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| ZVLEL EK

Za | judi, ¢givali in okolje predstavljajo cianoba
cianobakteriepr oi zvaj ajo toksine. Med drugim ta pojav
vode povsod po svetu. Obstaja sicer nekaj senzorskih metod, ki nam pomagajo zaznati

cianobakteriije, ge preden pride do prekomerne r
nal i mowvamnavanja cianobakterijske problemati ke | e
sevov cianobakteri|j z uporabo novejgih molekular
kot je npr. verigna reakcija s poli merigemoo ( PCR) .
pomembne, saj nam omogol ajo nov, temeljitejagi (I
ekol ogko dinamiko. Uporaba teh metod bi nam poma
njihovim masovnim pojavom, hkrati pa bi lahko te metode dopolnile oz. nadgradile

tradicionalne morfo-t ak sonomske metode. Analize eDNK omogol
dol ol anje toksigenega potenciala cianobakteriij t

Za ugotavljanje potenciala uporabe molekularnih orodij pri zaznavanju cianobakterij smo

izvedl: i vzor|l enje Velenjskega in Pernidgkega | ez
(temperaturo vode, temperaturo zraka, pH, motnost, prevodnost, vsebnost kisika). Vzorcema

smo izmerili klorofil in iz njih izolirali eDNK. Za gPCR analizosmoiz b r a | i pet razlilnni
oligonukl eotidov (18S r DNK, K i omogola zaznavanj
r DNK, K i omogola zaznavanje pr okacriiaonnot,s kkiih oonnoggac
zaznavanje vseh cianobakterij v vzorcu, 16S-P | a , K i omogola zaznavo pre
Planktothrix, ki i majo potenci al za sintezo mikrocisti

cianobakterij s potencialom za sintezo mikrocistinov).

Ugotovili smo, da imajo inovativna molekularna orodja na osnovi eDNK velik potencial za
zgodnje opozarjanje na prisotnost cianobakterijskih cvetenj. V primerjavi z mikroskopijo so

l ahko nova orodja hitrejga in bol]j rceneacie f 1 | na,
cianobakterij, tudi pi kocianobakterije. Za bol|j
zaletne oligonukl eotide, poskuse pa izvajat.i v
pogosto vzorlenje na vel |l okacijah).

K1 j ul n e: Cmeobakterije, nove molekularne metode, eDNK, gPCR.
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ABSTRACT

For humans, animals and the environment, cyanobacterial blooms pose a potential threat
because cyanobacteria can produce toxins. Among other issues, this phenomenon also
threatens surface drinking water supplies all over the world. There are some sensory methods
that help us detect cyanobacteria before excessive reproduction occurs. One possible way to
deal with the cyanobacterial problem is early detection of potentially toxic cyanobacterial
strains by using new molecular methods based on environmental DNA (eDNA), such as
polymerase chain reaction (PCR). In molecular biology these methods are extremely
important, because they allow us to have a new, more thorough (more specific) and quicker
way of gaining insight into the ecological dynamics. These methods can help us detect
cyanobacteria before their mass occurrence, and at the same time they could upgrade and
supplement traditional morphologic-taxonomic methods. In addition to identification, eDNA
analyses also identify the toxigenic potential of cyanobacteria and early detection of invasive
algae species.

In order to evaluate the potential of molecular tools for detection of cyanobacteria we
performed sampling on Velenje and Pernica lakes, where basic parameters were measured
(water temperature, air temperature, pH, turbidity, conductivity, dissolved oxygen
concentration). In the samples we measured chlorophyll content and isolated eDNA. For gPCR
analysis, we selected five different oligonucleotides (18S rDNA for detection of eukaryotic
organisms and 16S rDNA for detection of prokaryotic organisms in the sample, 16S-cyano for
detection of all cyanobacteria in the sample, 16S-Pla for detection of potentially microcystin-
producing representatives of the genus Planktothrix and McyE which enables detection of all
potentially-microcystin producing cyanobacteria.

We concluded that innovative eDNA-based molecular tools have a high potential for early
warning of cyanobacterial blooms. Compared to microscopy they may be faster and more
specific, as they can detect small concentrations of cyanobacteria, as well as
picocyanobacteria. However, for more strict conclusions we should optimize oligonucleotides
and try to perform experiments in a better temporal and spatial resolution (sampling more often
in multiple locations).

Keywords: Cyanobacteria, new molecular methods, eDNA, gPCR.
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1 UVvOD

1.1 Predstavitev problematike

Kot vemo, se nekater a o bpodetligami pomanjkanja eadnih viipe bor i j
zato je zelo pomembno, da jih ge zdaj poi zkugam
ogromno dejavni kov, kot npr . antropogeni ul i nki
invazije potencialnot ok si | ni h or g pov z negub@abiotgke eaznovostnosti in s

tem so ogrogene tudi ekosiWT 2006k Xodne sire gporabljamne r e k i
za razlilne namene, v glavnem kot zajetja pitne
turizem. V Sloveniji so glavne zaloge pitne vode, kije v el i noma d ovipedeemihv al i t et
vodah, ki so bolje zagli Géeeedbgamoaddgi pokirtgi nedal i
sestavetalni ma te mognost.i in zato morajo kot vire p
vire (jezer a, r

eke, zaar @@V alng iak ig)t.e w& tudaealdpivoedb i val st
70

povelvugle kot odstotkov vse porabljene vode se

prispeva k obremenjenosti voda g§ainproiavodnjhtirane, Ker se
j e vel t uabiemesjenhbodpiadhni h voda, posledilno pa |je
hranil v povrdginska vodna telesa (izpiranje nar a

odpadkov, industrijske odplake). Vode tako postanejo evtrofne, kar pomeni, da so obogatene
s hranili, predvsem s spojinami dudgika in f@a@eflda)j a EvSedmakacij
p os pe g e rcianohaldesijt alg in drugih planktontov, kar lahko vodi do neravnovesja in

pos | eddplonsd sjbkgkevostivode (Ur adni | iPevzar&liSytrofiiacije 45/ 07
prihaja tudi do masovnega pojava cianobakterij in/ali alg i cveten;. Mn o ¢ i bbakeerijska a n
cvetenja ne predstavljajo negativno motnjo le za vodni ekosistem, ampak zaradi proizvodnje
toksilnih meudaibodrida®pnwj o za zdravje | judi. Zat o | ¢

vrst cianobakterij in alg z vidika ohranjanja kvalitete vodnega telesa zelo pomembno.

