovih izdvojenih
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geotermalnih lokaliteta obiluje nitrifikantima te bi se ve¢ kao takva mogla iskoristavati u
biotehnologiji. S druge strane, u daljnjem nastavku procedure kultivacije u trenutnim uvjetima,
STU lokalitet mogao bi pruziti veéi izvor NOB i denitrifikanata, KRE izvor comammox
organizama, a AVD izvor AOA uz druge nitrifikante i denitrifikante ¢ije bi ¢iste kulture pomogle
u proucavanju fiziologije termofilnih nitrifikanata i denitrifikanata, a u praksi i poboljSanim
procesima bioremedijacije (Koch i sur., 2018, Maddela i sur., 2022).

Dosad uzgojene kulture ukazuju na kompleksnu interakciju izmedu analiziranih
nitrificiraju¢ih mikroorganizama, medija i supstrata prilikom formiranja mikrobne zajednice u
kulturama geotermalnih voda, pruzaju¢i dublje razumijevanje ciklusa duSika u optimiziranim
uvjetima. Ono Sto bi svakako dalo kvalitetniju sliku stanja kultura i moguceg funcionalnog
kapaciteta uzgojene zajednice je proucavanje njihovih metagenoma, pogotovo s obzirom na to da
se dosta podataka o nitrifikantima izgubilo na razini vrste/roda sekvenciranjem 16S rRNA gena
(Slika 33, Slika 34, Slika 35), kao §to je slucaj vezan za porodicu Nitrosomonadaceae koja sadrzi
poznate AOB, a koji su qPCR analizom takoder detektirani (Slika 38).

5.3.2. Bioloska obrada procjedne vode biootpada

Za biootpad je karakteristi¢an visoki sadrzaj vlage koji minimalno mora iznositi 50 % za
olak$ano odvijanje mikrobnih aktivnosti (Liang i sur., 2003), a u ovom pokusu iznosio je preko 60
%. Optimalni pocetni sadrzaj vlage prema Yeh i sur. (2020) iznosi 55 — 70 % te ukoliko navedeni
raspon nije osiguran, aktivnost mikroorganizama se smanjuje, tj. minimalna je. S druge strane, ako
je poc€etni sadrzaj vlage vec¢i od optimalnog raspona, dolazi do stvaranja anaerobnih uvjeta jer voda
ispunjava pore i prostor izmedu komponenti biootpada te smjesa postaje zbijenija (Morris i sur.,
2018; Yeh i sur., 2020).

Procjednim vodama smatra se svaka tekucina koja prolazi kroz otpad (koja je u njemu
sadrzana ili u njemu nastaje) te su takve vode Cesto visoko opterecene. Odlaganjem biootpada
nastaju znacajne koli¢ine procjednih voda koje zbog slozenosti sustava zahtijevaju posebne
tretmane obrade poput bioloskih postupaka obrade (Divya i sur., 2015). Na visoko opterecenje u
ovoj procjednoj vodi ukazivale su visoke vrijednosti KPK na pocetku pokusa (11492 mg/L).

Za uspjesno odvijanje ekonomicnijeg procesa bioremedijacije, neophodno je odrZavanje
temperature (20 - 35 °C) u Sarznom sustavu, odnosno prirodnih uvjeta i procesa koji se odrzavaju

neprekidnim mijeSanjem (biostimulacija). Pracenje bioloskih svojstava kao §to je sastav mikrobne
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zajednice te fizikalno-kemijskih ¢imbenika poput pH vrijednosti, kemijske potrosnje kisika (KPK),
TSS, koncentracije otopljenog kisika i hranjivih tvari ukazuju na kvalitetu odvijanja samog procesa
razgradnje organske tvari (Metcalf i Eddy, 2003).

Postupak kompostiranja pri ¢emu nastaje i procjedna voda, proces je prirodne razgradnje,
a moze se ubrzati mijeSanjem organskog otpada s dodatnim sastojcima poput novih (egzogenih)
mikroorganizama u postojeu (autohtonu, prirodno prisutnu) mikrobnu zajednicu s ciljem
optimizacije mikrobioloskog rasta (bioaugmentacija) (PeriSa, 2019). U posljednje vrijeme, paznja
je usmjerena na proucavanje mikrobnih zajednica geotermalnih voda diljem svijeta s obzirom na
sve vecu ulogu termofilnih mikroorganizama u biotehnoloskim procesima poput bioremedijacije

(Metcalf i Eddy, 2003; Cai i sur., 2020).

5.3.2.1. Sastav procjedne vode u provedenim pokusima

Biootpad iz kojeg je izdvojena procjedna voda (eluat) pripadao je zelenom otpadu koji se
sastoji od dvoriSnog otpada (lis¢e, granje) i ostataka hrane (Krogmann i Woyczechowski, 2000;
Tyrrel 1 sur., 2008). Sukladno tome, takve procjedne vode sadrzavaju visoku koncentraciju
hranjivih tvari poput dusikovih i fosfornih spojeva (Romero i sur., 2013). U ovom pokusu koji je
simulirao ekonomski prihvatljiv biotehnoloski proces bioremedijacije u prirodnim uvjetima s
autohtonom zajednicom (Pokus 1) te u prirodnim uvjetima s autohtonom zajednicom i egzogenim
kulturama (Pokus 2 i 3), procjedna voda je karakterizirana ponajviSe visokim koncentracijama
fosfata, koji vjerojatno potjece od razgradnje lako biorazgradivog organskog otpada poput zelenog
otpada. Ova koncentracija fosfata postupno se smanjivala tijekom dana uzorkovanja, posebno u
Pokusu 3 ukazuju¢i na najvecu razgradnju (Tablica 16, Tablica 17, Tablica 18). Utvrdene
vrijednosti nitrata tijekom pokusa upucuju na odsutnost toksi¢nih koncentracija za rast
mikroorganizama $to je izravno povezano s ucinkovito$¢u kemijske ili biokemijske potros$nje
kisika (NN 26/2020). Osim toga, ukoliko bi doslo do ispustanja ove procjedne vode u prihvatne
vode, zbog utvrdene smanjene koncentracije hranjivih tvari, stanje prirodne vode ne bi bilo u
opasnosti u smislu eutrofikacije. Medutim, za precizniju procjenu stanja ove otpadne procjedne
vode, bilo bi potrebno mjeriti koncentracije ukupnog fosfora (TP) i ukupnog dusika (TN).

