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VPOGLED V AEROBNO MIKROBNO ZDRUZBO RECNEGA
SEDIMENTA KAMNISKE BISTRICE S KLASICNIM GOJITVENIM
IN MOLEKULARNO BIOLOSKIM PRISTOPOM

Lijana FANEDL'

Vpogled v aerobno mikrobno zdruzbo recnega sedimenta
Kammniske Bistrice s klasicnim gojitvenim in molekularno
bioloskim pristopom

Rec¢ni sistemi so najveckrat izpostavljeni antropogenim
vplivom, ki vklju¢ujejo kemi¢no onesnazenost in evtrofikaci-
jo. Vse to povzroca spremembe tudi v strukturi in pestrosti
mikrobnih zdruzb v re¢nem sedimentu. Namen $tudije je bil
z gojitvenimi in molekularnimi metodami prouciti pestrost
in strukturo mikrobne zdruzbe sedimenta Kamniske Bistri-
ce. Vzorce sedimenta smo odvzeli na treh mestih vzdolz toka
reke: izvir (Kamniska Bistrica), srednji del (Vir) in spodnji del
(Bis¢e) ter na terenu opravili osnovne fizikalno-kemijske ana-
lize. Ciste kulture smo iz sedimenta osamili in gojili na treh
vrstah agarskih gojis¢ (LB, NB in R,A) in jih mikro- in makro-
morfolosko opisali. Iz ¢istih bakterijskih kultur in iz vzorcev
sedimenta smo izolirali tudi genomsko DNAK. S Sirokospeci-
fi¢nimi bakterijskimi zacetnimi ologonukleotidi smo v reakci-
ji PCR pomnozili ustrezne dele genov za 16S rRNA in jih ana-
lizirali z metodo gelske elektroforeze v gradientu denaturanta
(DGGE). Ugotovili smo, da je metoda DGGE primerna za
proucevanje pestrosti celokupne mikrobne zdruzbe re¢nega
sedimenta in omogoca ugotavljanje vplivov dejavnikov okolja
na raznolikost mikrobne zdruzbe. Profili analize DGGE mi-
krobnih zdruzb so se med mesti vzor¢enja razlikovali, med-
tem ko profili ¢istih kultur po pri¢akovanju niso predstavljali
$teviléno pomembnejsih bakterijskih populacij sedimenta. Na
podlagi profilov DGGE smo izbrali 25 izolatov in za direk-
tno sekvenciranje pripravili njihove pomnozke. Pridobljene
sekvence dela gena za 16S rRNA smo z orodjem BLAST pre-
liminarno taksonomsko uvrstili med skupine bakterij, ki so
obicajno prisotne v vodnih okoljih.
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Insights into aerobic microbial community in the Kamniska
Bistrica river sediment with culture-dependent and molecular
biology approach

River systems are exposed to anthropogenic disturbances,
including chemical pollution and eutrophication. They may af-
fect a structure and diversity of microbial communities in river
sediment. The aim of the study was to describe diversity and
structure of a bacterial community in the Kamniska Bistrica
river sediment using culture-dependent and molecular me-
thods. Sediment samples were collected from three sampling
stations along the Kamnigka Bistrica river: upstream (Kamni-
Ska Bistrica), midstream (Vir) and downstream (Bisce), and
physico-chemical analysis was conducted on-site. Isolates were
recovered from three different agar plate media (LB, NBin R A)
and micro- as well as macromorphologically described. DNA
was extracted from pure cultures and directly from sediment
samples, and 16S rRNA gene segments were PCR amplified
using universal bacterial primers. The PCR products were su-
bjected to denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The
results showed that the DGGE was an appropriate method for
monitoring the changes in the community structure of the river
sediment and allows to determine the impact of environmental
factors on bacterial diversity. The comparative analysis of the
DGGE profiles from isolates and sediment samples showed
that the DGGE banding patterns revealed different bacterial
community structures for all three sampling stations, while the
DGGE profiles of isolates did not represent dominant bacterial
populations of the sediment. On the bases of the DGGE pro-
files, 25 isolates were chosen and their 16S rRNA genes were
amplified and sequenced. All partial nucleotide sequences of
16S rRNA genes were preleminary taxonomically identified by
using BLAST. The majority of sequenced isolates belonged to
bacteria normally present in aquatic environments.

Key words: microbiology / aerobic bacteria / river sedi-
ment / culture-dependent methods / molecular methods / en-
vironment protection / Slovenia

1 Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fak., Odd. za zootehniko, Groblje 3, SI-1230 DomZale, Slovenija, e-mail: lijana.fanedl@bf.uni-lj.si

Acta argiculturae Slovenica, 104/2, 109-118, Ljubljana 2014


mailto:lijana.fanedl%40bf.uni-lj.si?subject=

| L. FANEDL

1 UVOD

V sedimentu, ki predstavlja zelo raznolik mikrobni
habitat, imajo mikroorganizmi klju¢no vlogo pri izme-
njavi hranil in energije, pri razgradnji organskega mate-
riala in drugih kemi¢nih snovi pod vplivom kemijsko-
-fizikalnih lastnosti sedimenta in vodnega stolpca nad
njim. Recni sediment je neke vrste filter, v katerem se
kopicijo tezke kovine in druga onesnazevala, kar predsta-
vlja potencialno moznost kopicenja le-teh vzdolz prehra-
njevalne verige tudi do najvisje trofi¢ne ravni — ¢loveka.
Ucinkovitost razgradnje onesnazeval je odvisna tako od
mikrobne aktivnosti in stresnih dejavnikov kot od kon-
centracije nakopi¢enih kemi¢nih onesnazeval. Na dejav-
nike stresa se mikrobna zdruzba odzove s spremembami
v sestavi, Stevil¢nosti in encimski aktivnosti. Zaradi tega
so mikroorganizmi izvrstni kazalci stanja sedimenta ter
pokazatelji morebitnih posledic za vodo (evtrofikacija) in
atmosfero (toplogredni plini).

