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Al Glive bazidiomicetnega rodu Wallemia so med najbolj ekstremofilnimi evkariontskimi organizmi, opisanimi

doslej. Uspevajo v okoljih z nizko koli¢ino biolosko dostopne vode (suha, sladka in slana hrana, zrak, prst, soline in slana
jezera). Rod Wallemia vsebuje le tri vrste: W. ichthyophaga, W. muriae in W. sebi, ki so vse kserofilne in halofilne.
Halofilni organizmi visoko slanost okolja kompenzirajo s kopi¢enjem visokih znotrajceli¢nih koncentracij osmolitov,
bodisi kationov bodisi kompatibilnih topljencev. Poleg tega pa razvijejo tudi posebne prilagoditve na nivoju oblike celice
in celiéne stene. Namen S$tudije je bil identificirati in kvantificirati osmolite vseh treh vrst rodu Wallemia ter raziskati
diferen¢no izraZanje proteinov celi¢ne stene pri slanih pogojih. Rastne krivulje smo doloéili s tehtanjem suhe biomase
med rastjo pri zmerni in ekstremno visoki slanosti teko¢ega gojiséa. Morfologijo celic in celi¢nih skupkov smo preuéili s
svetlobno mikroskopijo. Koli¢ino in tip kompatibilnih topljencev smo dologili s HPLC, vsebnost K™ in Na* pa z atomsko
absorpcijsko spektroskopijo. Proteine celi¢ne stene W. ichthyophaga smo lo¢ili z dvodimenzionalno gelsko elektroforezo
in analizirali s tandemsko MS. Meritve vsebnosti osmolitov so pokazale, da vrste rodu Wallemia kopiéijo glicerol,
arabitol in manitol ter vzdrzujejo relativno nizko vsebnost kationov pri pogojih visoke slanosti. Znotrajceliéna vsebnost
natrija je vi§ja od kalija, kar je pri glivah nenavadno. Subproteomske analize proteinov celi¢ne stene W. ichthyophaga so
pokazale, da se nekateri proteini, vklju¢eni v metabolizem sladkorjev in celiéno morfogenezo, izrazajo razli¢no pri
zmerni in pri ekstremno visoki slanosti. Nasi rezultati potrujejo hipotezo, da je za ohranjanje celi¢ne integritete pri slanih
pogojih pomembno kopicenje znotrajceli¢nih osmolitov. Nizke vsebnosti osmolitov so verjetno posledica rasti v obliki

gostih skupkov, znotraj katerih so celice manj izpostavljene slanemu okolju.



Zajc J. Fizioloske prilagoditve kserofilnih gliv iz rodu Wallemia na rast pri slanih pogojih v
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

KEY WORDS DOCUMENTATION

DN  Dn

UDC 581.5:582.28(043.2)=163.6

CX  genus Wallemia, physiological adaptations, salinity, osmolytes, subproteomics

AU  ZAJC, Janja

AA GUNDE CIMERMAN, Nina (supervisor)/KOGEJ, Tina (co-supervisor)/
PLEMENITAS, Ana (reviewer)

PP SI-1000 Ljubljana, Vecna pot 111

PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Biology

PY 2009

TI PHYSIOLOGICAL ADAPTATIONS OF XEROPHILIC FUNGI FROM GENUS
Wallemia TO LIFE AT SALINE CONDITIONS

DT  Graduation thesis (University studies)

NO  XI, 106 p., 13 tab., 30 fig., 66 ref.

LA sl

AL  sl/en

AB Fungi from basidiomycetous genus Wallemia are amongst the most extremophilic eukaryotes ever described.