S druge strane, unato¢ znacajnom smanjenju vrijednosti KPK, procjedna voda u sva tri
pokusa i dalje je imala visoke koncentracije KPK u odnosu na dozvoljene vrijednosti prema

Pravilniku o grani¢nim vrijednostima opasnih i drugih tvari u otpadnim vodama. Prema tim
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propisima, vrijednost KPK za industrijske otpadne vode iznosi 700 mg O2/L, dok za komunalne
otpadne vode iznosi 125 mg O2/L (NN 26/2020). Ipak, po rezultatima KPK za kontrolni Pokus 1
vidljivo je da se u prva cetiri dana razgradilo ¢ak 68 %, u Pokusu 2 65 % i u Pokusu 3 70 %
organske tvari. Zadnjeg 10. dana mjerenja KPK, zbog uofenog océekivanog usporavanja i
stagniranja procesa razgradnje, zabiljezeno je da se ukupno u Pokusu 1 razgradilo 88 %, u Pokusu
2 90 %, a u Pokusu 3 92 % organske tvari. Drugim rijecima, ove vrijednosti predstavljaju smanjenje
ukupnog organskog optere¢enja za 88 % u sustavu s autohtonim, prirodno prisutnim
mikroorganizmima, dok je u sustavu gdje se uz autohtone mikroorganizme nalaze i egzogeni
mikroorganizmi doslo do smanjenja ukupnog organskog optere¢enja za 90 %, odnosno 92 %.

Osim vrijednosti KPK, niske vrijednosti koncentracije otopljenog kisika ukazuju na
najvecu brzinu razgradnje organske tvari, odnosno na povecanu aktivnost mikroorganizama
tijekom odvijanja eksperimenta, posebno u 2., 3. i 4. danu (Tablica 16, Tablica 17, Tablica 18).
Nakon tog razdoblja, vrijednosti otopljenog kisika se poveéavaju i u konacnici stagniraju, $to
upucuje na zaostajanje metabolickih produkata te usporavanje procesa razgradnje. Sukladno tome,
pocetno poveéanje i Smanjivanje biomase tijekom vremena u sva tri pokusa se opaza kroz rezultate
fluorescentne mikroskopije te kroz promatranje zabiljezenih vrijednosti OG i TSS koje su najvise
tijekom dana s najve¢om razgradnjom, a nesto nize pred kraj pokusa. Osim $to pad vrijednosti OG
upucuje na odumiranje biomase i pocetak stagniranja procesa razgradnje, promjena vrijednosti OG
veze se s promjenom vrijednosti KPK 1 upucuje na Ccinjenicu kako veéa prisutnost
mikroorganizama zahtijeva i tro8i viSe kisika prilikom aerobne razgradnje prisutne oneciS¢ene
organske tvari (Sabié-Runjavec i sur., 2015).

Tijekom sva tri pokusa, optimalna vrijednost pH postupno je porasla od 5,5 do blago
luznatog podruéja (8,4) (Tablica 16, Tablica 17, Tablica 18). To je u skladu s ocekivanjima za
takve procese. Vazno je napomenuti da vrijednost pH od 9,0 predstavlja grani¢nu vrijednost u
pravilnicima vezanim uz otpadne vode (NN 26/2020). Povecanje koncentracije sulfata cesto je
povezano s povecanjem pH vrijednosti, odnosno s kiselim uvjetima koji olakSavaju otpustanje
sulfatnih iona u procjednu vodu. Osim toga, tijekom pokusa, moZe se primijetiti smanjenje
vrijednosti EC kroz vrijeme koja se kre¢e postupno povecavati nakon $to je utvrdena smanjena
razgradnja, odnosno usporavanje procesa. To moZe biti povezano s razli¢itim procesima obrade

buduci da fizikalni, kemijski ili bioloski procesi mogu utjecati na koncentraciju iona §to rezultira
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smanjenjem vrijednosti konduktiviteta. Pri kraju koncentracija iona vjerojatno ponovno raste $to
dovodi do povecanja vrijednosti EC.

Takoder, mijenjanje mirisa eluata u svim pokusima, pokazatelj je napredovanja procesa
razgradnje organske tvari te time i postupnog razvijanja plinova sa sve intenzivnijim mirisom
karakteristiénim za biootpad. Boja eluata u svim pokusima s vremenom poprimala je sve tamniju
nijansu Sto su potvrdile povecane spektrofotometrijske vrijednosti, a sama boja u konacnici

predstavlja otopljene tvari, odnosno sadrzaj anorganskih i1 organskih komponenti (Morris 1 sur.,

2018).

5.3.2.2. Analiza strukture mikrobnih zajednica prokariota i eukariota
tijekom bioloske obrade procjednih voda biootpada

Uzimajué¢i u obzir prednosti termofila, kao i dokumentirani sastav prokariotske i
eukariotske zajednice tijekom nekoliko sezona uzorkovanja (Slika 10, Slika 24), identificirani
predstavnici prokariotskih 1 eukariotskih zajednica ukazuju na moguénost ucinkovitog
metaboliziranja organske tvari ¢ime bi znacajno mogli doprinijeti poboljSanju procesa
bioremedijacije. Navedene ¢injenice potvrduju rezultati smanjenja ukupnog organskog opterecenja
preko 90 % u pokusima s bioaugmentacijom.

Tijekom pokusa razgradnje primijeé¢ena je dominantnost bakterija (Slika 46), medu kojima
su neke ve¢ prepoznate zbog svoje sposobnosti fermentacije, razgradnje razliCitih organskih
spojeva ili se opcenito ¢esto nalaze u otpadnim vodama, poput vrsta roda Leuconostoc, Weissella,
Klebsiella, Pseudomonas, Chryseobacterium, Sphingobium i Sphingobacterium (Prilog 13) (Wang
i sur., 2012; Andreevskaya i sur., 2016; Jabari i sur., 2016; Vukovi¢ Domanovac i sur., 2019a;
Vukovi¢ Domanovac i sur., 2019b; Ku¢i¢ Grgi¢ i sur., 2019; Kavitake i sur., 2020). Ovakav tip
bakterija ¢esto posjeduje enzime poput amilaza, lipaza i proteaza koji olaksavaju razgradnju tvari,
pridonose¢i tako prirodnom ciklusu razgradnje organske tvari. Termofilni nitrificirajuci
mikroorganizmi uzgajani u kulturama, nisu bili uo¢eni u eksperimentalnom sustavu.

S kombinacijom bakterija, gljiva i prazivotinja (Protozoa) stvara se aerobni suspendirani
sustav poznat kao aktivni mulj. Protozoe djeluju kao predatori bakterija i zahtijevaju prisutnost
kisika kako bi dobile energiju metaboliziranjem tvari sadrzanih u bakterijama. Nedostatak Protozoa

u ovakvim sustavima ukazuje na mogucu toksi¢nost otpada, no takav scenarij nije primije¢en u
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ovom eksperimentu zbog identifikacije Colpoda, Flamella i Glissomonadida (Slika 47) (Wang,
2012). Nastanak aktivnog mulja ukazuje na uspjesnost razgradnje organske tvari.