Danes S$tevilne molekularne metode omogocajo
spremljanje dinamike mikrobnih skupin v kompleksnih
vzorcih in sledenje premikom, odkrivanje in identifikaci-
jo prevladujocih skupin, ki pa jih $e ne znamo gojiti. Pri
proucevanju strukture in raznolikosti mikrobnih zdruzb
razli¢nih ekosistemov pogosto uporabljamo metodo
gelske elektroforeze v gradientu denaturanta (DGGE)
in metodo ugotavljanja profilov dolzin terminalnih re-
strikcijskih fragmentov (T-RFLP)(Muyzer in sod., 1993;
Marsh in sod., 2000). Metodi temeljita na pomnozeva-
nju delov nukleinskih kislin (gen za 16S rRNA) v verizni
reakciji s polimerazo (PCR) in z izbiro primernih zace-
tnih oligonukleotidov lahko pomnozimo tudi sekvence,
ki so v vzorcu prisotne v nizkem Stevilu. Obe tipizacijski
metodi sta sorazmerno hitri, vendar ne brez omejitev. Za
razliko od DGGE, z analizo T-RFLP manj zanesljivo raz-
likujemo tesno sorodne sekvence, saj imajo take sekvence
lahko enaka restrikcijska mesta, kar posledi¢no zmanj-
$a $tevilo prepoznanih operacijskih taksonomskih enot
(OTE) (Thiyagarajan in sod., 2010). Zaradi tega je meto-
da primernejsa za primerjalno preucevanje pestrosti in
dinamike mikrobnih zdruzb ter ugotavljanje sezonskih
in okoljskih vplivov na sestavo mikrobnih zdruzb (Hullar
in sod., 2006; Findlay, 2010). Pri metodi DGGE je analiza
genetske pestrosti ekosistema in njena interpretacija ob
pogojih lo¢evanja odvisna tudi od nastajanja artefaktov
in od prednostnega pomnozevanja dolo¢enih tar¢ med
reakcijo PCR, kar ob koncu pomeni ve¢je $tevilo pre-
poznanih OTE (von Wintzigerode in sod., 1997; Polz in
Cavanaugh, 1998; Speksnijder in sod., 2001). Sicer pa
metodi predstavljata dober kompromis med filogenetsko
lo¢ljivostjo in analizo velikega $tevila okoljskih vzorcev.
Prednost omenjenega pristopa pred sekven¢no analizo,
ki omogoca vecjo locljivost, je moznost hitrega pregleda
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velikega $tevila okoljskih vzorcev in s tem preliminarne
analize.

Poznavanje sedimentov slovenskih rek je z mi-
krobioloskega tako kot fizikalno-kemijskega vidika po-
manjkljivo. Izku$nje so pokazale, da je za realno oceno
stanja re¢nega ekosistema potreben celosten pristop k
okoljskemu monitoringu, ki vklju¢uje kemijski in biolo-
ki monitoring z uporabo niza biomarkerjev na razli¢-
nih ravneh bioloske organizacije. Poznavanje mikrobiote
re¢nih sedimentov bi pripomoglo k poznavanju dinami-
ke procesov razgradnje organskih in drugih kemi¢nih
snovi, ki so se skozi ¢as nakopicile v njem. V nasi preli-
minarni raziskavi smo Zeleli z metodo DGGE ugotoviti
pestrost mikrobne zdruzbe sedimenta Kamniske Bistrice
na treh lokacijah vzdolZ re¢nega toka in s tradicionalni-
mi gojitvenimi tehnikami izolirati aerobne predstavnike
mikrobne zdruzbe v zgornjih slojih sedimenta. Kamni-
$ka Bistrica zaradi hidrografskih znacilnosti in mo¢nih
antropogenih vplivov v spodnjem delu toka predstavlja
dober model za proucevanje re¢nega sedimenta.

1.1 SPLOSNE ZNACILNOSTI PORECJA
KAMNISKE BISTRICE

Kamniska Bistrica spada v Posavsko porecje, ki s
53,1 % povrsine Slovenije predstavlja nase najvecje po-
re¢je. Reka Kamnigka Bistrica izvira v kraskih izvirih v
Koncu pod Grintavci, na nadmorski vi$ini 623 m, kamor
pritekajo podzemne vode iz obseznega grebena Kamni-
$ko-Savinjskih Alp in tece proti jugu prek Kamniskobi-
striske ravni. Pore¢je sestavljajo tri vecja in ve¢ manjsih
porecij njenih pritokov v skupnem obsegu 534,4 km?.
Vedja poredja imajo Nevljica, Ra¢a z Radomljo in Psata,
manj$a pa Kamniska Bela, Korosica, Grohat, Bistricica
in Crna. Dolzina Kamniske Bistrice od izvira ob vznozju
Kamnisko-Savinjskih Alp do izliva v Savo pod Beri¢evim
zna$a 32,8 km. Na izlivu znasa povprecni pretok reke
20,9 m*/s (Globevnik, 2002). Posebnost poredja je zelo
visoka reliefna amplituda, ki znasa 1986 m. Za zgornji
tok reke je znacilen velik strmec, kar se kaze v veliki ero-
zijski moc¢i vodnega toka in koritasto izoblikovani strugi.
Na odseku od Stahovice do Kamnika se strmec toka izra-
zito zmanjsa, opazno je tudi intenzivno odlaganje re¢ne-
ga materiala (Brecko Grubar, 2007). Preto¢ne vrednosti
reke v zgornjem toku kaZejo na snezno-dezni pretoéni
rezim, kar pomeni, da ima najvecji pretok od marca do
julija ter v oktobru in novembru, najnizjega pa od decem-
bra do februarja ter poleti v avgustu in septembru (arhiv
ARSO). Od Kamnika do izliva v reko Savo je struga Ka-
mniske Bistrice zelo $iroka in ob nizkem vodostaju vodni
tok ni enakomeren, kar je posledica preteklih regulacij
struge, odvzema re¢ne vode za Homsko in Radomeljsko
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mlins¢ico in iztekanje vode v podzemni vodonosnik. Od
Kamnika navzdol snezno-dezni rezim vedno bolj prehaja
v dezno-snezni rezim. K niZjemu poletnemu vodostaju
prispevajo visoke temperature in posledi¢no vecje izhla-
pevanje vode, poleg tega veliko vode porabi tudi okolisko
rastlinstvo. V pozno poletnih in zgodnje jesenskih tednih
je pogosto kriti¢no nizek pretok reke na odseku med Ka-
mnikom in DomZalami, kar v izrednih razmerah vodi k
popolni presusitvi struge. Bogataj (2009) v svoji Studiji
opozarja na nujen ostrejsi nadzor nad odvzemom vode iz
glavne struge za obe mlinscici v ¢asu nizkih vodostajev.