They thrive in environments with low amount of biologically available water (dry, sweet and salty food, air, soil, salterns
and salt lakes). Genus Wallemia contains only three species: W. ichthyophaga, W. muriae and W. sebi, which are all
xerophilic and halophilic. Halophilic organisms counterbalance high environmental salinity by accumulating high
intracellular amounts of osmolytes (either cations or compatible solutes). In addition, they also develop special
adaptations on the level of the cell morphology or the cell wall. The objectives of the study of W. ichthyophaga,
W. muriae and W. sebi were to identify and to quantify the osmolytes and to discover differentially expressed cell wall
proteins, when grown at high salinity conditions. Growth curves of all three Wallemia spp. were constructed by
measuring the dry biomass weight while culturing them at moderate and extremely high salinity in liquid growth media.
Cell and cell cluster’s morphology was examined by light microscopy. We determined amounts and types of compatible
solutes by HPLC and amounts of K*and Na* by atomic absorption spectroscopy. Cell wall proteins of W. ichthyophaga
were separated by two-dimension gel electrophoresis and analysed by tandem MS. Osmolyte measurements at moderate
and high salinity conditions showed that Wallemia spp. accumulate glycerol, arabitol and mannitol while maintaining
relatively low cation content at high salinity conditions. Surprisingly, the amounts of sodium are higher than the amounts
of potassium, which is an unusual phenomenon for fungi. Subproteomic analysis of W. ichthyophaga cell wall proteins at
moderate and extreme salinity showed differential expression of some proteins, involved in sugar metabolism and cell
morphogenesis. Our results confirm the predictions that the accumulation of osmolytes is important for the preservation
of the cell integrity in extreme saline environments. Low contents of osmolytes may be due to growth in dense clusters of

cells, inside which cells are less exposed to saline media.
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1 UVvOD

Mikroorganizmi lahko, za razliko od visjih oblik Zivljenja, poseljujejo dolo¢ena okolja, ki so z
antropocentri¢nega gledis¢a ekstremna/skrajnostna. Taksni ekstremi so polarne regije, vroci
vrelci, globine oceanov, vrhovi gora, puscave, s kemikalijami onesnazena tla, kisle in bazi¢ne
vode ter s soljo nasicene vode in drugi, ki se pojavljajo po vsej Zemeljski obli. Slanost kot
glaven okoljski parameter zasluzi pozornost mikrobiologov in biotehnologov, saj imajo

zaSCitni mehanizmi tolerance na slanost Siroko komercialno uporabnost (Andreishcheva,

1999).

Mikrobiologija ekstremofilov (to je organizmov, ki uspevajo v ekstremnih okoljih) je bila
sprva osredotoena na prokariontske mikroorganizme, in sicer zaradi prepri¢anja, da
evkariontski organizmi niso zmozni zivljenja v ekstremnih pogojih. NovejSe raziskave so
razkrile veliko bioloSko pestrost evkariontskih organizmov v ekstremnih okoljih, med katerimi

so glive ekolosko najuspesnejse (Gunde-Cimerman et al., 2005).

Osmotski stres, ki nastane zaradi visoke koncentracije soli ali neionskih topljencev v
obdajajoem mediju, je za zivljenje omejujo¢ dejavnik. Zaradi obilja morske vode na Zemlji
in vedenja, da zivljenje izvira prav iz morja, ni presenetljivo, da se je zgodba o osmotskih
prilagoditvah osredotoCila na halofilne in halotolerantne organizme (Kusher, 1978; Larsen
1986; Oren, 1994, cit. po Galinski, 1995). Najbolje raziskani evkariontski ekstremofili so
halofilne in halotolerantne glive, ki poseljujejo hiperslane vode slanih jezer in solin po svetu
(Gunde-Cimerman et al., 2004, 2005).

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Skupina raziskovalcev (Zalar et al., 2005) katedre za biologijo mikroorganizmov Oddelka za
biologijo na Biotehniski fakulteti je opisala nov red gliv Wallemiales in v njegovem okviru rod
Wallemia s tremi vrstami (W. sebi, W. muriae in W. ichthyophaga), od katerih sta slednji dve

novi za znanost. Glive tega rodu so po naravi kserofilne, W. ichthyophaga pa je najbolj
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halofilni evkariontski organizem opisan doslej, saj za rast potrebuje minimalno 10 % NaCl v
gojis¢u. V naravi se vse tri vrste pojavljajo v okoljih z nizko vodno aktivnostjo oziroma visoko
slanostjo, na primer v izjemno slanih vodah solin. Rod Wallemia je zanimiv tudi s
filogenetskega stalisCa, saj predstavlja staro, loceno linijo znotraj debla Basidiomycota, med
katerimi tako reko¢ ni opisanih kserofilnih gliv in je komajda nekaj kserotolerantnih (Zalar et
al., 2005).