Unato¢ opcenitoj manjoj raznolikosti mikrobnih eukariota u usporedbi s prokariotskim
mikroorganizmima u sva tri pokusa, jasno je da su gljive (Ascomycota), kao prirodni razlagadi,
najdominantnije u ranim fazama sva tri pokusa te postupno dolazi do njihove kompeticije s
bakterijama (Sanchez i sur., 2017; Yang i sur., 2022). Osim toga, niZe vrijednosti pH pogoduju
razvoju gljiva, Sto ih €ini najzastupljenijim mikrobnim eukariotima prva cetiri dana uzorkovanja
(Slika 47) (Sanchez i sur., 2017, Sabi¢ i sur., 2019). Kako pH vrijednost raste i prelazi u blago
luznato podrucje, brojnost gljiva, poput Pichia i Hanseniaspora, opada u sva tri pokusa, posebno
u kontrolnom Pokusu 1, dok se povecava zastupljenost Candida i Galactomyces koje bolje
uspjevaju u takvim uvjetima stanista (Prilog 15) (Vylkova i sur., 2011; Guo i sur., 2019). Naravno,
vrsta i brojnost predstavnika gljiva uvelike ovise o supstratu koji se kompostira. U slucaju supstrata
bogatim celulozom i ligninom, kao sto je slu¢aj u ovom eksperimentu, gljive imaju vrlo vaznu
ulogu u procesima razgradnje (Bani¢, 2017). Vrste roda Pichia cesto posjeduju enzime poput
celulaza, proteaza i lipaza vazni za procese razgradnje, posebno kada se radi o biljnom otpadu, kao
Sto je ovdje slucaj (Lata i sur., 2022). Osim toga, neke vrste sudjeluju i u procesima fermentacije i
sintezi metabolita koji dodatno pridonose razgradnji organske tvari (Pefia i sur., 2018, De i sur.,
2021).

Ipak, trenutni rezultati u pokusu bioloSke obrade procjedne vode biootpada ukazuju na
nepotpunu aktivnost termofilnih mikroorganizama koji bi potencijalno jo§ viSe ubrzali procese
razgradnje. Zakljuceno je da se u pokusima ve¢inom odvijao prirodni proces razgradnje procjedne
vode biootpada te da bioaugmentacija ima ograniceni utjecaj na poboljSanje ukupne ucinkovitosti
procesa. Razlog tomu je nedostatak optimalnih uvjeta za razvoj termofila, odnosno nedovoljna
biostimulacija s naglaskom na temperaturu koja bi potaknula njihovu prirodnu biolosku aktivnost
1 ubrzala ucinkovitost 1 razgradnju organskog otpada. Buduc¢i da su pokusi odrZavani u SarZznim
sustavima s temperaturom od 25 °C + 2 °C, §to inace predstavlja optimalnu temperaturu za
odvijanje biotehnoloskih procesa, ova temperatura pogoduje razvoju mezofilnih mikroorganizama,
kako se 1 vidi iz priloZenih rezultata. Osim toga, iako su egzogene kulture sadrzavale i vrste rodova
inaCe karakteristicnih u procesima razgradnje procjedne vode poput Bacillus, Klebsiella,
Psuedomonas i Aeromonas, postupci kultiviranja mikroorganizama pod strogo odredenim uvjetima

zbog pokusaja izolacije specifi¢nih prokariotskih predstavnika od interesa (Slika 32), zasigurno su
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ograniCili optimalne Zivotne uvjete vecine prokariotskih termofila pronadenih u geotermalnim
vodama Hrvatske. To je sigurno dodatno utjecalo na ukupno smanjenje bioraznolikosti unutar
provedenih eksperimenata i njihov potencijalni doprinos te doveo do slabijih rezultata od
ocekivanih.

Medutim, uoceno je ipak nesto veée smanjenje vrijednosti KPK u Pokusu 3 (s egzogenom
kulturom AVD) u usporedbi s kontrolom (Tablica 18). Jedan od mogucih razloga za nesto
u¢inkovitiju razgradnju u pokusu S egzogenom kulturom moze biti prisutnost sinergijskih
interakcija izmedu mikroorganizama gdje zajedni¢ko djelovanje mikroorganizama dovodi do
pojacane bioremedijacije. S druge strane, moguce su i antagonisti¢ke interakcije mikroorganizama
u ostalim pokusima, gdje odredeni rodovi mikroorganizama mogu inhibirati rast i aktivnost drugih.
Osim dominacije vrsta karakteristicnih za razgradnju procjedne vode poput Sphingobacterium
(14,4 %) i Chryseobacterium (21,2 %) u Pokusu 3 za razliku od druga dva pokusa, moguce je da
je njihova sinergija s ostalim svojtama u Pokusu 3 bila jaca, Sto je rezultiralo poboljSanom
razgradnjom i smanjenjem KPK vrijednosti. Takoder, brojnost i raznolikost svojti u Pokusu 3
kontinuirano su rasle i bile nesto ve¢e nego u kontrolnom Pokusu 1 (Prilog 12, Prilog 14), sto je
moglo pridonijeti razgradnji i nizim vrijednostima KPK, ¢ak i uz njihovu malu prisutnost. Stoga,
iako aktivnost termofila nije u potpunosti utvrdena, moguce je da je egzogena kultura kao dodana
komponenta ipak pridonijela razgradnji procjedne vode biootpada putem sinergijskih ucinaka te
poticanjem rasta i aktivnosti drugih vrsta mikroorganizama, posebno u Pokusu 3.

Daljnja istraZivanja primjene termofilnih mikroorganizama, bilo uzgojenih kultura tijekom
viSegodiSnjeg razdoblja (mozda i uzgoj drugih mikroorganizama od interesa) ili izravno koristenje
geotermalnih voda Hrvatske, nuzna su kako bi se u potpunosti razumio potencijal termofilnih
mikroorganizama u podruc¢ju biotehnoloske primjene. Ova istraZivanja predstavljaju temelj za
prouCavanje primjene termofila u biotehnologiji 1 mogu rezultirati napretkom u podrucju
upravljanja otpadnim vodama procesom bioremedijacije u kombinaciji s bioaugmentacijom i

biostimulacijom te donijeti pozitivne ekoloske 1 drustvene ucinke.
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6. ZAKLJUCCI
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Geotermalne vode u Hrvatskoj predstavljaju slabo istrazeno staniste mikroorganizama s
neiskoriStenim i raznolikim potencijalom. Ova disertacija predstavlja prvo istrazivanje koje pruza
uvid u sastav mikrobnih zajednica prokariota i eukariota najpoznatijih geotermalnih voda u
Hrvatskoj, a koje se trenutno uglavnom koriste u balneoloske svrhe. U sklopu disertacije, tijekom

tri faze istrazivanja geotermalnih voda u Hrvatskoj utvrdeni su sljede¢i zakljucci:

Prva faza istrazivanja:

1. Koriste¢i visoko-proto¢nu metodu sekvenciranja amplikona 16S rRNA gena, otkriveno je da su
najzastupljeniji predstavnici bakterija u veéini geotermalnih voda povezani s koljenima
Proteobacteria i Campylobacterota, dok najdominantniji predstavnici arheja pripadaju koljenu
Crenarchaeota. Na razini roda, zajednica prokariota bila je vrlo specifi¢na za mjesto uzorkovanja s
¢estom dominacijom jednog roda poput Hydrogenophilus, Sulfuricurvum, Sulfurovum, Thiofaba
ili Nitrospira, dok su najdominantniji rodovi arheja bili povezani s predstavnicima AOA poput
Candidatus Nitrosotenuis i Candidatus Nitrososphaera.