1.2 Namen in cilji

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti mo gno st unpvih r neolelailarnih  orodij
zaznavanja okoljske DNK i eDNK (iz angl. environmental DNA) pri zgodnjem zaznavanju

cvetenj potencialno toksilnih cianobakteri)]j
Gel el i smo algiotjoi kol i | i nasmdjed mdngm telesa zaenalisal a, k|
pomol jo molekularnih metod dol ol evankageveaeBiNK, v p
povezavi z ekol ogki m ghrad smodvevodnotelesieg a atzd li ¢ na. slit 0|
evtrofnosti, ter hkrati s p o mo |epPNK pridobiti informacijo o biotski raznovrstnosti s
poudarkom na zaznavanju potencialno toksilnih ci

cianobakteri]j omogola pravolasno opozarjanje na
cvetenja. Zato ta tehnika predstavlja pomemben korak k zagotavljanju varnosti zaradi

zgodnjega zaznavanja okoljskih tveganj in ohranjanju vodnega okolja ter njegove biotske
raznovrstnosti.

1.3 Hipotezi

V diplomskem delu smo si zastavili dve hipotezi:

Hipoteza 1: Inovativna molekularna orodja na osnovi eDNK so uporabna kot zgodnje opozorilo
napri sot nosdandbakters. i | ni h

Hipoteza 2: Kol i | i na dedniezg av znoartcear i jad j@nv goveraviks estopujm d e
evtrofnosti vodnega telesa.
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2 FI TOPLANKTON INSKIMOQIRNG

Fitoplankton sestavljajo drobni avtotrofni organizmi, ki prosto lebdijo v vodi in se pasivno

premikajo z vodnimi tokovi. So najpome mb n eoksgeni organizmi in so vkIl jul eni
biogeokemijsko k r o @ egtiika v naravi. Fitoplankton, v gi r gen p @emstingki be s ede
plankton, ki vsebuje avtotrofne mikroorganizme (drobne alge in cianobakterije), ki se pri

ustreznih pogojihz el o hi t r o rsa deibiomasajvedahoV § aj eno ali vel

l ahko najdemo v skor aj v sk \ejezerib, bekah, | akumulasijghe gi h v o
mol| vir Nehpogosteje so prisotne kot mikroorgani zi
mikroskopa (Bellinger in Sigee, 2015).

Alge so velika in raznolkas k upi na organi zmov, K i jih lTahko | o
Leprav so alge majhne, to ge ne pomeni,kotsba ni s o

vi gje rastlei meuvadgmaggpdvee!| g i h j e mogdilne ovliéddeotm s
obarvano vodno telo ali gosta p o v r ¢ iépesak.aMorfologija alg je zelo raznolika, od

posamezne celice do kompleksnih kolonij in filamentov, nekatere vrste so se sposobne tudi

aktivno gibati. Alge so pomembni primarni proizvajalci tako v celinskih kot tudi v morskih

sistemih, ki lahko imajo tudi negativneu | i nke na v o d.Kadareskalpe pgrisotheevme
zel o vel i kajmpogledieapirieuk,o mer ne ga r @z.meveiehje wodnaga a
telesa. Pri razgradnji cveta se voda deoksigenira, k ar povzr ol i smrt rib in

Nekateri toksini, ki jih alge lahko proizvedejo, pa so lahko smrtni za vodne in kopenske

organizme. Predstavniki fitoplanktona se lahko uporabijo tudi za oceno in prepoznavanje

r a z | vplivavikdt posledica hitrega odziva na spremembe v okolju, npr. bogatenje vodotoka

s hranil. (evtrofikacijjea) ,s pirrednestbrei jhsasadmedavejskreagdpe
telesa. Nekatere vrste alg son a gudiikot f osi |l e v geol ogkih umedlinal
nam dajejo informacije o okoljskih spremembah iz preteklosti (Bellinger in Sigee, 2015).

2.1 Cianobakterije

Cianobakterije so prokar i onlme sp dohile pogsivoghmwdrg-i h me d
zelenih (ciano) pigmentih. Ci anobakterije | ahko najdemo v vse
ekstremnih okoljih, kot so pugl ave, vul kanski v |

pa ne najdemo samo v vodnih, ampak tudi v nekaterih kopenskih ekosistemih (v tleh ali pa na
viagni h povr g2hhsd). (ZEdreu wrjke j o alg (rmastlin),nsposobrie sob a k t er i
izrabljati svetlobo za svojo rast in razvoj, kot hrano lahko uporabljajo od preprostih soli do
zapletenih organskih molekul (Sedmak, 2006). Nekatere cianobakterije imajo sposobnost

fi ksaci | ar zdagrispkva k rodovitnosti zemlje, pomembno viogo imajo tudi pri
ohranjanju biokemilnega krogenja snovi V. naravi
r azmn o g uzdelifijo, nfh\avro s novni nalin za pridobivanje ene

Cianobakterije so mikroorganizmi stari okoli 3,5 milijarde let. So ene izmed najs t ar ej gi h gi v

biti] na nagem planetu in so odgo@erwel zmi Iniajsd rach
organizmi ohranjajo prvotno osnovhost r ukt ur o, odkritih je bilo na
vsebujejo mikrobne ostanke, me d kat erimi v velini P o neoxfologijid uj ej o
jih delimo na:

T enocejl il ne

f mnogocelilne

91 kolonijske in

9 nitaste oz. filamentozne:gr e za ponavljaj ol o icaminiihtako del it

to velcelilno strukturo i menu,j. Yegaativhecelibeo m, ki

se lahko organizirajo v heterociste. To so ciste z debelo steno in poroznim protoplastom
s sposobnostjo fiksacije d u g i Ak pa v akinete, ki so velike celice z debelo steno, ki
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SO namenjene pr egi vetju Vv neugodni h rshraneenjam , K i |
rezervnih snovi.

Vse vrste cianobakterij vsebujejo klorofile in p o mo g n e p, ifikpaiaaimetale fikoeritrine.

Pomo gni tdtsoktio spingment,idaomaddkloajco anobakterije ulin
tiste dele svetlobnega spektra, ki jih drugi avtotrofi ne morejo. Vse imajo tudi pomembno vliogo
pri bi ogeokemil|l nem kr oge n(Sadmak,r2@ly)i in proizvodnji

2.2 Cianobakterijsko cvetenje

Prekomeren razrast avtotrofnih mikroorganizmov imenujemo tudi écvetenje ¢ . Gmpadav z a

zelo visoke koncentracije fitoplanktona, v katerisoor gani z mi obilajno ene vr
namno g emgio gd lein i ega cidrolaktdrijskega cvetenja pogostonemoremo oz . t egko
opazimo s prosti m ol es om, | ahkpk opas eg ap ooj paavaiddnega telgsa v r g j u
(Sedmak, 2006).