Halofilni organizmi uporabljajo dve osnovni strategiji prilagoditve na visoko slanost v
zunanjem okolju:
1) »KCl strategijo«, za katero je znaCilno vzdrZzevanje podobne znotrajceli¢ne
koncentracije soli (KCI), kot je v zunanjem okolju, ali
ii) w»strategijo organskih osmolitov«, pri kateri osmotski tlak medija uravnajo s
kopic¢enjem organskih kompatibilnih topljencev.
Pri prvi vnasajo ione v celico do nivoja izenacitve turgorja in osmotskega tlaka, pri drugi
strategiji pa osmotski tlak v celici izravnavajo s sintezo kompatibilnih topljencev (Oren,
1999).

1.2 CIW

Cilj diplomske naloge je ugotoviti, katero strategijo osmoadaptacije pri pogojih visoke slanosti
imajo W. sebi, W. muriae in W. ichthyophaga. Ker so bile tri vrste gliv rodu Wallemia opisane
Sele pred nedavnim, njihovi mehanizmi prilagajanja na visoko slanost $e niso znani.

Poleg tega pa smo zeleli pregledati $e izraZanje proteinov celi¢ne stene in citosola pri nizki in
visoki slanosti pri W. ichthyophaga v primerjavi z vrsto Hortaea werneckii, ki je modelni

halofilni evkariont.

1.3 DELOVNAHIPOTEZA
1. Predvidevamo, da se glive iz rodu Wallemia, ki uspevajo pri Sirokem razponu koncentracij
NaCl v gojiscu, prilagajajo na povisano slanost v okolju s kopi¢enjem ionov ali kompatibilnih

topljencev. Vnos ionov v celico do nivoja izenalitve turgorskega in osmotskega tlaka je
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znacilen predvsem za prokariontske ekstremne halofile iz domene arhej in za nekatere
bakterije. Med evkariontskimi organizmi to strategijo do neke mere uporablja le kvasovka
Debaryomyces hansenii. Ceprav predvidevamo, da glive iz rodu Wallemia sintetizirajo
kompatibilne topljence, najverjetneje glicerol, obstaja zaradi filogenetsko locene pozicije

(Zalar et al., 2005) tudi moznost, da uporabljajo strategijo vnosa ionov.

2. Strategija osmoadaptacije naj bi se pokazala tudi s proteomsko analizo proteinov citosola in
celicne stene. Predvidevali smo, da bomo pri vi§ji slanosti nasli proteine, vkljucene v sintezo
kompatibilnih topljencev. Glede na to, da so celi¢na stena in vanjo vkljuceni proteini v
direktnem stiku s slanim okoljem, predvidevamo, da bodo imeli pri vi$ji slanosti proteini ve¢

negativnih nabojev.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OPREDELITEV POJMOV

Organizme, ki uspevajo pri povi$anih koncentracijah soli, glede na rastni optimum razvr§¢amo
kot halofilne (rahlo, srednje ali ekstremno halofilne), halotolerantne in morske. Halofilni
organizmi za rast potrebujejo sol in imajo optimalno rast pri znatno visji koncentraciji soli,
kot jo ima morska voda. Halotolerantni mikroorganizmi za rast ne potrebujejo soli, vendar
jo v rastnem mediju tolerirajo do neke meje, ki je v veliki meri odvisha od sestave samega

rastnega medija (Galinski, Truper, 1994).

Sol v rastnem mediju zmanjSuje koli¢ino biolosko dostopne vode, zato so slana okolja za
organizme tako reko¢ suha. Organizmom, prilagojenim na rast pri zniZzanih vodnih aktivnostih,
ne glede na topljenec v rastnem mediju, pravimo kserofili. Ve¢ina gliv, ki rastejo na slanih
substratih, kaze splosen kserofilni fenotip, obstajajo pa tudi prave halofilne glive. Glive so
kserofilne, ¢e dobro rastejo pri vodnih aktivnostih 0,85 ali manj, kar ustreza 17 % (m/V) NaCl
ali 50 % (m/V) glukoze v rastnem mediju. Po novejsi definiciji halofilnosti pri glivah so
halofilne tiste vrste, ki jih redno in v visokem stevilu izoliramo iz okolja na selektivnih
medijih s slanostjo nad 10 % in so sposobne rasti in vitro na gojis¢u z najmanj 17 % NaCl
(Gunde-Cimerman et al., 2004, 2005).