2. Parametri poput temperature, pH vrijednosti, NOs", NH4*, TN, SO4% i HS, kao i DOC te DIC,
bili su abioticki ¢imbenici koji su znacajno utjecali na oblikovanje strukture zajednice prokariota,
dok sezonska varijabilnost nije uo¢ena.

3. S obzirom na dihotomiju izmedu zajednica geotermalnih voda u kojima dominiraju
mikroorganizmi koji oksidiraju ili reduciraju dusikove (AOA, AOB, NOB, comammox) i
sumporne spojeve (SOB, SRB) te ¢injenicu da geni povezani s metabolizmima dusika i sumpora
kodiraju vazne termostabilne enzime kljuéne u mnogim biokemijskim reakcijama, mikroorganizmi
iz geotermalnih voda u Hrvatskoj mogli bi proizvesti Sirok raspon enzima bakterija i arheja za
razli¢itu upotrebu u brojnim biotehnoloskim procesima. Mikroorganizmi iz Daruvarskih toplica
(AVD, IVD, D1D) poput predstavnika AOA, AOB, NOB i comammox mogu se Kkoristiti u
bioremedijaciji dusikovih spojeva, a SOB te SRB s drugih geotermalnih lokaliteta poput BOS,
TUH, VAR i KRA u bioremedijaciji spojeva sumpora.

4. Pomocu modela uzro¢nosti bilo je moguce identificirati 1 potvrditi klju¢ne varijable i njihove
interakcije, koje (i na koji na¢in) najvise utjecu na promjene u ekosustavu i na strukturu mikrobne
zajednice prokariota, poput: I) temperature, pH vrijednosti, elektri¢ne vodljivosti, koncentracije
otopljenog O: i nutrijenata te II) medusobne interakcije analiziranih porodica koje mogu poticati

na suzivot ili kompeticiju u ovom ekstremnom stanistu.
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5. Strukturno uzro¢ni model dobiven u ovoj disertaciji na temelju podataka prikupljenih tijekom
tri sezone uzorkovanja moze se koristiti za pojednostavljenje odabira uvjeta uzgoja mikrobnih vrsta
od interesa, kao Sto su mikroorganizmi s izrazenim biotehnoloSkim potencijalom u procesu
bioremedijacije, ¢ime se pridonosi moguéem smanjenju eksperimentalnog napora u buduc¢im
pokusajima kultivacije. Dugoro¢nije pracenje sustava detaljnije bi moglo otkriti kauzalne
interakcije abiotickih i biotickih ¢imbenika od interesa u znanstvenoj disciplini kao $to je mikrobna

ekologija.

Druga faza istrazivanja:

1. Koriste¢i visoko-protocnu metodu sekvenciranja amplikona 18S rRNA gena, utvrdena je
struktura mikrobnih eukariota u geotermalnim vodama Hrvatske, koja je bila tipicna kao u
proucavanim geotermalnim vodama diljem svijeta, odnosno sastavljena od primarnih proizvodaca,
miksotrofa, razlagaca, heterotrofa te parazita. Mikrobni eukarioti skupa s prokariotima medusobno
su isprepleteni u mreZi interakcija unutar kompleksne mikrobne petlje.

2. Mikrobna zajednica eukariota bila je specifi¢na za mjesto uzorkovanja te nije ovisila o vrsti
vodonosnika ili tipu geotermalnog lokaliteta (buSotina/izvor).

3. Temperatura i pH vrijednost uz nitrate vodec¢i su parametri oblikovanja strukture zajednice
mikrobnih eukariota (p < 0,05) na 5 izdvojenih lokaliteta (JEZ, STU, TOP, SVM, D1D) na kojima
je utvrden najveéi kvantitativni i kvalitativni sastav identificiranih mikrobnih eukariota od ukupno
14 istrazivanih geotermalnih lokaliteta.

4. Moguce koristenje mikrobnih eukariota u biotehnoloske svrhe bazirano na trenutnom
istrazivanju geotermalnih voda u Hrvatskoj tijekom jeseni 2020. godine preko konteksta sa
postojecom literaturom veze se za bioremedijaciju voda (Tribonema), proizvodnju
biogoriva/biodizela (Tribonema, Chromulina) i njihovu primjenu kao bioloskih indikatora
(Cymbella, Navicula) te ukazuje na bitan ekoloski zna¢aj mikroalgi posebice na lokalitetima JEZ,
TOP, SVM i D1D.

5. Istrazivanje mikrobnih eukariota u geotermalnim vodama Hrvatske kroz samo jednu sezonu
podcjenjuje njihovu sezonalnu raznolikost 1 vaznost u ovom ekstremnom tipu stanista. Trenutni
rezultati Cine temelj daljnjeg ispitivanja sezonskih promjena zajednica i mogucih okoliSnih

pokretaca tih promjena u cjelokupnoj strukturi mikrobne zajednice eukariota te naglasavaju da
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geotermalne vode u Hrvatskoj kriju ne samo prokariote, ve¢ i eukariote s iznimnim potencijalom

u biotehnologiji.

Treca faza istrazivanja:

Uzgoj kultura

1. Struktura mikrobne zajednice prokariota u kulturama pokazala je izrazitu varijabilnost u odnosu
na sastav zajednice poc¢etnog dana uzorkovanja, vrstu medija i koncentraciju dodanog supstrata,
Sto ukazuje na vaznost pravilnog odabira ovih komponenti u procesima kultivacije, uz sustavno
pracenje i upravljanje parametrima kao Sto su temperatura i pH vrijednost.

2. Unato¢ pazljivom odabiru medija i supstrata, promjene u dominaciji mikrobne zajednice u nekim
uzorcima ¢esto se nisu znatno usmjerile prema Zeljenim vrstama, $to ukazuje na potrebu za boljim
odabirom uvjeta uzgoja te sporu selekciju i prilagodbu mikroorganizama od interesa.

3. Prisutnost umjereno termofilnih nitrifikacijskih mikroorganizama, kao $to su AOA (Candidatus
Nitrososphaera i Candidatus Nitrosotenuis) i Nitrospira (NOB, comammox) te vrsta rodova
Meiothermus i Denitratisoma u uzorcima kultura sugerira na mogucnost konverzije dusikovih
spojeva putem procesa nitrifikacija-denitrifikacija.

4. Utvrdeno je da su za rast odredenih mikroorganizama vezanih za ciklus dusika najpovoljniji
sljedeci uvjeti: AOA - izvorna voda i OHIO medij s dodatkom supstrata 10 mM NH4Cl; AOB -
AOM medij s dodatkom supstrata 25 mM NH4Cl; NOB - NOB medij s dodatkom supstrata 29 mM
NaNO., comammox - OHIO medij s dodatkom supstrata 10 mM NH4CI.