V zgornjem delu porecja Kamniske Bistrice prevla-
dujejo karbonatne kamnine, apnenec in triasni dolomit.
Juzno od Kamnika prevladujejo razli¢no zrnate sedimen-
tne kamnine, ki jih je odlozila reka s pritoki. Ve¢inoma
so dobro prepustne in porozne, kar je pomembno za
nastanek zalog podtalnice. Najbogatejsi viri podzemnih
voda v poreéju Kamniske Bistrice so ve¢inoma zajeti. V
zgornjem delu porecja se nahaja vodni vir nad Stahovico
in na obmocju Krvavca. Nizje vodovodni sistem Domza-
le napaja podzemna voda iz razpoklinskega vodonosnika
na obmodju Kolovca, v spodnjem delu poredja pa zajeta
podtalnica na Kamnisko-Domzalski ravnini in podze-
mna voda iz razpoklinskega vodonosnika pod prodnim
vodonosnikom (Brec¢ko Grubar, 2007).

Po znacaju sodi Kamniska Bistrica med bolj urbani-
zirane reke v Sloveniji, zato je antropogeni vpliv izredno
velik. Na podlagi upostevanja antropogenih vplivov na
podzemne vode je poreéje ocenjeno z zelo visoko oceno
tveganja (Strokovne..., 2002). Pokrajinska raba je v pri-
merjavi z goratim delom porecja bolj intenzivna, kar po-
vecuje njeno izpostavljenost onesnazenju in spreminja-
nju hidrografskih znacilnosti. Danes je reka v spodnjem
toku predvsem prejemnik ne zajetih in delno ocis¢enih
odpadnih vod vedine prebivalstva in industrijsko-obr-
tne dejavnosti na podro¢ju Kamnika, Mengsa, Domzal
in Trzina ter prejemnik kmetijskih odplak. V preteklosti
najvedja onesnazevalca Kamniske Bistrice, nekdanja Pa-
pirnica Koli¢evo (danes podjetje Koli¢evo Karton d.o.0.)
in Farma Ihan d.d., Cistita svoje odpadke na biologki
Cistilni napravi. V podjetju Koli¢evo Karton d.o.o. so v
letu 2005 obstojeco aerobno cistilno napravo nadgradili
z anaerobnim delom in s tem zadovoljili zakonskim do-
lo¢ilom obremenitve Kamniske Bistrice in mlins¢ice z iz-
pusti. Farma Ihan d.d. ¢isti gnojevko na Bioplinarni Ihan
(Petrol d.d.) in med anaerobno razgradnjo nastali bioplin
izkorisca za proizvodnjo elektri¢ne in toplotne energije.
Med anaerobnim procesom ¢is¢enja se koli¢ine hranil,
kot sta dusik in fosfor, bistveno ne zmanjsajo, zato so bi-
oplinsko ¢istilno napravo v letu 2007 dogradili s stopnjo
za odstranjevanje hranil iz odpadne vode (predvsem du-
$ika in fosforja), kar jim je leta 2009 omogocilo direktno
prikljucitev na Centralno ¢istilno napravo Domzale-Ka-

mnik d.o.o. S tem posegom so Kamnisko Bistrico mo¢no
razbremnili dodatnega vnosa hranil in obcasnega organ-
skega onesnazenja, do katerega je v preteklih letih priha-
jalo zaradi sanacije tehnoloskega procesa. Na biolosko in
kemijsko stanje Kamniske Bistrice ima v spodnjem toku
velik vpliv tudi Centralna ¢istilna naprava Domzale-Ka-
mnik d.o.o. (CCN), ki ¢isti komunalne, industrijske, de-
ponijske in padavinske odpadne vode iz ob¢in Domzale,
Kamnik, Menge$ in Trzin. U¢inek ¢is¢enja CCN je ved
kot 90 % po organski obremenitvi. Iz podatkov obrato-
valnega monitoringa (ZZV Kranj) in podatkov CCN je
razvidno, da v zadnjih letih parametra, kot sta KPK in
BPK5, na iztoku nista bila presezena. Ker CCN ni bila
projektirana za odstranjevanje dusika (nima terciarnega
¢is¢enja), je iztok ve¢inoma obremenjen s prekomerni-
mi koncentracijami amonijskega in posledi¢no skupnega
dusika (23-27 mg/L) (Poro¢ilo o delu...2007, 2008, 2009,
www.ccn-domzale.si). Z rekonstrukcijo CCN po 22. 8.
2016 ne bo vec presegala zakonodajno predpisanih vre-
dnosti skupnega dusika (<10 mg/L) in fosforja (<1 mg/L).