Velikokrat se cianobakt er i j ska prekomerna razrast Veikoj avi %
povrginskih vodnih teles je zajezenih ali pa k.
vodnemu telesu spremeni kakovost, saj se podaljg
sedimentov, vse to pa skupaj z evtrofikacijo lahkoo mogelkei i ko namnogenost or
Ta pojav ne ogroga samo celinskih stojelih vodr
pol asne reke v s Rayno etan lahkob privetej dp. masovnega razrasta

cianobakterij, ki so izjemno nezahtevneino b i | wagvtrofmih vodah nadvladajo vsem ostalim

fitoplanktonskim organizmom (Sedmak, 2011).

Veliko vrst planktonskih cianobakterij ima v svojih celicah posebne plinske vezikle, s katerimi

uravnavajo lebdenje v vodnem stolpcu. Kadar se cianobakterije pomikajo proti pov i gi n
vodnega telesa, t o | ahko p o vkatno koncentlacijo I&-f) Dodatno se lahko

zgostijo tudi zaradi vetra. Ko nastane t.i . ci anobaktjedobrp gidna progtemy | a

ol esu, njaé¢ ell damao gogkal lmtvdhe med valsino od pomogni h p
previadujejo. Cvetenje cianobakterijje § e s a mo (koo dslepdersmcianokakterije, Ki
cvetenje mposobnept aj pyaj at i (Sehkunddrhejmetabelite)sza akalje in

organizme (Sedmak, 2006). Cvetenje cianobakterij je tako eden izmed dejavnikov povsem

naravnega izvor a, ki ogroga vodne vire. Zaradi [
pojavlja tudi cvetenje cianobakterij, zelo pogosto potencialno toksil n wrét, ki svoje metabolne
produkte o0z. toksine ob razpadu cveta spugl ajo

tveganje za zdravje tako okolja kot tudi ljudi (Sedmak, 2011).

Pojav cianobakterijskega cvetenja je velik problem povsod po svetu, tudi v Sloveniji (Sedmak,

2011). Zat o se danes na podrolju molekularne biolo
dol ol evanje bDdDdK, ks ke oDNKt r ej ¢ edtradicionalhin metochteri t ej g e
omogol aj o ocenjevanj e ekoJv orgkelgmemstlasmgw vodni h t

2.3 Bioaktivne snovi cianobakterij

Cianobakterije so zmogne tvorjenja heterogene sk
aktivne snovi 0z. bi oaktivne snoviz.vrst Neptidgyo me mb n e
retinoidov, alkaloidov, laktonov, fosfolipidové Pp i o u | e hioaktiniln snovi je potrebno

ponovno opredeliti poj ma et oksgpgrltniohg vipnr aegtaonkjs iw ¢
bi ologko ravnj o, na kateri j e t sirkpeniost zasesdlce,ge d ok
jludié Zato je |l agje uporabiti izraze énevrotoksing
opisane toksine, ki jih tvorijo cianobakterije (npr. mikrocistini, anatoksin-a). Gk o d | j i vi h ul i r
cianobakteri]j ni mo g o | e pali neprotaksinon, anpaktudi drbigemp at ot o k
bioaktivnim snovem, kii maj o st r upuwdinna sesalcé. hkeer av je bila gte

3
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bi oaktivnih snovi v okolju predhodno ocenjena, Z
smernica,k i  bi o pr e d ejéhioaktivaith smovidianbbakted]j.rSeveda bo v prihodnosti

potrebno ovrednotiti obseg nevarnosti v povezavi s pojavom teh snovi v ekosistemu in pri

sesalcih (E| e rigsedk, 2017).

2.4 Cianobakterijski toksini

Bioaktivne snovi cianobakterij, ki imajo t o k s i | n ena sdsdlskekcelice, imenujemo
cianotoksini. Cianotoksini so zelo raznolika skupina naravnih strupenih snovi. Ti imajo za
organizme in okolje gkodljive wulinke. Z vidika
kopenske organizme kot pazav od n e, |l eprav izvira(bl er@glélodni h
Glede n a tarl o fhe ded vi annpj an a ci klilne peptide (hep
(nevrotoksine), citotoksine in endotoksine (Sedmak, 2011). Pr i vigjih organi zmi
l ahko opi gej ot kkduplivajeopa tdelovanje jetrnih celic; npr. mikrocistini),

nevr ot ok(svipllniovsatj o na sgmaew aps. angtoksin),ni der mat ot oksi | r
genotoksilnost in i nhiEdiecd@iéek proteinske sinteze

Cianotoksini delujejonaraz | i | ne nal i ne:
T ciklilni peptidi mikrocistinskega tipa so us
T al kal oi di SO usmerjeni na ¢gi vl ni Ssi st em,
1 lipopolisaharidiu ] i nkuj ej o na (%ednipk, 200l). sl uzni ce

Nekateri izmed najbolje poznanih in raziskanih cianotoksinov, Ki i maj o negaai vne u
okolje in ljudi, so mikrocistini, anatoksini, cilindrospermopsini in saksitoksini. Mikrocistini

spadaj o med mono didekklii |unl el zdikeqplobgopketp k a d a kislina, &i

je prisotna v dinoflagelatih (Bubik, 2012).

Organizmisotemb i o | akgvkimsnovemi zpostavl jeni na priaggamo | ne na
Z njimi v stik preko pitne vode, hrane, aerosolovi n pri rekreaci ji.Bajad r oma v
jim izpostavljeni fitoplanktonski organizmi i n v o d hi, esaj g$pi vvnaposrednem stiku z
bi ologko aktivni mi snovmi ¢imn éalnko lizpoktdaviemei preko Ost al
aerosolov, pitne vode ter hrane, rastline pa preko namakalnih sistemov. Vnos toksina v
organizem poteka na razlilne naline:

-z vdihavanjem,

- preko, koge

-z zaugitjem toksina, ki je prisoten v vodi al

Po zaweiltjjith kol i | isne cniaavnaodtnook sprmiovl j udekotspri | nej
bruhanje, driska, omrtvil|l enost ,é gdr&wd® mbkod, pogkod
1999).
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3 METODE DOLOLEVANJA TGNATOPL ANK

Monitoring voda in posledilno tudigekwveélogkomt s3@&n
Od leta 2000 monitoring ureja evropska Vodna direktiva (WFD). EK ol ogko st anje v
ugotavlja s pomol j-loemiijod koighk,i hhi driazmdraflmloogki h t e
kakovosti. Vodna telesa se spremlja in vrednoti v skladu z WFD, Uredbo o stanju pc
voda( Ur adni 114/09,98/1R,96/13 i 24/16),( Ur edba o st anj @01fovr gi n:
in Pravilnikom o monitor(iUrgau nst d16/09d81/iRdV/3/1@)t n s ki h
(Pravilnik o monitoringus t anj a povaapibhs ki h vod

Fitoplankton je eden izmed pomembnih bi ol o g ki bv kakbvesmeg pz er . Vzor | en
| aboratorijska obdelava vzorcev i n zdetbdoldgiot ev e k
vzor|lenja in |l aboratorijske obddloayke gfai tsapalng rnak tj

Sloveniji(Ur edba o st anj u ingfPoavimikjoimorst koirhi nvgoud ast anj a povr g
2016).