5. Rezultati uzgoja sugeriraju na ¢estu koegzistenciju AOA/AOB i NOB u kulturama te na
mogucnost odvijanja procesa nitrifikacije u dva koraka, ali i na odvijanje potpunog procesa

nitrifikacije zbog uspjesno uzgojene vrste Candidatus Nitrospira inopinata.

Bioloska obrada procjedne vode biootpada

1. Ukupno organsko opterecenje u kontrolnom Pokusu 1 smanjilo se za 88 %, a u pokusima s
dodatkom mjesavina egzogenih kultura za 90 % (Pokus 2), odnosno za 92 % (Pokus 3).

2. Mikrobna zajednica procjednih voda biootpada tijekom bioloske obrade sastojala se od rodova
bakterija poput Leuconostoc, Weissella, Klebsiella, Pseudomonas, Chryseobacterium,
Sphingobium i Sphingobacterium, dominantnih gljiva pri niskom pH (Pichia i Hanseniaspora) te
Protozoa Colpoda, Flamella i Glissomonadida koji ukazuju na netoksi¢nost otpada.
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3. Rezultati ukazuju na vrlo visoku uc¢inkovitost procesa razgradnje u Sarznom reaktoru u sva tri
pokusa, kao i na to da se bioaugmentacijom s termofilnim mikroorganizmima uspjelo doprinijeti
poboljsanju procesa bioremedijacije pri temperaturi od 25 °C.

4. Smanjenje ukupnog organskog opterecenja bilo bi vece da su se koristili optimalniji uvjeti za
rast termofila, a trenutni razlozi za pridonosenje poboljSanju procesa bioremedijacije dodatkom
termofilnih egzogenih kultura mogu biti sinergijske/antagonisticke interakcije izmedu zajednica,
veca dominacija vrsta karakteristicnih za razgradnju procjednih voda poput Sphingobacterium

(14,4 %) i Chryseobacterium (21,2 %) te vec¢a brojnost i raznolikost svojti.
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Prilog 1. Uzorkovani geotermalni lokaliteti s pripadaju¢im informacijama.
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Naziv Tip Geoloska Prosje¢ni  Dubina Filtriran
Lokalitet izvora/ Oznaka geOtermaang svojstva prinos buSotine Vrsta KoriStenja Sezona volumen
buSotine lokaliteta vodonosnika (L/s) (m) (L)
Jesen 2019 7
Karbonati Spa Proljece 2020 14
Daruvarske Antunovo AVD ivor Mez0z0iske 15 / Balneologija
toplice vrelo 5 ' Rekreacija Jesen 2020 14
starosti
Jesen 2019 1,75
Spa Proljece 2020 9
Bizovatke Pijesak/ Balneologija royece
toplice Biz-4 Blz busotina pjescéenjaci 3,2 1530 Rekreacija Jesen 2020 5
P panonske starosti Grijanje prostora
Jesen 2019 3,5
Pijesak/ Grijanje Proljece 2020 6
Bosnjaci Bosnjaci-1 BOS busotina pjescenjaci 5 1165 staklenika Jesen 2020 6
panonske starosti
Jesen 2019 7
. Sluzbeno nije u ,,
g?;%viz;ka Pakovatka Metamorfni upotrebi. Lokalni  Froljece 2020 13
Breznica DAB busotina sediment 0,1 n.a. mjestani koriste ju Jesen 2020 14
paleozoika za rekreaciju.
Karbonati Spa Jesen 2019 7
Istarske Izvor Sv. IST izvor mezozojske 2 / Balneologija
toplice Stjepan starosti Rekreacija Jesen 2020 14
Jesen 2019 7
Karbonati Spa Proljeée 2020 7
Daruvarske Ivanovo VD ivor Mez0z0iske 5 / Balneologija
toplice vrelo 15 Rekreacija Jesen 2020 6
starosti
Jesen 2019 7
) Karbonati Proljece 2020 14
Svigojl??:'ke Jana SIA izvor mezozojske 44 / Rekreacija Jesen 2020 14
P starosti
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Naziv Tip Geoloska Prosje¢ni  Dubina Filtriran
Lokalitet izvora/ Oznaka geOtermaang SVOJStVa prinos busotine Vrsta koriStenja Sezona volumen
busotine lokaliteta vodonosnika (L/s) (m) (L)
Proljece 2020 13
Karbonati Reksrsgcija
Jezerc¢ica Jezercica-1 JEZ busotina meZOZOJS'ke 5 150 Grijanje prostora Jesen 2020 14
starosti
Jesen 2019 7
Spa Proljece 2020 14
Krapinske Putka Karbonati Balneologija rojjece
toplice kupeli KRA izvor mezozojske 24 / Rekreacija Jesen 2020 14
P Pell starosti Grijanje prostora
Mjesavina Jesen 2019 7
karbonata
mezozojske Spa Proljeée 2020 7
Lipicke starosti i Balneologija
top lice B-4 LIP busotina metamorfnih 4 250 Rekreacija
P sedimenata Grijanje prostora Jesen 2020 14
paleozoika
Jesen 2019 7
Karbonati Spa Proljeée 2020 6
Daruvarske Marijino _ . Balneologija
toplice vrelo (D-1) D1D busotina mezozojske 2 85 Rekreacija Jesen 2020 14
starosti
Spa Jesen 2019 7
Stubitke Karbonati Balneologija
toplice B-1 STU busotina mezozojske 2,5 100 Rekreacija Jesen 2020 14
P starosti Grijanje prostora
Mjesavina Jesen 2019 35
Toplice sv. . o badenskog Spa
Martin Vuc-2 SVM busotina vapnenca i pijeska 15 914 Rekreacija Jesen 2020 >
Jesen 2019 7
Spa ljece 202 14
Karbonati Balneologija Proljece 2020
Topusko TEB-2 TOP buotina mezozojske 24,4 150 Rekreacija Jesen 2020 14
starosti Grijanje okruga
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Naziv Tip Geoloska Prosje¢ni  Dubina Filtriran
Lokalitet izvora/ Oznaka geOtermaang SVOJStVQ prinos buSotine Vrsta koriStenja Sezona volumen
busotine lokaliteta vodonoshika (L/s) (m) (L)
: Jesen 2019 7
. Karbonati
Tuheljske ——Vrelou — p izvor mezozojske 135 / Spa Proljece 2020 14
toplice Bari starosti Rekreacija
: Jesen 2020 14
Mjesavina Jesen 2019 7
karbonata
mezozoj_s!<e Proljece 2020 13
Varazdinske starosti | Spa
toplice B-1 VAR busotina metamorfnih n.a. 100 Balneologija
P sedimenata Rekreacija Jesen 2020 13
paleozoika
Jesen 2019 7
Karbonati
Zagreb Blato KBNZ-1B ZGB busotina mezozojske 1,5 1065 Grijanje prostora Jesen 2020 14
starosti
Badenski. Spa Jesen 2019 7
vapnenac | Balneologija
Zagreb _r karbonati >
Miadost Mla-3 ZGM busotina mezozojske 9 990 . I_?_ek_reacua Jesen 2020 14
. rijanje okruga
starosti
b Jesen 2019 7
.. Sluzbeno nije u T,
p;gg:gj:{ci upotrebi. Lokalni  Froljece 2020 14
Krecaves Zelina-1 KRE busotina panonske starosti 15 1300 mjestani koriste ju Jesen 2020 14

za rekreaciju.
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Patescibacteria
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. Proteobacteria
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. Verrucomicrobiota

. Ostatak
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Prilog 2. Sastav prokariotske mikrobne zajednice, identificiran sekvenciranjem amplikona gena

16S rRNA u 51. uzorku vode prikupljenom iz 19 geotermalnih izvora i busotina diljem Hrvatske.