Intenzivna raba zemljis¢ na Kamnigkobistriski rav-
nini je predvsem vzrok onesnazenosti podtalnice, ki je
pred vplivi s povrsja slabo zavarovana in v spodnjem delu
toka plitvo pod povrsjem. Vecina Crpali$¢ pitne vode je
gnoji z naravnimi in umetnimi gnojili ter se uporablja
fitofarmacevtska sredstva. Po Odloku o obmog¢jih vodo-
nosnikov in njihovih hidrografskih zaledij, ogrozenih
zaradi fitofarmacevtskih sredstev (Ur.L. RS §t. 97/2002),
ima dolina Kamniske Bistrice namre¢ status ogrozenega
obmoc¢ja zaradi herbicida atrazina. Iz Poro¢il o kakovosti
pitne vode iz vodooskrbnih sistemov v Domzalah je raz-
vidno, da je desetilatrazin, razgradnji produkt atrazina,
stalno prisoten. Koncentracije desetilatrazina so bile do
2010 na meji dovoljenih koncentracij, oziroma so bile na
doloc¢enih ¢rpalis¢ih obcasno celo presezene (Letno po-
roc¢ilo..., 2006,2007; Poro¢ilo o kakovosti pitne vode...,
2008, 2009). Po letu 2010 so se njegove vrednosti znizale.
Na nekaterih ¢rpalis¢ih so presezene vrednosti metola-
klora, ki je aktivna snov herbicidov za zatiranje enoletnih
ozko in Sirokolistnih plevelov (Poro¢ilo o pitni vodi...,
2010).

1.2 EKOLOSKO IN KEMIJSKO STANJE KAMNISKE
BISTRICE

V Sloveniji poteka program monitoringa kakovosti
povrsinskih voda v skladu z zahtevami vodne direktive
od leta 2007. Za povrsinske vode se dolo¢a ekolosko in
kemijsko stanje. Kemijsko stanje povr$inskih voda se na
podlagi izrac¢una letnih povprec¢nih vrednosti koncentra-
cij prednostno nevarnih snovi (Direktiva..., 2008/105/
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Preglednica 1: Ocena kemijskega in ekoloskega stanja reke Kamniska Bistrica v letu 2010
Table 1: Assessment of the chemical and ecological status of the Kamniska Bistrica river in 2010

Ekolosko stanje

Hidromorfoloska
Kemijsko stanje Saprobnost Trofi¢nost spremenjenost
Raven Fitobentos
Vzoréno zaupanja Bentoski in Fitobentos Bentoski Posebna
mesto Ocena ocene nevretencarji makrofiti  BPK5 in makrofiti NO, nevretencarji onesnazevala
Izvir dobro  visoka - - - - - - -
Than dobro  visoka dobro zelo dobro  zelo dobro  zelo dobro  zmerno zmerno dobro
Bericevo dobro srednja  dobro dobro dobro zelo dobro  zmerno slabo dobro

Vir: Ocena stanja rek..., 2012

ES) razvr$ca v dva razreda kakovosti: dobro ali slabo.
Ekologko stanje povrsinskih voda se razvrs¢a na osnovi
bioloskih elementov kakovosti, splo$nih fizikalno-kemij-
skih parametrov in posebnih onesnazeval v pet razredov
kakovosti: zelo dobro, dobro, zmerno, slabo in zelo slabo
(Url. RS 14/09, 98/10). Kamniska Bistrica je v dobrem
kemijskem in ekoloskem stanju (pregl. 1). V spodnjem
toku pa je Ze daljse obdobje eden bolj obremenjenih vo-
dotokov v Sloveniji. Onesnazenje re¢ne vode z organski-
mi snovmi v glavnem povzrocajo izpusti iz komunalnih
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Slika 1: Prikaz toka Kamniske Bistrice in lokacij vzorcenja
Figure 1: Flow of the Kamniska Bistrica river and locations of
sampling
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in industrijskih odpadnih voda ter spiranje s kmetijskih
povrsin predvsem zaradi neustreznega gnojenja in upo-
rabe fitofarmacevtskih sredstev. Vrednosti nitrata se gi-
bljejo okoli 10 mg NO,/L (mejna vrednost 25 mg/L), kar
razvrs$¢a reko v zmeren kakovostni razred glede na vseb-
nost nitrata. Koncentracije pesticidov so pod najve¢jimi
dovoljenimi koncentracijami. K slabsemu ekoloskemu
stanju prispeva hidromorfoloska spremenjenost in splo-
$na degradiranost struge in bregov.

Spremembe re¢nega profila, globine in $irine struge,
strukture dna, bregov, brezin in obrezne vegetacije zelo
vplivajo na spremembo kakovosti Zivljenjskih prostorov.
Leta 2006 je bila v monitoring kakovosti povrsinskih vod
vklju¢ena tudi analiza re¢nega sedimenta. Na odvze-
mnem mestu Bericevo koncentracije kovin v sedimentu
niso presegale mejnih vrednosti (Monitoring..., 2008). Iz
pregleda poro¢il o kakovosti vodotokov v Sloveniji je od
leta 2006 opazen jasen trend izbolj$anja, predvsem ke-
mijskega stanja Kamniske Bistrice (Ocena stanja rek...,
2010, 2012).

2 MATERIAL IN METODE
2.1 VZORCENIJE

Vzdolz re¢ne struge Kamniske Bistrice smo opra-
vili vzoréenje na treh lokacijah: na izviru pred jezerom
v Kamniski Bistrici (odvzemno mesto A: 46°19'39"N
14°3524"E), med Virom in Rodico za mostom za pe-
$ce (odvzemno mesto B: 46°9'0"N 14°35'24"E) in v spo-
dnjem delu toka za mostom v Bi$¢u (odvzemno mesto C:
46°1'14"N 14°37'0"E ) (slika 1). Plast sedimenta v strugi
je bila nizka, zato smo sediment vzor¢ili s pomoc¢jo zlic
do najvecje globine 5 cm. Na vsaki lokaciji smo odvzeli 3
vzorce sedimenta in ohlajene do analize hranili v centri-
fugirkah Falcon.
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2.2 DOLOCANJE TEKSTURE IN FIZIKALNO KE-
MIJSKIH LASTNOSTI SEDIMENTA

Sediment sestavljajo mineralni delci razli¢nih ve-
likosti in organska snov. Fizikalno-kemijske lastnosti
sedimenta so odvisne od specifi¢ne povrsine delcev, kar
pa posredno vpliva tudi na biologke lastnosti sedimen-
ta. Zato je za poznavanje lastnosti sedimenta pomemb-
no doloc¢anje delezev posameznih velikostnih frakcij.
Vzorcem smo teksturo sedimenta dolo¢ili s sedimen-
tacijsko metodo s pipetiranjem (Hodnik, 1988). Po iz-
ra¢unu delezev posameznih frakcij smo za ugotavljanje
teksture uporabili amerigko klasifikacijo (USDA), ki s
pomocjo teksturnega trikotnika razvrsti tla oz. sedi-
ment v 12 razredov.