Galinski in Triper (1994) predlagata razlikovanje med organizmi, ki tolerirajo sol zaradi
notranjih zascitnih mehanizmov ter organizmi, ki kazejo »pridobljeno« halotoleranco zaradi

kopicenja zas¢itnih snovi iz okolja.

Termin »osmoadaptacija« ima Sirok pomen in zajema tako fizioloske kot genetske
manifestacije prilagoditev na pomanjkanje vode v okolju. Izraz »osmoregulacija« je bolj
primeren za opis takoj$njih regulatornih odzivov, ki vkljucujejo aktivnost senzorjev ali

prozilcev, ki preoblikujejo okoljske spremembe v fizioloSke signale (Galinski, 1995).
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2.2 HIPERSLANA OKOLJA

Hiperslana okolja so tista okolja, ki imajo koncentracijo soli vi§jo od morske vode, to je vec
kot 3,5 % (m/V) NaCl (Microbial Life, Extreme Environments, 2007). Pogosta so $irom sveta,
najpogostej$a pa so v vro¢ih in suhih predelih. Koncentrirane raztopine soli najdemo v
naravnih ekosistemih, kot so morski bazeni in slana mocvirja, slana in alkalna jezera ter v

umetnih ekosistemih, kot so soline (Galinski, Triiper, 1994) ali s soljo konzervirana zivila.

Slana jezera se lahko po ionski sestavi mo¢no razlikujejo med seboj, saj je le-ta moc¢no
odvisna od okoliske topografije, geologije in splosnih klimatskih razmer. Hiperslane vode
glede na izvor delimo na dva tipa, atalasohaline in talasohaline. Za oba tipa je znacilen bolj ali
manj nevtralen pH. Atalasohaline so tiste slane vode, na katerih ionsko sestavo vpliva
geoloska podlaga, zato zanje niso znacilne visoke vsebnosti kloridnih in natrijevih ionov
(Galinski, Triper, 1994). Primera tak$nega tipa okolja sta Veliko slano jezero ter Mrtvo morje.
Slednje ima vodno aktivnost 0,50 (Krumgalz et al., 2000) in je s slanostjo 340 g I'* eno izmed
najbolj slanih jezer na Zemlji. Talasohalina voda je zaradi evaporacije koncentrirana morska
voda, v kateri prevladujeta iona natrij in klorid (Oren et al., 2002). Primer talasohaline vode so
soncne soline, kakrsne so tudi Secoveljske soline na slovenskem delu Jadranske obale. Glavna
znacilnost solinskih bazenov je narascanje slanosti od 3 % do 35 % NacCl, torej do nasi¢ene
raztopine soli, zaradi izhlapevanja morske vode, nizka koncentracija kisika, visoka intenziteta
svetlobe, zadostna dostopnost hranil ter nevtralni pH. Morska voda postopoma izhlapeva v

zaporednih evaporativnih bazenih.

Alkalna jezera so tudi tip hiperslanih okolij, kjer visoko koncentracijo soli spremlja e poviSan
pH zaradi vsebnosti karbonatnih mineralov v okoliskih kamninah. Vrednosti pH so lahko tudi
zelo visoke, med 10 in 12. V takih razmerah sta odsotna Ca®* in Mg®", saj v zelo bazi¢nem
okolju precipitirata iz raztopine. Evaporacija povzro¢i koncentriranje naravno prisotnih

bazi¢nih soli.


http://serc.carleton.edu/microbelife
http://serc.carleton.edu/microbelife/extreme/index.html

Zajc J. Fiziolo$ke prilagoditve kserofilnih gliv iz rodu Wallemia na rast pri slanih pogojih 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