Varijante sekvenci amplikona (ASV) grupirani su na razini koljena. Distribucija vrsta

procijenjena je prosjecnom relativnom brojnosc¢u od > 1 % u svim geotermalnim vodama gdje su

preostali mikrobi s relativnom brojnos$éu od < 1 % klasificirani kao ,,Ostatak®.
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Prilog 3. Sastav prokariotske mikrobne zajednice gdje su ASV-evi grupirani na razini porodice

prikazujuci stvarnu zastupljenost najéescih predstavnika vezanih za ciklus N i S (AOA, NOB,

comammox 1 SOB) kori$ten za izradu matemati¢kog modela kauzalnosti.

185



Maja Mitrovié¢

Doktorska disertacija

o
301
°
8 20;
=
(=}
o
10+
e o ® .
¢ o o
® o o @
2.4 1 Y
2.0 ® o
c
S o o
c @
@ 1.6 @
-
n ® ®
1.2
o © ®
0.8 @
@ o
(o]
o ©
| ® ¢
ow
® o
< ® o o
w -
o™
=]
E
n [
o1 @ o
L]
3 ®
N < ) o T 4 = o ) a N 7)) W
| © g 3 B e 2 12| & || 2] ¢
Skupina 1 Skupina2 Skupina3 Skupina 4

Prilog 4. Indeksi alfa raznolikosti mikrobnih eukariota (gornji graf: brojnost vrsta (Chaol);

srednji graf: Shannon indeks raznolikosti; donji graf: Simpson indeks raznolikosti) za 14

ispitivanih lokaliteta podijeljenih vrsti vodonosnika, na temelju prikupljenih uzoraka tijekom

jeseni 2020. godine.
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Prilog 5. Stvarna zastupljenost koljena izdvojenih na 5 lokaliteta na kojima je utvrden najveci
broj identificiranih mikrobnih eukariota tijekom jeseni 2020. godine. Izdvojena su sva
identificirana koljena koja inade sadrzavaju poznate predstavnike povezane s procesom primarne

produkcije.
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Prilog 6. Stvarna zastupljenost rodova izdvojenih na 4 lokaliteta na kojima je utvrden najveci broj

identificiranih mikrobnih eukariota tijekom jeseni 2020. godine. Izdvojeni su svi identificirani

rodovi iz skupina Fungi i Sagenista koji inaCe sadrzavaju poznate predstavnike povezane s

procesima razgradnje organske tvari.
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Prilog 7. Rezultati Chaol (brojnost vrsta), Shannon i Simpson indeksa raznolikosti izracunati na

temelju 43 uzoraka kultura. Za potrebe alfa raznolikosti izbaceni su uzorci kultura s manje od 1000

oCitanja.

Uzorak Chaol Shannon Simpson
AVD_K 163.06667 3.0618256  0.89828092
STU_K 142.16667 3.6146536  0.92852593
KRE_K 104.77273 3.7565953  0.95790316
AVD_0 5 193 3.4888384  0.88420728
AVD 29 (1) 24.25 1.3543431  0.61312921
AVD 2.9 (1) 58 2.2500231  0.83606824
AVD 0.29 (1) 36 1.3129051  0.52605095
STU 29 (1) 35.75 2.066299 0.75871743
STU 2.9 (1) 23.33333 1.3906225  0.63305109
STU 0.29 (1) 28 1.6040171  0.72983659
KRE 29 (1) 195 0.7955632  0.42680556
KRE 2.9 (1) 16 1.2728455 0.6520427
KRE 0.29 (1) 23 1.0409266  0.52584136
AVD 25 (1) 11 0.9362045  0.39285048
STU 25 (1) 22 1.7739919  0.76293677
KRE 25 (1) 11 1.4761444  0.71550188
AVD 29 107 24 2.0593395  0.80358763
AVD 29103 14.5 1.2419375  0.63328826
AVD 29 10+ 8 0.9313645  0.55108384
AVD 2.9 (2) 37 2.3689924  0.84068101
AVD 25 10! 18.2 1.3121203  0.62341189
AVD 25 107? 18 0.8427477  0.30229379
AVD 25103 23.33333 1.7095489  0.70667161
AVD 25 10+ 6 0.1095167  0.03596271
1 AVD NH4CI 104 19 1.3943818  0.61573987
2 AVD NaNO2 22.16667 1.6510846  0.70126461
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Uzorak Chaol Shannon Simpson

STU 25 (2) 17 1.2788637  0.64095844
STU 2510 15.16667 0.9416075  0.43834392
STU 25107 28 0.8618157  0.47934962
STU 25103 12 0.5063962  0.22344829
STU 2510* 16 0.3675097  0.13222607
STU 29 103 26 1.7086158  0.69603594
STU 29 10* 8 0.3231968 0.1676593
KRE 25 (2) 6 0.238362 0.0907387
KRE 29 (2) 6 1.0218 0.56544061
KRE 2.9 (2) 9.5 0.9886533  0.55895809
KRE 0.29 (2) 32.33333 2.3891624  0.85756939
AVD 29 (2) 17 1.5129695 0.6453414
STU 29 (2) 30 1.9887853  0.79097742

1 AVD NH4CI 1073 24 1.1414639  0.46462882
AVD 0.29 (2) 23.5 1.5918285  0.66005117

1 AVD NH4CI 12 0.9465521  0.55186703
STU 0.29 (2) 21.75 1.8994647  0.77466082

Doktorska disertacija
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Koljeno

Acetothermia
B Acidobacteriota
B Actinobacteriota
B Aenigmarchaeota
B Aquificota
I Armatimonadota
Bacteroidota
Bdellovibrionota
Campylobacterota
Chloroflexi
Crenarchaeota
Cyanobacteria
Dadabacteria
Deinococcota
Dependentiae
Desulfobacterota
TB120