31 Kl asi |l ni ntaksonomile mor f o

Z a | mepgzmavanje organizmov v vodnih telesih se za identifikacijo organizmov uporabljajo
t.i. taksonomske kategorije (Sedmak, 2011). Cianobakterije j e zel o tegko razyv

taksonomske kategorije, kljub temu, da spadajo med relativno majhno skupinogledena gt evi | o
vrst (gtevilo se giblj e Tinoevisno®d taksbnomskega sistema). e k a j t
Razvrglanje je tegavno ravno zaradi tega, ker me

razlik in celice so iziemno majhnei pov pr el no @rergeaumiergorakoli lvmikrometer
( El e,r2@1é)kTradicionalni monitoring po Vodni direktivi ima tudi svoje omejitve, kot so:

zamuden | as, omejena prostorska in Jasovna | ol
razlil|l nost.i subj ekt i v naksonnnaskegaastrakovnjpkasira nfegavaeye g a t
znanja. Napredek molekularnih genomskih orodij bi zgoraj omenjene proble me r egi | i n do|

(Lesse, 2016).

3.2 Sodobni molekularni pristopi

V zgodnjih 70-t i h | eti h so se prileld.@ r avzblogijiatadinar az | i |
podrol ju fitopl aaeklitroond ae.k uN ajrmpree jt edhini ke za odkriv
fitoplanktonskih organizmovs pomo| j ooz maal e Vi amarkegew (ogljikovi hidrati,

toksini, beljakovine in nukleinske kisline), (Xiao in sod., 2014).

Tehnol ogki kasngjerzagdtevikrazyogorodja za odkrivanje vrst z uporabo prisotne
deoksiribonukleinske kisline (DNK) v vodnih oz. kopenskih okoljih (okoljska DNK 0z. eDNK)
(Valentini in sod., 2016). Detekcija vrst na podlagi eDNK j e pokazala veljo
zaznavanja 1in boljgo strogkovno ulinkovi-tost %
taksonomskimi metodami. Po z n a mo ristopdyv, kipemeljijo na uporabi oziroma zaznavanju
eDNK:

- specifil en prbakddicape oz .upedNKbo ol i gonukl eot i dc

za posamezno vrsto (cilj pristopa je odkrivanje posameznih vrst v okolju),

- mul tispecif i | emetabgkodiranje o pe DOIK. (ci | j pristopa
identi fi kaci j akoljgkedga vzoreakbsep preaihodneéga poznavanja vrste,
ki bo najverjetneje prisotna v vzorl|lenem ekos
- pristop z uporabo oligonukleotidov, Kki; so spe

to so metode sekvenciranja naslednje generacije (NGS, ang. next generation
sequencing), (Valentini in sod., 2016).


http://www.uradni-list.si/1/objava.jsp?sop=2009-01-0437
http://www.uradni-list.si/1/objava.jsp?sop=2010-01-5091
http://www.uradni-list.si/1/objava.jsp?sop=2013-01-3445
http://www.uradni-list.si/1/objava.jsp?sop=2016-01-0995
http://www.uradni-list.si/1/objava.jsp?sop=2009-01-0312
http://www.uradni-list.si/1/objava.jsp?sop=2011-01-3448
http://www.uradni-list.si/1/objava.jsp?sop=2016-01-3123
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Zavel je vodne organirime, ket vsmamspr.otju s Kkl asi |l
prednost metode eDNK predvsem neinvazivnost, saj
ali ubijemo organizmov. Zavses k upi ne organi zmov velja, da se hi

zanenamerna g i r jbeleeniia tujih vrst v druga okolja (Valentini in sod., 2016).

3.3 Sodobni molekularni pristopi za zaznavanje cianobakterij

Ena izmed pogosto uporabljenih in pomembnih sodobnih molekularnih orodijdanesj e ver i gna
reakcija s polimerazo (PCR, ang. polimerase chain reaction), razvijajo se tudi nove metode
metabarkodiranja in metode sekveniranja nove generacije (NGS). Ta orodja so v molekularni

biologiji iziemno pomembna, s a j nam omogol ajo nov temeljitejgi
ekol ogk o Uporaba RORknetode, novih metod metabarkodiranja in metod NGS nam

lahko pomagajo zaznati in odkriti cianobakterije pred njihovim masovnim pojavljanjem, hkrati

pa bi lahko te metode dopolnile 0z. nadgradile tradicionalne morfo-taksonomske metode.
AnalizeeDNK namrel omogol ajo tudi analizo in identif
odkrivanje invazivnih vrst alg in identifikacijo alg. Uporaba teh metod je koristna tudi za oceno

ekol ogkega stanja vodni h vir ovnkovitg kof tradicenalmae t od a |
mo r f o lzazripka éBush in sod., 2017).

Posl edica cvetenj cianobakteri|] in sproglanja s
z ma nnadiatska raznovrstnostins | akedg® | o g k ¢C vsittaanspde| 2016). Sedaj se
za oceno ekologkega stanja inzapbzoVagke ki emekd

uporablja le morfo-taksonomija, ki temelji na analizi vrstne sestave fitoplanktonske in
fitobent ogzatejeymihodnielparebnoz al et i utpdbsodolbh ¢ age pr i st or
ki omogol|l ajo specifilno zdesseaab6).strupeni h cianob

Zgoraj omenjeno problematiko naslavlja tudi mednarodni projekt Eco-AlpsWater, ki se izvaja

v okviru programa Interreg Alpine Space (Slika 1). Eden k1 j ul miahmr @il | jreavz vjo ¢
molekulasnega  orodj a na osnovi e DNK, S katerim bi v
upravljanje z vodami, hkratis ot a k § npamema tudiczg peeventivho spremljanje in zgodnje

opozarjanje na tveganje zaradi strupenih cianobakterij.V pr oj ekt u sodel uj e tudi

za Biologijo, kimijeo mogo | i | izvedbo vseh eksperimentov.

okolijski vzorec

Slika 1: Primerjava tradicionalnega pristopainnovi h mol ekul arni h oneodi j pri

r
e k ol o gk e gkaje asrtovm izg upravljanje vodnih virov (Avtor: Eco-Al ps Wat er,201&.1 er g e k
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4 MATERIALI IN METODE

41 Vzor | enj e

V. diplomskem delwu s mo analizir&lsmo Melzemj $s ko iV r
spoml adanskem | asu (marec 20493el iPrpr ivislaikggmo v& ol
vodnemtelesupa s mo i mmedligasanzol i | n ekerhijske pataraetren temperatura

zraka, temperatura |jezer a, mHoplenegakisikadjezers.t , mot no

42 Ekol ogko stanje Velenjskega in Pernigk:t

Vel enjsko jezero spadasomasthla tamdi edyiadacijej okatjee kota , k
posledica izkopavanja lignita v Premogovniku Velenje. Tri jezera, poleg Velenjske ga ¢ e

Gkal sko i n Dr usgominrassktoa |jae zzearroa d i ugrezanja. Vel en
kmZ2in prostornino 20,5 milijonov m® zaenkratnajv e | j e | e ztehitreh, glokokogedb4 m.