Na mestih vzoréenja smo s klasi¢énim termome-
trom izmerili temperaturo zraka, vode in sedimenta.
S pomo¢jo multimetra MultiLine P4 (WTW, Nemd¢ija)
smo z elektrodo SenTix 41 izmerili pH, s sondo SelOx
325 raztopljeni kisik in s standardno celico TetraCon
325 $e prevodnost. Med vzorcenjem smo dolo¢ili tudi
barvo in vonj sedimenta.

2.3 PRIPRAVA GOJISC IN IZOLACIJA AEROBNIH
BAKTERI]

Za izolacijo distih bakterijskih sevov iz re¢nega
sedimenta smo uporabili tri vrste mikrobioloskih agar-
skih gojis¢: splosno gojisce LB (Luria-Bertani), 100-krat
red¢en nutrient agar NB (Biolife, Italija) in gojisce R A
(Edwards in sod., 2006) z dodatkom 0,03 % glicina.
Najprej smo v sterilne Falcon centrifugirke zatehtali
5 g sedimenta, dodali 5 g sterilne fizioloske raztopine
in vzorce trikrat dobro premesali na vorteks mesalu.
Za vse tri ponovitve posameznih vzorcev smo pripra-
vili 10-kratne red¢itvene vrste s fiziolosko raztopino in
100 ul posamezne redc¢itve (do 107*) konfluentno nace-
pili na vse tri vrste pripravljenih agarskih gojis¢. Po eno-
tedenski inkubaciji agarskih plo§¢ pri 20 °C smo preste-
li stevilo zraslih kolonij, izra¢unali $tevilo kolonijskih
enot na gram sedimenta (CFU/g) in zapisali morfoloske
znacilnosti mikrobnih kolonij. S $tevnih agarskih plos¢
smo izbrali razli¢ne morfoloske tipe kolonij in jih s teh-
niko precepljanja do posameznih kolonij precepili na
ustrezna sveza agarska gojis¢a. Med postopkom c¢isce-
nja sevov smo Cistost preverjali z gramskim barvanjem
in pregledovanjem obarvanih sevov pod mikroskopom
(Olympus 50CH). Ciste seve smo shranjevali na ustre-

.....

niki) pri 4 °C.

2.4 IZOLACIJA DNA

Izolacijo skupne mikrobne DNA sedimenta smo iz-
vedli s kompletom UltraClean™ Soil Isolation Kit (Mo
Bio Laboratories Inc., ZDA) po navodilih proizvajalca.
Predhodno smo vzorcem sedimenta iz treh odvzemnih
mest odstranili odve¢no tekoc¢ino s kratkim centrifugi-
ranjem na 10.000 x g. Za izolacijo skupne DNA (vzorci
A, B, C) smo uporabili 1 g centrifugiranega sedimenta. Iz
cistih sevov, izoliranih iz sedimenta, smo izolirali DNA s
kompletom Wizard Genomic DNA Purification Kit (Pro-
mega, ZDA). Po izolaciji smo mikrobno DNA preverili s
horizontalno agarozno gelsko elektroforezo v 0,5 x TBE
pufru. 0,8 % agarozne gele smo barvali v raztopini etidi-
jevega bromida (1 ug/ml) in jih pregledovaliz UV transi-
luminatorjem GelDoc 1000 (Bio-Rad, ZDA).

2.5 DGGE

Za analizo DGGE smo pripravili pomnozke PCR s
parom zacetnih oligonukleotidov F968-gc in R1401 (Nii-
bel in sod., 1996). V 0,2 ml mikrocentrifugirkah (Brand,
Namcija) smo pripravljali 20 pl reakcijske mesanice, ki so
vsebovale naslednje reagente: 2 ul 10-kratnega Taq pufra;
2 mM MgCl; 0,2 mM vsakega od deoksiribonukleotidov
(ANTP) (vse Fermentas, Litva); 0,25 pM posameznega
zaletnega oligonukleotida; 0,6 enote Taqg DNA polimera-
ze (Fermentas, Litva) in 1 pl matri¢cne DNA. Tar¢ne dele
genov za 16S rRNA smo pomnozevali v ciklicnem ter-
mostatu My Cycler™ (Bio-Rad, ZDA). Reakcija PCR je
potekala po naslednji temperaturni shemi: 3 min. zaéetni
denaturaciji DNA pri 95 °C je sledilo 35 ciklov (30 sek.
denaturacija pri 95 °C, 30 sek. prileganje zacetnih oligo-
nukleotidov pri 56 °C, 80 sek. podaljSevanje pri 72 °C)
in 10 min. podalj$evanje pri 72 °C. Pomnozke PCR smo
lo¢evali v gradientnih gelih z elektroforetskim sistemom
D GENE™ (Bio-Rad, ZDA). Gradientni geli so vsebo-
vali 8 % akrilamida (akrilamid/bis-akrilamid 37,5:1) in
vzdolz gela narascajo¢o koncentracijo denaturanta (for-
mamid in urea) od 40 % do 60 %. Elektroforeza je te-
kla 17 ur v enkratnem TAE pufru pri 60 °C in 75 V. Po
koncani elektroforezi smo gele barvali 30 min v enkratni
TAE raztopini SYBR Gold barvila (Invitrogene Molecu-
lar Probes, ZDA) ter jih slikali s sistemom za analizo slike
ChemiGenius2 (Syngene, Velika Britanija).