Hiperslane habitate predstavljajo tudi povrSine s soljo ali kisom konzerviranih zivil ter
fermentirani produkti orientalske kuhinje (sojina omaka) (Galinski, Trlper, 1994). Sol
odvzame vlago, torej zniza vodno aktivnost, kar onemogoca rast Stevilnim bakterijam in
glivam, ki bi zivilo hitro pokvarile. Najveckrat se s soljo konzervira mesne izdelke in ribe.
Posamezni izdelki se po vodni aktivnosti razlikujejo v odvisnosti od koli¢ine dodane soli ter

stopnje osusenosti mesa.

Slana okolja za razvoj halofilnih in/ali halotolerantnih mikroorganizmov predstavlja tudi koza
ljudi in zivali, povrSine puScavskega grmicevja, ki izloca sol, in druge povrSine v aridnem

podnebju, ki so izpostavljene periodi¢cnemu susenju (Galinski, Triiper, 1994).

Poleg novodobnih hiperslanih makroekosistemov so v preteklosti hiperslane vode pokrivale
velike povrsine v razli¢nih delih sveta. Na to kazejo depoziti kamene soli v Evropi in Severni
Ameriki. Tako je jasno, da evolucija halofilnih in halotolerantnih oblik zivljenja poteka ze
dolgo casa (Galinski, Triper, 1994).

2.3 BIOLOSKA PESTROST HIPERSLANIH OKOLIJ

Ekstremna okolja navduSujejo mikrobiologe od odkritja mikroorganizmov, ki uspevajo v
niSah, za katere so pred tem mislili, da so abiotske (Gunde-Cimerman et al, 2005). Mikrobno
Zivljenje je mo¢ najti v vsem razponu koncentracij soli, od sladke vode, morskih biotopov do

hiperslanih okolij, kjer koncentracija NaCl dosega nasicenje.

Halofilni in halotolerantni mikroorganizmi so v vseh treh domenah zivljenja: Archaea,
Bacteria in Eucarya. Kolonizacija hiperslanih okolij je tako uspesna, da populacije halofilnih

ali halotolerantnih mikroorganizmov dosegajo visoke gostote (Oren, 1999).
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Sprva so se zaradi preprianja, da evkariontski organizmi niso zmozni zivljenja v ekstremnih
pogojih, osredotocili na raziskave prokariontskih mikroorganizmov (Gunde-Cimerman et al,
2005). Galinski in Triper (1994) v spektru mikrobnih vrst slanih biotopov evkariontskih
predstavnikov, razen alge Dunaliella, ne omenjata. Novejse Studije so razkrile veliko biolosko
raznolikost evkariontskih organizmov v ekstremnih habitatih, med katerimi so glive ekolosko
najuspesnejSe (Gunde-Cimerman et al, 2005). Skupina raziskovalcev je iz hiperslane vode
Secoveljskih solin izolirala Stevilne vrste gliv, ki jih umetno uvr§¢amo v skupino ¢rnih
kvasovk. Ugotovili so, da je hiperslana voda naravna ekoloSka niSa za halofilne ¢rne kvasovke

(Gunde-Cimerman et al., 2000).

V naravnih okoljih z ekstremnimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi prevladujejo arheje in
bakterije, a so v njih tudi evkariontski mikroorganizmi, med njimi »¢rne kvasovke« 0ziroma
mikrokolonijske glive oziroma meristematske askomicete, izredno uspesni. Znane so Ze od
konca 19. stoletja (de Hoog et al., 1999). Tezavna morfologija, pocasna rast in slaba
kompetitivna sposobnost je pogosto omejevala izolacijo in identifikacijo teh gliv (Gunde-

Cimerman in Plemenitas, 2006).