V preteklosti so nasip med Velenjskim i n Dr ug mi r s kohranjalijire atrpvalo m
elektrofiltrskim pepelom, kijest r ans ki produkt Kkurjenja premoga

imeli so tudi direkten iztok pepel ne medgani ce vje prigelal® rdo velkega av t o
o nesna ¢,aakrat je pilajezero turkizne barve in je imelo izredno visok pH (11). Po sanaciji
obmol(jzagr adi | i Sso zaprt krogotok tako, da se | e
Go gt aenejkyalitesavodevijezeruge v prvem | et uo|zagsibejeponobno! j gal a
vzpostavilo naravno ravnovesje (Gt e r bnesodk 2004). Ek ol o gk o s tkagajeraVel enj
je bilo leta 2016 zmerno. Velenjsko jezero je preobremenjeno z organskimi snovmi, kar se

o d r a gdo slabih kisikovih razmerah. Koncentracija celotnega fosf
O gP/lIt. Polegtegasovijezerust al no p eweirmstiaulfaton (SO)i povprel na | et n
koncentracija 590 mg/l. Pr ob |l e mat i | n a vr¢deost maliddena yMo)si pkoav pr e | n a

| et na konc e n(Dolimacin Joch, 2@8. Og/ |

Pernigko jezero spada med akumul acijska jezera i
Vosek. Jezero jerazdeljenonadvadela,kij u | ol uj e ozka pregrada. Povr
2,03 km?, povprelno je |jeRermi g eekiekamduBpotoka in kka

Pesnica ( Me d mr leetaj2046 jd bila ek o | odgjakj@® K i upogteva vel razl
elementov, Pe r n i & jkzerg slabo. Prav tako je bilo slabo tudi e k o | cstarjeosamo na

podlagibi ol o g k e g afitoganktkome nkkaar j e pomembno za interpet:
Per ni gk ¢epreabremenjeno s hranili. Izmerjene so bile visoke koncentracije celothega

fosforja; vrednost celotnega fosforja je 125 O g “RDolinar in sod., 2018).

Na podlagi OECD kriterijev je Velenjsko jezero evtrofno, saj je koncentracija fosforja 83 Og P/ |
LPer ni gk o hjpeexvteoina sajkancentracija fosforja presega 100 0 g I'RPreglednica
1).
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Preglednica 1: Lestvica za dololanje evtrofilnosti vodnega t
in OECD, 1982).
OECD KRITERIJI
Trofi | Celotni Anorganski | Prosojnost | Prosojnost | Klorofil a Klorofil a
stopnja fosfor dugi |( povpr (mnimum)|( p o v p r| (maksimum)
(povpri(povpr
STANJE ~ ~ ~ ~
jezera (O0g P (Og N (m) (m) (O6g/ | (O6g/ U
U-oligotrofno <4 < 200 >12 >6 <1 <25
Oligotrofno <10 200 - 400 > 6 >3 <25 <8
Mezotrofno 10- 35 300 - 650 6-3 3-15 25-8 8-25
Evtrofno 35-100 | 500 - 1500 3-15 1,5-07 8-25 25-75

4.3 Priprave vzorcev

4.3.1 Priprava vzorca za merjenje klorofila

Za dol o Kkleofila wzoecu smo uporabili metodo ekstrakcije z etanolom (EtOH) (SIST

ISO 10260, 2001). Pri vzorcu Velenjskega jezera smo vzeli 1000 ml vzorca in ga prefiltrirali

skozi Glass-Microfibre Discs filter (GF/C), ki smo ga namestili na filtrirno napravo. Sp o mo | j o
podtlaka, ki nam je o mo gildiltracijo vzorca. Po filtraciji celotnega vzorca, smo s pinceto filter
odstranili in ga prenesli v stekleno epruveto,j o0 u st r e z terovanjo dodadi § €0 il 90

% EtOH. Stekleno epruveto smo zaprli in shranili v zmrzovalnik.

Pri pripravi v zorsmaskd2ierF/a filtgrlprefigirmali hamjzzncaa 400 ml, in
ponovili enak postopek kot zgoraj (Slika 2).

Slika 2: GF/C filter pofiltraciiiPer ni g k e dZabukoenk,e018).
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4.3.2 Priprava vzorca za izolacijo eDNK

Pri pripravi vzorca za izolacijo eDNK smo vsak vzorec prefiltrirali skozi Sterivex filter (Sterivex,

Qi agen, .Nsepnolmojl|5))ol brizge s mo pol asi f iPbstopek poljenia v z or e
brizge smo ponavljali, dokler se pore v Sterivex filtru niso zama ¢ i | bdzgansmo moraliv e |

potiskati vzorca skozi filter). Brizgo smo zavrgli, Sterivex filter smo preneslivo z n a | verneol k o

ter ga shranilipri-20ACVzor ec Perni gkega jezer arabdil@aoomr ef i | tr
vzorca, ko se je Sterivex f iViotec \&lkngskeffagekzesarsmo pop ol n
f il trir aih uporabil pneo 300@& mlavzorca (60 x 50 ml). Prik ol 1 | i ni 3900 ml
filtriranjem k o n i, kljub temu, da se pore na filtru niso povsem z a ma gfiiter s je le rahlo

obarval.