2.6 PCR CISTIH SEVOV, SEKVENCIRANJE IN
ANALIZA SEKVENC

Za sekvenciranje smo izbrali DNA nekaterih ¢istih
sevov glede na poloZaj proge na DGGE gelu in mesto
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vzoréenja. Ustrezno redéeno bakterijsko DNA izbranih
¢istih sevov smo najprej uporabili za pomnoZevanje v re-
akciji PCR z bakterijskim univerzalnim parom zacetnih
oligonukleotidov fd1 (Weisburg in sod, 1991) in 1392R
(Lane, 1991). Posamezna 20 pl reakcijska mesanica
je vsebovala 2 ul 10-kratnega Taq pufra; 2 mM MgCl;
0,2 mM vsakega od deoksiribonukleotidov (vse Fermen-
tas, Litva); 0,4 uM posameznega zacetnega oligonukleo-
tida; 0,6 enote Taq DNA polimeraze (Fermentas, Litva)
in 1 ul matricne DNA. Izbrane pomnozke smo odistili
s kompletom High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche Diagnostics GmbH, Nemcija) po navodilih pro-
izvajalca in jih poslali sekvencirat v center Macrogene
Inc. (Koreja). Sekvenciranje je potekalo enostransko z
zacetnim oligonukleotidom 27F (Macrogene Inc., Ko-
reja). Pridobljene sekvence smo pregledali in obdelali s
programom Chromas v. 1.41 (McCarthy C., 1996-1997,
Griffith University, Avstralija) in jih z iskalnim algorit-
mom blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) v 16s rRNA
podatkovnih bazah skugali identificirati ali jim poiskati
najbolj podobne sekvence.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

Na odvzemnih mestih A, B in C smo v ¢asu vzorcenja
izmerili temperaturo zraka, vode in sedimenta, pH, koli-

¢ino raztopljenega kisika in prevodnost re¢ne vode (pre-
gl. 2).

Z indirektno gojitveno tehniko smo ugotovili nara-
$¢anje Stevila bakterij v sedimentu vzdolz Kamniske Bistri-
ce (pregl. 3). V spodnjem toku reke povecana koli¢ina or-
ganskih snovi sedimentnim mikroorganizmom zagotavlja
vedjo koli¢ino hranil in s tem ugodnej$e pogoje rasti. Za
izolacijo in gojenje sevov smo uporabili tri razli¢ne vrste
g0jis¢, dva osnovna mikrobioloska gojis¢a (LB, NB) in go-
jis¢e R A, ki se pogosto uporablja za izolacijo vodnih mi-
kroorganizmov. S tak$nim izborom smo poskusali izolirati
¢im $ir$o populacijo aerobnih bakterij iz vzorcev sedimen-
ta. Iz preglednice 4 je razvidno, da smo na red¢enem goji-
$¢u NB in gojiscu R A uspeli izolirati vecje $tevilo bakterij
kot na gojis¢u LB.

Pri samem gojenju izolatov smo naleteli na tezave,
kot je soodvisnost nekaterih vrst, kar pomeni nezmoznost
rasti dolo¢ene vrste v odsotnosti druge vrste. Pri nekaterih
sevih smo z vsakim precepljanjem opazili manjse kolonije,
kar je vodilo v izgubo sevov. Hitro rastoci sevi so pogosto
prerasli majhne, pocasi rastoce kolonije in s svojo agresiv-
no rastjo prispevali k dodatni izgubi sevov. Cistost izolatov
smo preverjali z barvanjem po Gramu in mikroskopsko
analizo. Glede na makromorfoloske lastnosti bakterijskih
kolonij med posameznimi odvzemnimi mesti (A, B, C)
nismo opazili bistvenih razlik. S pregledovanjem mikro-
skopskih preparatov izoliranih sevov smo ugotovili, da je

Preglednica 2: Osnovni fizikalno-kemijski parametri zraka, re¢ne vode in sedimenta (19.10.2010)
Table 2: The basic physico-chemical parameters of air, river water and sediment (19.10.2010)

Odvzemno mesto A

Odvzemno mesto B Odvzemno mesto C

Parametri (izvir) (Vir) (Bisce)
Temperatura zraka [°C] 6 8 8,5
Temperatura re¢ne vode [°C] 5 9 11,3
Temperatura sedimenta [°C] 5,2 8,7 10,4

pH re¢ne vode 8,08 8,4 7,57

pH sedimenta 7,8 8,12 7,29
Raztopljeni kisik [mg OZ/L] 11,5 10,6 9,6
Prevodnost [uS/cm] 174 412 529
Vodostaj [cm] 532 114° ni meritve®
Pretok [m?/s] 0,90° 0,662° ni meritve®
KPK (12.10.2010) [mg O,/L] ni meritve ni meritve <52

BPK (12.10.2010) [mg O,/1] ni meritve ni meritve 0,7°
TOC (12.10.2010) [mg C/L] ni meritve ni meritve 1,12
Vonj sedimenta po zemlji neizrazit rahlo po gnojevki

Barva sedimenta svetlo rjav

Tekstura sedimenta pescena ilovica

sivo rjav sivo-zeleno-¢rn

ilovnat pesek ilovnat pesek

* podatki, pridobljeni iz arhiva Agencije Republike Slovenije za Okolje

® na vodomerni postaji Beri¢evo Ze od leta 1989 ne izvajajo hidrometri¢nih meritev
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Preglednica 3: Stevilo kolonijskih enot na gram vzorca sedimenta
Table 3: Number of colony forming units per gram of river sediment

Gojisce

Vzorec LB NB RA
Al 7,6 -10* 4,2-10° 3,7-10°
A2 8,8-10* 3,9-10° 3,3-10°
A3 1,2-10° 4,3-10° 2,5-10°
Povpredje A 9,5-10* 4,1-10° 3,2-10°
Bl 3,6 -10° 1,5-10° 1,5-10°
B2 2,2-10° 6,1-10° 8,2-10°
B3 2,9-10° 1,4-10° 1,6 -10°
Povprecje B 2,9-10° 1,2-10° 1,3-10°
Cl 3,4-10° N N