Elusimicrobiota
Firmicutes
GAL15
Gemmatimonadota
Hadarchaeota
Halobacterota
Hydrogenedentes
Hydrothermarchaeota
lalinarchaeota
MBNT15
Methylomirabilota
Micrarchaeota
Myxococcota
Nanocarchaeota
Nitrospirota
Patescibacteria
Planctomycetota
Proteobacteria
Spirochaetota
Verrucomicrobiota
WO

Prilog 8. Relativni sastav prokariotske mikrobne zajednice, identificiran sekvenciranjem

amplikona gena 16S rRNA u 56 uzgojenih uzoraka kultura s 3 geotermalna lokaliteta u Hrvatskoj

(AVD, STU i KRE). Amplikoni su grupirani na razini koljena, a njihova distribucija prikazana je

u postotcima.
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Prilog 9. Korelacijska analiza na bazi Pearson koeficijenta na normaliziranom setu podataka
analiziranih fizikalno-kemijskih parametara tijekom kontrolnog Pokusa 1 bioloske obrade

procjedne vode biootpada.
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Prilog 10. Korelacijska analiza na bazi Pearson koeficijenta na normaliziranom setu podataka
analiziranih fizikalno-kemijskih parametara tijekom Pokusa 2 bioloske obrade procjedne vode

biootpada s dodatkom mjesavine egzogenih kultura lokaliteta KRE.
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Prilog 11. Korelacijska analiza na bazi Pearson koeficijenta na normaliziranom setu podataka
analiziranih fizikalno-kemijskih parametara tijekom Pokusa 3 bioloske obrade procjedne vode

biootpada s dodatkom mjesavine egzogenih kultura lokaliteta AVD.

194



Maja Mitrovié¢

Doktorska disertacija

300

2501

2001

Chao 1

1501

100+

B
o

4.0 1

3.51

Shannon

3.0

2.51

Simpson
0.950

0.925

0.900

0

0.875

— —

- - = T —

10D-2
13D-27
15D-2]
17D-2 ]
20D-27
1D-3
2D-3 7
3D-3 7
4D-3 7
6D-3 7
7D-3 7

8D-3 7

10D-37

13D-37

15D-37

17D-3]
20D-37

Prilog 12. Indeksi alfa raznolikosti mikrobnih prokariota (gornji graf: brojnost vrsta (Chaol);

srednji graf: Shannon indeks raznolikosti; donji graf: Simpson indeks raznolikosti) po danima

uzorkovanja u pokusu bioloske obrade procjedne vode biootpada.
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Prilog 13. Relativna zastupljenost mikrobne zajednice prokariota na razini roda identificiranih u
pokusu bioloske obrade procjedne vode biootpada. Oznake 1D — 20 D predstavljaju dane
uzorkovanja po pokusima — 1 — Pokus 1 (kontrola), 2 — Pokus 2 (mjesavina egzogenih kultura
lokaliteta KRE), 3 — Pokus 3 (mjesavina egzogenih kultura lokaliteta AVD). Distribucija vrsta je
procijenjena prosje¢nom relativnom brojnoséu ve¢om od 1 % prilikom ¢ega su ostali

mikroorganizmi s relativnom brojno$¢u manjom od 1 % klasificirani kao ,,Ostatak/Others®.
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Prilog 14. Indeksi alfa raznolikosti mikrobnih eukariota (gornji graf: brojnost vrsta (Chaol);
srednji graf: Shannon indeks raznolikosti; donji graf: Simpson indeks raznolikosti) po danima

uzorkovanja u pokusu bioloske obrade procjedne vode biootpada.
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Prilog 15. Relativna zastupljenost mikrobne zajednice eukariota na razini roda identificiranih u

pokusu bioloske obrade procjedne vode biootpada. Oznake 1D — 20 D predstavljaju dane

uzorkovanja po pokusima — 1 — Pokus 1 (kontrola), 2 — Pokus 2 (mjesavina egzogenih kultura

lokaliteta KRE), 3 — Pokus 3 (mjesavina egzogenih kultura lokaliteta AVD).

198



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

9. ZIVOTOPIS

199



Maja Mitrovié¢ Doktorska disertacija

Maja Mitrovi¢ rodena je 11. prosinca 1994. godine u Virovitici. Nakon zavrSene Opce
gimnazije u Srednjoj Skoli Pakrac, 2013. godine upisala je preddiplomski studij biologije, a 2017.
godine diplomski studij biologije (studijski smjer: znanstveni) na Odjelu za biologiju, Sveucilista
Josip Juraj Strossmayer u Osijeku. Diplomirala je 2019. godine s diplomskim radom pod naslovom
»Irzalci (Chironomidae, Diptera) u zajednici makrozoobentosa umjetnih vodenih tijela®. Iste
godine upisuje Poslijediplomski sveucilisni (doktorski) studij Biotehnologija i bioprocesno
inZenjerstvo, prehrambena tehnologija 1 nutricionizam (studijski smjer: Biotehnologija i
bioprocesno inZenjerstvo) na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu, Sveucilista u Zagrebu. Od
prosinca 2019. godine zaposlena je na suradnicko radno mjesto asistenta u Laboratoriju za procese
talozenja, Zavoda za kemiju materijala, Instituta Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu, na projektu
znanstvene suradnje s hrvatskim znanstvenicima u dijaspori ,,ViSefazni pristup za deSifriranje
mikrobne ekologije i biotehnoloskog potencijala geotermalnih izvora u Hrvatskoj u sklopu kojeg
izraduje svoju disertaciju, a od sije¢nja 2023. godine na projektu ,,Mikrobna ekologija jezerskih
ekosustava — novi pristup®. Koautorica je na 2 znanstvena rada iz znanstvenog podrucja doktorskog
rada koje citira WoSCC te 17 sazetaka u zbornicima skupova. Sudjelovala je na vise medunarodnih
1 domacih konferencija te bila dijelom 3 znanstvena projekta. Osim u znanstveno-istraZzivatkom
radu, za vrijeme izrade doktorske disertacije, izvrSavala je duznosti neposrednog voditelja nekoliko
diplomskih radova, odrzavala je radionice o molekularnim metodama u mikrobnoj ekologiji
studentima prirodoslovnih usmjerenja te je sudjelovala u popularizaciji znanosti kao mentor u
STEM Games-ima (2021., 2022.) te predavac tijekom Dana otvorenih vrata IRB (2022). U tri
navrata, a ukupno 8 mjeseci, boravila je na suradnickom Odjelu za mikrobnu ekologiju, Sveucilista
u Becu, gdje je izradila jedan dio svog doktorskog rada i usavrSila metode kultivacije bakterija,
arheja i protista. Clanica je Hrvatskog mikrobiologkog drustva (HMD), Saveza mikrobioloskih
drustava Europe (FEMS) i Alumni BiolOs udruge.

200



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

9.1. Popis objavljenih znanstvenih radova

Kostesi¢, E., Mitrovi¢, M., Kajan, K. Markovi¢, T. Hausmann, B., Orli¢é, S., Pjevac, P. (2023)
Microbial diversity and activity of biofilms from geothermal springs in Croatia. Microbial ecology.
d0i:10.1007/s00248-023-02239-1.