44 Dol ol itev koncentracije klorofila

Koncentracijo kloroflas mo d ol ol a lzietarplom (BI8T 190d10260, 2001):

Najprej smo predpripravljen vzorec (poglavje 4.2.1.) vzeli iz zmrzovalnika in ga ekstrahirali v
vodni kopeli na 75°C za 5 minut. Vzorec smo zatem pustili 15 minut na sobni temperaturi in ga
odcentrifugirali pri 4000 obratih/min in supernatantu izmerili absorbanco pri 665 in 750 nm.
Vzorec smo zakisali. Desetim ml vzorca smo dodali 0.01 ml 3M HCI in ponovno izmerili
absorbanco pri665in 750nmv | asovnem rdo30minktu od 5
Koncentracijo klorofilaasmonatoi zr al unal i po for mul i

Klorofil a = Gg/ 1)

A Asss-Arso (pred zakisanjem)

Aa Asss-A7s0 (pO zakisanju)

Ve volumen ekstrakta v ml

Vs volumen filtrata v litrih

Kc koeficient 821/ 0g cm
R 1.7 (faktor/koficient)

d dol gina kivete (cm

45 Mo r f o ftasgrioraska analiza

S v e ¢ ativn@)rvzorca smo pregledali pod mikroskopominsemi-k val i t ati vno dol ol i
fitoplanktonske vr st e . Uporabili smo dol ol evalne kljul e,
analizo vzorcev fitoplanktona (Ur e d b a o] stanju RAL&).r \jzorce ssknd h vodeé
koncentrirali -Bios ponmpletd. Vzoreckéymtbr oi z zal et nega volum
skoncentriral iZza madaljnj@ @bddavo &Gmo koncentrat vzorca fiksirali s

paraformal dehi dom. Dololili smo vrste in jih gte
(merjeno pri 40x povelpvjp. bGtevprol pgepeabi gopt
enem Nageotte polju je bilo 1pdneni & 1 celioancent rir
koncentratu v enem Nageotte polju odgovarja 23.784 celicam v 1 ml izhodnega vzorca.

Mi kroskopirald:@ s monega migroskopd BioBlue {Hunorek) upbdadOx, 100x

in 400x pomvoet|loagwaaniii j e posneli s pomol j) kamere Ci
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4.6 Izolacija eDNK

Postopek izolacije eDNK smo izvajali v digestoriju, ki smo ga predhodno dezinficirali z UV

svetlobo. Izolacijo eDNK smo izvedis pomol j o predpripravljenega Kk
DNeasy Power Water Sterivex Kit (Sterivex, Quiage
inventar ter pipetne nastavke s filtri. S pipetnimi nastavki se membrane v Sterivex filtru nismo

dotikali.

1. Odstranili smo zgor nj,kijepimn&polgen k \wdrcerd tpaglaviev e x i |
4.2.2.) in dodali 0,9 ml ST1B raztopine, ki smo ji predhodno dodali raztopino ST1A.

ST1B raztopinao mo g oslpar ogl anj e <cel i c, kce iz memirang,a od st r
nato pa lahko celice v suspenziji lizirajo.

2. Z zgornjim pokrovlikom smo zapr/l.i dovod Steri
vorteks stresalnik, tako da je bil zgornji p

3. Vorteks smo nastavili na minimalno hitrost za 5 minut.

4. Nat o smo Sterivex filter na vorteksu obrnild@i
vklopili na minimalno hitrost za 5 minut.

5. Sterivex filter smo odstranild.i z vorteksa, p C
ml tople MBL raztopine. Predtemsmojocca.5i1 0 mi nut segrevali na 6!
Sterivex filter zaprli z zgornjim pokrovl| kom.
MBL raztopinajemo | an | i zi r vsébujgdeeatgeerngte,ntkiza | oml j enj e

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.
18.

in odstranitev organskih in anorganskih snovi, ki niso DNK.

Sterivex filter smo inkubirali v vodni kopelina90A C z a  5Ogrevamjedfiltrirnih enot
Sterivek &l jguje |izo celic organi zmov, K i S0
mehanske pogkTddebuj ejo razt op akew (ST1B) insrgagentg| anj e
za lizo (MBL).

Sterivex filter smo ohladili na sobni temperaturi za 2 min.

Hori zontalno smo Sterivex filter namestil:| n
na zunanji strani.

Vorteks smo nastavili na maksimalno hitrost za 5 minut.

. 3 ml brizgalko smo napolnili z 1 ml zraka in jo namestili na dovod Sterivex filtra. S

potiskanjem zraka v Sterivex filter smo ustvarili upor, ta je iz filtra iztisnil lizat. Tega pa

smo ujeli v 2,2 ml mikrocentrifugirko.

Lizat smo nato prelili v 5 ml mikrocentrifugirko Power Bead s steklenimi kroglicami

(pomagajo razbiti celice). Namestili smo jo horizontalno na vorteks.

Nastavili smo maksimalno hitrost za 5 minut. Nato pa smo vzorce centrifugirali na 4000

X g za 1 minuto.

S pomoljo pipete smo prenesli supernatant v 2
Dodali smo 300 €L IRS raztopine in nato dali mikrocentrifugirko na vorteks, da se

p r e mezgtem pa smo inkubiralina 4 A 225 min.

IRS je drugi reagent za odstranitev dodatnega organskega in anorganskega materiala,

ki ni DNK, vkl jul no S humi ns ki mi kislinami, cel i
Pomembno je, da odstranimo tiste, ki ipnesnag
| ahko zmanj ¢ aiferxavirajo sadajrgetaplikadlj& DNK.

Mikrocentrifugirko smo centrifugirali na 13,000 x g za 1 minuto in supernatant prenesli

v 5 ml mikrocentrifugirko.

Na MB kolono s filtronkiosnmoog opleanessi Vel pedal ygl
tekoline na kolono.

Podalmpg®MB kol ono smo namestil:] na stojalo za
V mikrocentrifugirko s supernatantom smo dodali 3 ml MR raztopine, ki smo jo

predhodno segreli na 65AC, 5i 10 min. Segrevati jo je potrebno, da se oborine raztopijo.
Uporabiti j 0 | evdlrreabtan egne psreigmeertuo se | ahko vez
Vzorec smo potem premegali na vorteksu.

MBj e raztopina soli vi soke koncentraciije. DN
visokih koncentracijah soli. Raztopina MR prilagodi koncentracijo soli, da selektivho
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19.

20.
21.
22.

23.

24,

25.
26.

27.

28.

dovoli vezavo DNK na membrano silikatnega filtra. Medtem, ko ne-DNK organskemu

in anorganskemu materialu (K i j e ge vednovnikki lkkdneentracijah)s ot e n

prepreli vezavo.

V podaljgek in MB kolono smo prenesl:i 4,5 ml

Ko smoiVvkl vakum, smo omogolili, da je Ilizat |
Odstranili smo podal jgek in ga zavrgl:i

Zatem smo v MB kolono dodali 0,8 ml EtOH in ustvarili vakum, da je lahko popolnoma

stekel skozi.

EtOH je namenjen predpranju. To pomaga odstraniti ostanke n e | i & in @agotovi

vigjo listost in izkoristek DNK.

V MB kolono smo dodali 0,8 ml predhodno pretresene PW raztopine, nato pa ustvarili

vakum in polakali, da je vse steklo skozi. P
p o s uaga. 1 minuto).

PW je pralna raztopina na osnovi alkoholainseupor abl ja za nadal jnje |
DNK je vezana na membrano silikatnega filtra v vezavni koloni. Ta pralna raztopina

odstrani preostalo solindrugene | i st dvlke at i pa o msdageovezana da DN
na membrano silikatnega filtra.