C2 2,6-10° N N

C3 2,1-10° N N
Povprecje C 2,7 109 N N

N = pri red¢itvi 10~ nestevno Stevilo kolonijskih enot

.....

pozitivnih sevov, medtem ko je bilo na gojis¢u R A $tevilo
po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih sevov bolj
uravnotezZeno.

oblike bakterijskih celic, na gojis¢ih R,A pa palicaste obli-
ke. Omenjene ugotovitve jasno potrjujejo znana dejstva
o selekcijskem vplivu sestave gojis¢ na pestrost izoliranih
bakterijskih sevov. Izbrana gojis¢a vsekakor ne ustrezajo
celotni prehransko zahtevni sedimentni zdruibi zato Smo

.....

zdruzbe. Pri ekologkih vzorcih predstavlja nepoznavanje

C MZ3 MB2 NP4 TBS NP2 TB1 MZ2 AS3 NP3 LS1 MN2 MZ7 SM6 Mz4 C

:

hw—

Slika 2: DGGE elektroforetska locitev pomnozkov PCR dela 16S
rRNA gena iz vzorca sedimenta C in Cistih sevov, izoliranih iz
vzorca sedimenta na odvzemnem mestu C

Figure 2: The DGGE profiles of the PCR amplified 16S rRNA
gene segments from DNA extracted from sediment samples C
and pure strains isolated from a sample of sediment C

C NP6 Mz5 MB1 LS2 T2 Tb5 LS6 LS3 MM2 MM3 MM4 C MD2 BN1 A

| 1 J |
R L H“ o

Slika 3: DGGE elektroforetska locitev pomnozkov PCR dela 16S
rRNA gena iz vzorcev sedimenta A in C, Cistih sevov, izoliranih
iz vzorca sedimenta C in dveh sevov (JR5, JR6) izoliranih iz
vzorca sedimenta A

Figure 3: The DGGE profiles of the PCR amplified 16S rRNA
gene segments from DNA extracted from sediment samples A
and C, pure strains isolated from a sample of sediment C and
two strains (MD2, BN1) isolated from a sample of sediment A

rastnih razmer mikroorganizmov posebej veliko omejitev.
Nekateri avtorji navaj ajo, da z goj itvenimi tehnikami uspe-
vidne kolonije obi¢ajno zraste celo manj kot odstotek vseh
mikroorganizmov, kar imenujemo fenomen anomalije
$tevnih plos¢ (Staley in Konopka, 1985; Spring in sod.,
2000). Zaradi podcenjene dejanske mikrobne populacije
moramo tradicionalne mikrobioloske tehnike dopolniti s
sodobnimi molekularnimi metodami, ki so neodvisne od
izolacije in gojenja mikroorganizmov.

V na$i preliminarni raziskavi smo kot tipizacijsko
tehniko za ugotavljanje raznolikosti sedimentne mikrob-
ne zdruzbe uporabili metodo DGGE (slika 2). V reakciji
PCR smo s specifi¢cnimi pari zacetnih oligonukleotidov
za bakterije (F968-gc in R1401) pomnozili dele 16S rRNA
genov iz treh vzorcev sedimenta in 45 izbranih vzorcev ¢i-
stih bakterijskih sevov ter pomnozke analizirali z DGGE
elektroforezo. Profili med vsemi tremi odvzemnimi mesti
se jasno razlikujejo. Na sliki 3 so opazne razlike v DGGE
profilih mikrobne zdruzbe iz odvzemnega mesta A in C.
Profil vzorcev odvzemnega mesta B ni prikazan, a se loci
od profila A in B. Vsi profili so kompleksni, z ve¢jim $tevi-
lom moc¢nejsih in $ibkejsih prog. Med profili vzorcev A, B
in C smo opazili le dve mo¢nejsi progi, kjer so se pomnoz-
ki PCR pri vseh treh vzorcih v gelu ustavili na enakih me-
stih. Moc¢nejse proge naceloma predstavljajo $tevilénejso
populacijo dolo¢ene zdruzbe v vzorcu.

Poleg pestrosti sedimentne zdruzbe smo z analizo Ze-
leli ugotoviti, ali smo s klasi¢no gojitveno metodo uspeli
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Preglednica 4: Pregled sekvenc identificiranih bakterijskih sevov in njihove morfoloske lastnosti
Table 4: Overview of bacterial sequences identified in this study and morphology of isolated strains