2.3.1 Halofilne érne kvasovke

Melanizirane glive ekstremnih habitatov so vsaj del Zivljenja ali v kvasni ali v meristematski
obliki (de Hoog et al., 1999). Skupina halotolerantnih ¢rnih kvasovk je polifiletska (Sterflinger
et al., 1999), a vecino predstavnikov uvr§¢amo v red Dothideales (de Hoog et al., 1999). Za
¢rne kvasovke so znalilne melanizirane in pocasi rastoe kolonije ter razmnozevanje z
izodiametricnimi podaljski delecih se celic. Njihove znacilne lastnosti so: polimorfizem (so v
kvasni, filamentozni in meristematski obliki), meristematska rast in endokonidiacija ali
sarcinska konidiogeneza. Pogoste so muriformne celice, ki se razvijejo s konverzijo
nediferenciranih hif, ter debela, melanizirana celicna stena (Zalar et al., 1999; Gunde-

Cimerman in Plemenitas, 2006).
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.....

za halofile in kserofile nasli stevilne (osmotolerantne in prave halofilne) vrste gliv, ki jih lahko
razdelimo na dve skupini. Prva skupina so nehalofilne nemelanizirane glive, izolirane
najverjetneje, da so bile v solinsko vodo zanesene iz okoljne prsti ali dna solinskega bazena ter
se v slani vodi najverjetneje ne morejo razmnozevati (Gunde-Cimerman et al., 2000). Druga
skupina pa so skoraj izlju¢no melanizirane, halotolerantne in halofilne glive, ki so jih izolirali
Phaeotheca triangularis, Trimmatostroma salinum in Aureobasidium pullulans. Vsi taksoni
pripadajo redu askomicet, to je redu Dothideales. Njihova naravna ekoloska nisa je hiperslana

voda solin (Gunde-Cimerman et al., 2000).

H. werneckii (Dothideales, Ascomycota) je melanizirana, kvasovkam podobna vrsta gliv, ki jo
uvrséamo v arbitrarno skupino tako imenovanih ¢rnih kvasovk. Gre za ekstremno
halotolerantno ali celo halofilno vrsto (Petrovié¢ et al., 1999; Gunde-Cimerman et al., 2000).
Njena naravna ekoloska ni$a so hiperslane vode solinskih bazenov, Kjer se je pokazala kot
prevladujoca glivna vrsta med celotno sezono pridelave soli (Gunde-Cimerman et al., 2000).
Izoliramo pa jo lahko, kot opisujejo mnogi avtorji, iz morske vode, soljenih rib ter ¢loveske
koze, kjer povzro¢a kozmeti¢no nevSecnost, imenovano tinea nigra (Zalar et al., 1999).
H. werneckii raste v celotnem obmocju koncentracij soli, od 0 % NaCl do nasi¢enja raztopine
(32% NaCl) tako v solinskih bazenih kot v in vitro laboratorijskih razmerah (Gunde-
Cimerman et al., 2000; Gunde-Cimerman in Plemenitas, 2006). H. werneckii je najbolje
opisan evkariontski halofilni organizem in je ena izmed najbolj halotolerantnih vrst med vsemi
mikroorganizmi. Zato je zelo primerna kot modelni organizem za Studije tolerance na sol pri

evkariontih (Gunde-Cimerman in Plemenitas, 20006).

A. pullulans je kozmopolitska halotolerantna vrsta iz redu Dothideales, ki tolerira do 17 % soli
v rastnem mediju. Na visjih koncentracijah soli ali sladkorja ne uspeva (Gunde-Cimerman et

al., 2000). P. triangularis je obligatorno halofilna vrsta (Zalar et al., 1999) z ozko ekolosko
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amplitudo. Najvi§jo frekvenco pojavnosti v solinskih vodah ima v obmoc¢ju med 22 % do 28
% NaCl ter je nezmozna rasti pri 32 % soli (Gunde-Cimerman et al., 2000). P. triangularis je
najpogosteje izolirana iz mikrobnih biofilmov na povrS$ini hiperslanih vod in iz mikrobnih odej
(Butinar et al., 2005). Za vrsto T. salinum je znacilna meristematska rast. Prvi¢ so vrsto opisali
Zalar s sodelavci (1999a), in sicer izolat iz hiperslane vode slovenskih solin. T. salinum raste v
in na potopljenem lesu v solinskih bazenih (Butinar et al., 2005). Debaryomyces hansenii je
kriotolerantna morska kvasovka, ki lahko tolerira do 24 % NaCl. Sposobna je rasti pri nizki
temperaturi in v slanem okolju. Prisotna je v mlekarnah, slanih in arkti¢nih vodah.