Mitrovié¢, M., Kostesi¢, E., Markovi¢, T., Selak, L., Hausmann, B., Pjevac, P., Orli¢, S. (2022)

Microbial community composition and hydrochemistry of underexplored geothermal waters in
Croatia. Systematic and applied microbiology, 45, 6; 126359, 11.
doi:10.1016/j.syapm.2022.126359.

9.2. Popis saZetaka u zbornicima skupova

1. Mitrovi¢, M., Selak, L., Markovi¢, T., Orli¢, S. (2023) Geotermalne vode Hrvatske: Neistrazeni
biotehnoloski resurs eukariotskih mikroorganizama. Knjiga sazetaka Dana doktorata biotehnickog

podrucja 2023, Sveuciliste u Zagrebu, Fakultet Sumarstva i drvne tehnologije, str. 121-123.

2. Mitrovié, M., Kostesi¢, E., Markovi¢, T., Pjevac, P., Orli¢, S. (2022) IskoriStavanje korisnih
mikroorganizama - Prvi uvid u mikrobni svijet voda zagrebackog geotermalnog vodonosnika.
Knjiga sazetaka Dana doktorata biotehnickog podrucja 2022, Sveuciliste u Zagrebu, Prehrambeno-
biotehnoloski fakultet, str. 40-41.

3. Kostesi¢, E., Mitrovi¢, M., Pjevac, P., Orli¢, S. (2022) Vizualizacija promjena aktivnosti
mikrobnih zajednica u geotermalnom biofilmu iz Bizovackih toplica. Knjiga sazetaka Dana
doktorata biotehnickog podrucja 2022, SveuciliSte u Zagrebu, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet,

str. 124-125.

4. Kostesi¢, E., Mitrovi¢, M., Pjevac, P., Orli¢, S. (2022) Visualization and identification of
metabolically active microbial populations in hot spring biofilm. 13th International Congress on

Extremophiles 2022 Loutraki, Greece.

5. Mitrovi¢, M., Kostesi¢, E., Selak, L., Markovi¢, T., Pjevac, P., Orli¢, S. (2022) Nitrifier diversity
in geothermal springs - who likes it hot? 13th International Congress on Extremophiles 2022
Loutraki, Greece, 160-160.

201



Maja Mitrovi¢ Doktorska disertacija

6. Kostesi¢, E., Mitrovié¢, M., Pjevac, P., Orli¢ S. (2022) Altered activity levels of hot spring
biofilms in response to the addition of different substrates. 18th International Symposium on
Microbial Ecology (ISME18) Lausanne, Svicarska.

7. Selak, L., Markovi¢, T., Cackovié, A., Mitrovié¢, M., Orli¢, S. (2022) Sun is shining, salinity is
rising, are microbes responding? 18th International Symposium on Microbial Ecology (ISME18)

Lausanne, Svicarska.

8. Mitrovié, M., Kostesi¢, E., Selak, L., Markovi¢, T., Pjevac, P., Orli¢, S. (2022) Microbial

diversity of Croatian thermal waters. 18th International Symposium on Microbial Ecology
(ISME18) Lausanne, Switzerland.

9. Cackovié, A., Selak, L., Kajan, K., Mitrovié, M., Markovi¢, T., Brozincevi¢, A., Pjevac, P.,
Orli¢, S. (2022) The spatial-seasonal differences of microbial communities in the freshwater

network ecosystem. 18th International Symposium on Microbial Ecology Lausanne, Switzerland.

10. Kostesi¢, E., Mitrovié, M., Pjevac, P., Orli¢, S. (2022) The influence of light on translational

activity of hot spring biofilm. FEMS Conference on Microbiology : Abstract book Beograd, Srbija.

11. Mitrovié, M., Kostesi¢, E., Selak, L., Markovié, T., Pjevac, P., Orli¢, S. (2022) Uncovering

the microbial communities in geothermal springs of Daruvarske Toplice (Croatia). FEMS

Conference on Microbiology, Belgrade.

12. Cackovié, A., Kajan, K., Mitrovié¢, M., Selak, L., Brozinéevié, A., Orli¢, S. (2022) Bacterial
diversity of Plitvice Lakes catchment area during the summer season. FEMS Conference on

Microbiology Belgrade.

13. Cackovié, A., Kajan, K., Mitrovi¢, M., Selak, L., Brozincevi¢, A., Orli¢, S. (2022) Seasonal
changes of microbial community in Plitvice Lakes. 6. simpozij studenata doktorskih studija PMF-
a : knjiga sazetaka = 6th Faculty of Science PhD student symposium : book of abstracts, Zagreb:
Prirodoslovno-matematicki fakultet, str. 256-257.

14. Mitrovié, M., Kostesi¢, E., Markovi¢, T., Pjevac, P., Orli¢, S. (2020) Biotehnoloski znacajna
bakterija Nitrospira u geotermalnim izvorima Republike Hrvatske. Dan doktorata biotehnickog

podrudja 2020, Sveudiliite u Zagrebu, Sumarski fakultet, str. 54-55.

202


https://www.bib.irb.hr/1203639
https://www.bib.irb.hr/1203639
https://www.bib.irb.hr/1203636
https://www.bib.irb.hr/1203636
https://www.bib.irb.hr/1197294
https://www.bib.irb.hr/1197294
https://www.bib.irb.hr/1186637
https://www.bib.irb.hr/1186637

Maja Mitrovié¢ Doktorska disertacija

15. Ergovi¢, V., Koh, M., Turkovi¢ Cakali¢, 1., Kovagevié, J., Bucanovié, T., Vlaidevié, B., Sag,
M., Mitrovié, M., Kresonja, M., Cerba, D., Mihaljevié¢, Z. (2019) Macrozoobenthos community in
fast flowing streams of Slavonian mountains. Book of Abstracts, 3rd Symposium of Freshwater

Biology, Zagreb: Croatian Association of Freshwater Ecologists, str. 7-7.

16. Cerba, D., Koh, M., Mitrovié, M., Mihaljevié, Z. (2019) Chironomid assemblages in artificial

and heavily modified freshwater ecosystems. Book of Abstracts, 3rd Central European Symposium

for Aquatic Macroinvertebrate Research, 1.6dz, Poljska, str. 94-94.

17. Mitrovié, M., Koh, M., Turkovi¢ Cakali¢, I, Cerba, D. (2018) Zajednica trzalaca
(Chironomidae, Diptera) u sedimentu umjetnih vodenih tijela. 1. medunarodna studentska Green
konferencija: knjiga sazetaka, SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku Prehrambeno-

tehnoloski fakultet, str. 15-16.

203


https://www.bib.irb.hr/1114394
https://www.bib.irb.hr/1114394
https://www.bib.irb.hr/1014798
https://www.bib.irb.hr/1014798
https://www.bib.irb.hr/1028825
https://www.bib.irb.hr/1028825