Oznaka Odstotek
seva Rod podobnosti  Morfoloske znacilnosti Habitat
Odvzemno mesto A
BB5 Pseudomonas 99 Gram- palcke, gibljive, nesporogene talna in vodna okolja
vancouverensis
Pseudomonas
fluorescens
BB2 Pseudomonas sp. 98 Gram- palcke, gibljive, nesporogene talna in vodna okolja
BB4 Flavobacterium sp. 99 Gram- palcke, gibljive, oportunisti¢ni talna in vodna okolja
TZ4 patogeni, tvorijo rumeni pigment
TZ2 Acinetobacter sp. 98 Gram- palcke, negibljive talna in vodna okolja
MD2 Pedobacter sp. 98 Gram- palcke, negibljive, pretezno talna okolja,
nesporogene, tvorijo rumeni pigment pitna voda
Odvzemno mesto B
DZ1 Pseudomonas sp. 98-99 Gram- palcke, gibljive, nesporogene talna in vodna okolja
KV2
MP2
MK1 Citrobacter 98 Gram- palcke, koliformna talna in vodna okolja,
odpadne vode, prebavila
DL6 Arthrobacter sp. 97 Gram variabilne, pleomorfne oblike pretezno v tleh
(palcke, koki)
MP5 Janthinobacterium sp. 98 Gram- palcke, gibljive, talna in vodna okolja
kemoorganotrofne, tvorijo vijoli¢ni
pigment violacein
Odvzemno mesto C
b1 Pseudomonas fluorescens 98 Gram- palcke, gibljive, nesporogene, talna in vodna okolja,
tvori zeleni fluorescentni pigment listi in korenine rastlin
MZ7 Pseudomonas sp. 89-98 Gram- palcke, gibljive, nesporogene talna in vodna okolja
LSe
NP3 Bacillus sp. 99 Gram+ palcke, gibljive, sporogene talna okolja
SM6 Bacillus amyloliquefaciens
NP6 Shewanella sp. 98 Gram- palcke, fakultativni anaerob, sladke in slane vode,
proizvaja H,S sediment, odpadne vode
AS3 Serratia fonticola 99 Gram- palcke, fakultativni anaerob, voda, sediment
enterobakterija
MN2 Duganella zoogloeoide 98 Gram- rahlo ukrivljene palcke, onesnazena vodna
nesporogena, kemoorganotrofne okolja, aktivno blato
MBI1 Janthinobacterium lividum 99 Gram- ravne do rahlo ukrivljene talna in vodna okolja
LS3 Janthinobacterium sp. 98 palcke, gibljive, kemoorganotrofne,
tvorijo vijoli¢ni pigment violacein
(Pantanella in sod., 2007)
MZ3 Citrobacter freundii 96 Gram- palcke, koliformna talna in vodna okolja,
odpadne vode, prebavila
TP3 Acinetobacter 98 Gram- palcke, negibljive talna in vodna okolja
A. junii 99
MB2 Aeromonas 99 Gram- palcke, gibljive, nesporogena, sladke in slane vode,

patogena predvsem za vodne Zivali

onesnazeni vodni viri
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izolirati seve, ki predstavljajo katero od mo¢neje zastopa-
nih populacij v preucevanih sedimentnih vzorcih. Med
45 izbranimi sevi za analizo DGGE nismo na gelu pri
nobenem izmed sevov zaznali proge, ki bi bila na enakem
mestu tudi v profilu pripadajocega sedimentnega vzorca,
oziroma so bile proge zelo $ibke, kar je onemogocalo na-
tancnejSo primerjavo. To znova potrjuje dejstvo, da smo iz
sedimenta izolirali le majhen delez bakterij, ki so najver-
jetneje malostevilno zastopane v njem in jih je enostavno
gojiti. Za dokoncen odgovor, katere populacije bakterij
predstavljajo posamezne proge, bi morali iz DGGE gelov
izrezati posamezne proge, jih klonirati in sekvencirati ter
sekvence identificirati, kar pa v nasi preliminarni $tudiji ni
bil predmet proucevanja.

Na podlagi analize DGGE smo izbrali 25 sevov in za
direktno sekvenciranje pripravili njihove pomnozke. Pri-
dobljene sekvence dela gena za 16S rRNA smo z orodjem
BLAST preliminarno taksonomsko uvrstili (pregl. 4).

Iz treh odvzemnih mest zgornjega sloja sedimenta
Kamniske Bistrice nam je uspelo izolirati majhen delez
bakterijske zdruzbe. Izolirali smo predvsem za gojenje
enostavne bakterije, ki so obi¢ajno prisotne v vodnih oko-
ljih. Iz sedimenta odvzemnega mesta C smo izolirali pred-
stavnike bakterijskih rodov, ki so prisotni v bolj onesna-
zenih vodnih okoljih (Shewanella, Duganella, Citrobacter,
Aeromonas... ). Podobno tudi drugi avtorji porocajo, da so
v sedimentnih vzorcih re¢nih sistemov z gojitvenimi teh-
nikami v zgornjem sloju sedimenta izolirali heterotrofne
predstavnike predvsem iz rodov Bacillus (Atlas in Bart-
ha, 1998; Nealson, 1997), Pseudomonas (Nealson, 1997),
Achromobacter in Flavobacterium (Litchfield in Floodgate,
1975) med kemolitotrofi pa npr. Ralstonia eutropha, Pa-
racoccus denitrificans, Shewanella putrefaciens (Nealson,
1997; 2006).

4 ZAKLJUCKI

Za izolacijo anaerobnih bakterij smo uporabili tri
razli¢na mikrobioloska goji§¢a. Na red¢enem gojis¢u NB
in gojis¢u R A smo izolirali ve¢je Stevilo bakterij kot na

.....

.....

Na gojis¢u R A je bilo $tevilo po Gramu pozitivnih in po
Gramu negativnih sevov uravnoteZeno. Pri¢akovano smo
v sedimentu odvzemnega mesta C ugotovili ve¢je $tevilo
kolonijskih enot na gram sedimenta kot na mestih A in B.

Med vsemi tremi proucevanimi vzorci sedimenta,
odvzetimi vzdolz toka Kamnigke Bistrice, smo z metodo
DGGE ugotovili razlike v kompleksnosti sedimentne mi-
krobne zdruzbe.

Primerjave med profili analize DGGE in komple-
ksnimi profili DGGE vzorcev sedimenta dokazujejo, da

smo izolirali manj $tevil¢ne predstavnike sedimentne mi-
krobne zdruzbe, saj se je le nekaj lis cistih kultur na gelu
ujemalo z lisami DGGE profilov sedimentnih vzorcev.

Ugotovili smo, daje analiza profilov DGGE primerna
metoda za ugotavljanje pestrosti mikrobne zdruzbe re¢ne-
ga sedimenta, vendar bi z dodatnimi koraki, kot so izrezo-
vanje, kloniranje in identifikacija posameznih prog, lahko
prepoznali dominantneje bakterijske skupine v vzorcih
sedimenta. Pridobljene informacije bi koristno prispevale
k temeljitejSemu poznavanju bioloskega stanja sedimenta,
predvsem sedimenta z razli¢nimi onesnazili obremenjenih
rek.
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