Dodali smo 0,8 ml EtOH v MB kolono, naredili vakum, in p o | a,kda je steklo vse

skozi Nat o pa polakali ge 1 minuto, da se je mem
EtOH oz. etanol zagotavlja popolno odstranitev raztopine ST6.Pos | edi | n@ i igmamo
| i sioastwvelji izkoristek DNK.

Izklopili smo vakum.

Odstranili smo MB kolono in jo namestili na 2,2 ml mikrocentrifugirko. Centrifugirali smo

jona 13,000 x g za 2 mi nut.KCentrifdgirali sme zgtoeda see mbr a n g
odstrani preostali EtOH. Bistvenega pomena je, da odstranimo vse sledi izpiralne

raztopine, ker lahko etanol v vzorcu mo t tevilng nadaljnje aplikacije DNK.

MB kol ono smo prenesl:i na novo 2,2 ml mi kr oc
EB. Centrifugirali smo na 13,000 x g 1 minuto.
MB kolono smo odstranild@ in zavrgli. Mi kr oc

zmrzovalnikuna-2 0 A C.

Slika3: Prefiltrirana vzorca Pernigkega jezera i
skozi Sterivex filter (Zabukovnik, 2019).
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4.7 Kvantitativna ve r ia ¢eakcija s polimerazo i gPCR

Kvantitativna reakcija s polimera@alzloutvl jrievad nment d d
nam omogola dololanje relativne koliline tarlne
reakcijo z DNK polpirneepriaszugj,e kDNKc ivk v 4 onroc u, kol il
vsakem ciklu pribligno podvopggev®mpjaaazapmwma vislake
signal, ki nastaja med pomnogevanjem produkta P
pomnogioikih, nj e sor azmer navnaktaliha d iznail etrkoad urketak ci j e
meritve. Specifil nost nr egeknc izjaegozza vdqglaolpear zal etnih
prilega specifilnima mestoma v tem genu, encim

nukleotidov med tema dvema mestoma (povzeto po Bubik, 2012).

Uporabili smo 5 r aadaligonukleotidov: par ov zal etninh
1. 16S-ciano, ki omogola zaznavanje cianobakterij v
2. 16SIDNK, ki definira kolilino prokariontskih org:
3. 16S-Pla, ki omogol a zaznav oPlankiotlerid s ppaiencmliork aav r o d u
sintezo mikrocistinov;
4. McyE,kiomogol a zaznavo vseh cianobakterij s; potenc
5. 18S rDNK, K i definira kolilino evkariontskih org
Lastnosti posamezni h zal et nPréglednitiR,.gonukl eoti dov s

Za zaznavanje potencialnih proizvajalcev miKkroc
zaletnih ol i BahiolkdSéedtai. dovMc;y E naj bi mg® mwsehg ev al (

cianobakterijskih vrstah, medtem ko naj bi bil 16S-Plas pe c i f i | emtyEx predgta/mké
rodu Planktothrix. Rod Planktothrix j e v Sl oveni ji sicer obilajno p
rekah, vendar smo se za nhamene raziskovalnega de

oligonukleotidov.

Pri zal et ni h 18% rDNKamla&rDNK erhoiugdorahili TagMan kemijo. Pri metodi
TagManpol eg zal etnih oligonukpeoifiidlonma xap sree dvjea et
dodamo reakciapke gegsondodel nukl eotidnega zapor e
oligonukleotidoma. Na 5' koncu sonde je pripeto fluorescentno barvilo, na 3' koncu pa zaviralec

signala, ki pobira svetlobo izsevano z barvila. Dokler sta obe molekuli vezani na sondo,

zaviralec polovi vso svetlobo, ki jo oddaja fluorescentno barvilo. Ko DNK polimeraza pri

prepisovanju DNK naleti na vezano sondo, jo s svojo eksonukleazno aktivnostjo razgradi. Pri

tem se sprostita nukleotida z barvilom in zaviralcem(ni st a v el )tindahko paznarkou p a |
fluorescentni si gnal(poweopo Bubile 20d2).nega bar vil a

Pri zal et ni h 16%$-diagoo6s-Rid, Mcyghg pa sirio hporabili SYBR Green kemijo.

Met oda SYBR Green namesto fluorescentnd&@reenznal ene
ki ima visoko afiniteto vezave na d v o v e.rBarglo 8YB® Qrken ne fluorescira v
raztopini in zalnegeddapat vefhubdr easacZ vwavreardi|ganno e
koliline dvoverignega PCR produkta naragla tudi
zazna (povzeto po Bubik, 2012).

Rezultat gPCR analize je med drugim tudi Ctvrednost. Le-t a oz nigel,wjleatcer em kol i |
produkta naraste dovolj, da signal lahko zaznamo. Vrednost Ct za posamezno reakcijo je
odvisna od Kkolkiil ijree pON sot na Veda | a a karf &klpveje ea k ci j
potrebnih, da dobimo dovolj intenziven signal, ki ga lahko zaznamo.

12
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Preglednica2: Seznam zal etnih.oligonukl eotidov
Zal et ni Zg!etn_i Zagolregj?negzaletn.i fagolregj?nega . Pril] ako
= . . ppligonukleotid [-."° . oligonukleotid o ) Zaporedje sonde o Referenca
oligonukleotid enaor e oligonukleotida enazai oligonukleotida dol gi na
P Jénaprej(; I ¢ enazaj ¢
18S komercialno dostopen Kkit: Eukaryotic 18S rRNA Endogenous
16S GGAGTACGGC CATGCTCCACCG AAAACTCAAATGAA
16S-F CGCAAGGT 16S-R CTTGTG TTGACG ni podano Ma h n2012.
AGCCACACTG
cyano- GGACTGAGAC TCGCCCATTGCG Al-Tebrineh in
16S - ciano reall6SF A cyano-reall6SR GAAA 80 bp sod., 2010.
Ostermaier. V.,
ATCCAAGTCTG CTCTGCCCCTACT Kurmayer. R.
16S-Pla McyE-F2 CTGTTAAAGA [16S-plaR3 ACACTCTAG 248 bp 2009.
Rantala in sod.,
TGAAATTTGTG AATTCTAAAGCCC 2004, Rantala
McyE McyE-F2b TAGAAGGTG |McyE-R4 AAAGACG 810 bp in sod., 2008.
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Potek metode:
Kvantitativni PCR (gPCR) je potekal z napravo ABI 7900 HT Fast Real-Time PCR System.
Nag gPCR protokol pa je potekal po naslednji she
f 2 min na 50AC, 10 miilmmknavasiAiCa (DNKcipadi mar ¢
denaturacija dvoverigne DNK),
1 45 ponovitev,
f 15 s na 95AC (denaturacija dvoverigne DNK),
T 1 min na 60AC (prileganje zailpddalhj (pdv amjnas kv ee

Za preverjanje specifilnosti Z a |Gzeemsmb nad&dnéug o n u k | ¢
protokola dadalio peidildosi nml1%5ACnal®D®5ACna 60AC
Reakcije pomnogevanja smo izvedl:| na mikrotitrsi
luknjicona ne s | i 8 eL reakcijske meganice
Reakcijske meganice «mlvddmev aleagreandloevdnj e
f pri_18S rDNK 2,50 QL vode, 5,00 CL 2x TagMan Universal master mix (Applied
Biosystems) in 0,50 CL Primer/probe mix (20x) (Applied Biosystems),
T pri16S 2,15 QL vode, 5,00 AL 2x TagMan Universal master mix (Applied Biosystems),
0,30 A_ 16S_F (30 Gv1), 0,30 AL 16S_R (30 M) in 0,25 AL 16S_S (10 QwW),
f pri 16S-ciano, 16S-Pla in McyE pa 1,20 L vode, 5,00 &L uni SYBR green master mix,
0, 90 Q. 16S-ciano_F (10 OVl) in 0,90 &L 16S-ciano_R (10 AW).

Nat o smo dodavzorcaPeK. Pool0 @ konlne reakcijske PCR

odpipetiraldi na mi klukgjitamity zapdeealju, ki baopgkiazuje PregledniGa8 4
3.
Preglednica 3: Postavitev vzorcev na testno ploglico
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x |[100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x | 100x
3 3
10x 10x
4 4 4 4
10x 10x 10x 10x
PC PC PC PC
18S | 18S 16S | 16S
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x | 10x 10x | 10x
NTC1 | NTC2 NTC1 | NTC2 NTC1 | NTC2 NTC1 | NTC2 NTC1 [ NTC2
18S 16S 16S-ciano 16S-Pla mcyE

Legenda vzorcev:

liPernigkd l10xzerdl| en vzorec, 100x redlen vzorec)
27 Velenjskojezero( 10x redl|l en vzorec, 100x redlen vzorec)
3i Kos e gk ii pdzitwpa&kontrolazaMcyE( 1 0x red| en vzorec)

4 T _Planktothrix rubescens cvet, Blejsko jezero (10x r e d | e n ) ¥ poaitivrea &kontrola za

16S-ciano in 16S-Pla
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51 slepakontrola 0z. ozadie( k ont r ol a DNK i zolacije, ki nam pov
med izolacijo. Postopek izolacije je bil isti kot pri testiranih vzorcih, delali smo vzporedno

izolacijo, samo da smo namesto vzorca jezera prefiltrirali sterilno vodo).

NTC 1 negativna kontrola, reakcija z vodo brez nukleaz namesto DNK vzorca (ang. no

template control),

PC 18S'i pozitivha kontrola za 18S

PC 16S i pozitivha kontrola za 16S

Orangnai188r va

Modra barva i 16S

Vi ol il inl®s-ciamor v a
Turkizna 7 16s-Pla
Zelena 1 McyE

4.8 Disociacijske krivulje

Analiza disociacijske krivulje se izvede po qPCR analiziz namenom ocene speci
pomnogeni h produktov glede na nji howmeeratuio® ci aci j
y pa fluorescenco (F). Temperatura disociacije
vsebnosti G:C in pufra. Najvigja tolka krivulje
kateri je ~ 50% DNK v obliki enojne vija| ni ¢ e ( Bresodg R0Ot3). §d pomeni, da bosta

i mela dva PCR produkt a, ki ni sta ePRrdakas,pedriudgdIlnre

pomnogevanju nagih tarlnih produktov pril|l akuj emc
podobni. Sklepamo, da bodo imeli vsi DNK produkti enako temperaturo disociacije (torej samo

en vrh na grafu). Le je teh vrhov vel, pomeni ,
naga tarsbrastainespeci fil ni produkt.i

49 Ocena kakovostistienhnnkioklo |é& Naen oDd\tKo p ¢

Kol iDNKme podatke o njeni |istosti smo dX000| il i s
(Thermo Fisher Scientific, ZDA), ki na osnovi absorbance p r i 260 n kondertracgol u n a

DNK, iz razmerja absorbanc pri260nmi n 280 nm pa d osivzorbui(povzéetsspp ost DN
Bubik, 2012).
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 Fizikalno-k emi | ne | astnosti vzorcev vode
Vzor|l enje na Velenjskem in Pernigkem jezeru e
odvzemomv zorca za izolacij o e DNKemiskihoparametnoe kiisd i v el

zapisani v Preglednicah 4 in 5.

Okolica Velenjskega jezerajena j sutgmani urej ena, s affamgmotudiam mes
v z o ri |Slikd 4), severna in vzhodna stran sta p o r a g4 deeviem in obvodnimi rastlinami,

kot je rogoz. Na zahodni stranipr i nasi pu med jidgmadegradiranoe obmol| j e v
Okolica Pernigkega jezera je v velini porasl a z
delu se nahaja zbiralnik, kjer je zapora. TamsmoP e r ni ¢ k eudij evzzeorro| i).l i (Slika

Slikad: Vzor | en egjerém (Zabukowik, 2019).

Preglednica 4: Izmerjeni parametri na Velenjskem jezeru.

Izmerjeni parametri

Temperatura zraka 116 AC
Temperatura vode 76 AC
pH 6,85
Prevodnost 307,4 GS/cm*
Motnost 0,7 NTU**
Kisik 0,9 mg/l
*enota 0S/cm (mikro Simens na centimeter),
**NTU (ang. NTU i nephelometric turbidity unitoz.nef el omet ri | ne t Qr bi di met
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Slika5: Vzor|l enje PernigkeXm).jezera (Zabukovni

Preglednica 5: Izmerjeni parametrinaP e r ni § k e éhi gri eregeadi.u

Izmerjeni parametri |

Temperatura zraka 13,1 AC

Temperatura vode 11,1 AC

pH 6,80

Prevodnost 301,5 GS/cm

Motnost 35,2 NTU

Kisik 0,9 mg/I

Ugotoviismo,da sta se v | asu azikgvalihe verem patametru; jn sicee r i r
pri motnosti, kijebilavPer ni §kem | ez eMat masetc ejj e ewtrofripgiansz ar a d i
tem velje kolililKevélijiopéwanoakbbdoemas\w a n jpe ikmpetviaj s ki

izpiranje v vse pritoke, ti se iztekajo v to akumulacijsko jezero. Pri pregledu vzorca pod
mikroskopom smo ugotovili, da je bilo v vzorcu veliko suspendiranih sedimentov in smeti, kar
dodatno prispeva k vigji mot nost i
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