Kontaminira produkte z nizko vodno aktivnostjo (Prista, 1997).

2.3.2 Rod Wallemia

2.3.2.1 Ekologija gliv rodu Wallemia

Wallemia Johan-Olsen je kozmopolitski rod kserofilnih bazidiomicetnih gliv, ki so pogosto
vzrok za pokvarjeno hrano. Obsega tri vrste: W. ichthyophaga, W. sebi in W. muriae. Vrste
lahko izoliramo iz sladke (sadje, marmelade, torte, sladkor), slane (ribe, meso, arasidi) in
posusene hrane ter morske soli, prsti in zraka. Sprva je bil rod Wallemia opisan kot halofilen,
topljenca za znizanje vodne aktivnosti. Kserotoleranca je pri bazidiomicetah relativno redka
(Zalar et al., 2005). Testi kserotolerance so pokazali, da rod Wallemia predstavlja enega
najbolj kserofilnih taksonov gliv. Med njimi je najbolj kserofilna vrsta W. ichthyophaga. Raste
v gojis¢u z znizano vodno aktivnostjo z najmanj 10 % (m/V) NaCl, kar ustreza vodni
aktivnosti 0,959, pa vse do nasi¢enosti s soljo (32 % NaCl oziroma vodna aktivnost 0,771).
Med vsemi do sedaj opisanimi evkariontskimi organizmi je vrsta W. ichthyophaga tudi najbolj
halofilna. W. muriae raste pri vodnih aktivnostih od 0,984 do 0,805. W. sebi je edina
predstavnica rodu, ki raste tudi na substratih brez znizane vodne aktivnosti. Povprecen premer
kolonij z oznaceno standardno deviacijo meritev glede na vodno aktivnost trdnega gojisca
prikazuje slika 1 (Zalar et al., 2005).
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Slika 1: Rast vrst iz rodu Wallemia na gojis¢u z razli¢nimi vodnimi aktivnostmi z NaCl kot topljencem (Zalar et
al., 2005: 321).

Doloceni sevi vrst Wallemia lahko proizvajajo toksine valeminol in valeminon ter povzrocajo
subkutane infekcije pri ljudeh, verjetno pa so tudi odgovorni za alergoloske tezave, ki se
odrazajo v bolezni kmetovih plju¢. Wood s sodelavci (1990) je pokazal, da ima izolat W. sebi
toksicne ucinke. Izolirali so valeminol A in ga okarakterizirali kot tricikli¢ni
dihidroksiseskviterpen, katerega minimalna inhibitorna doza (50 pg/ml) je primerljiva z

mikotoksinoma, kot sta penicilinska kislina in citrinin.

2.3.2.2 Filogenetska uvrstitev gliv rodu Wallemia

Po filogenetski primerjavi sekvenc vrst Wallemia z drugimi glivami v zraku (vefinoma
askomicetami in zigomicetami) (Wu et al., 2003), je dobil rod Wallemia izolirano in
nerazreSeno pozicijo. Filogenijo, taksonomijo in tudi ekologijo rodu Wallemia je Studirala
Zalar s sodelavci (2005) in izolirane seve primerjala z razlicnimi referen¢nimi sevi. Visji
filogenetski rangi so bili izpeljani iz analize skupine genov SSU rDNK (slika 2), dolocitev vrst
pa je potekala s Studijo sekven¢nih podatkov ribosomalne DNK (slika3) (5.8S rDNK in ITS),

morfoloskih in fizioloSkih znacilnosti (Zalar et al., 2005).
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Slika 2: Filogenetsko drevo gliv glede na SSU rDNK (Zalar et al., 2005: 316).

Po analizah majhne jedrne podenote ribosomalne DNK (SSU rDNA) je Wallemia uvrséena v
vejo skupaj z Ustilaginomycetes in Hymenomycetes (Basidiomycota). V tej veji zavzema
lo¢eno pozicijo, daljno sorodno s Filobasidiales (slika 2). Ustilaginomycetes in
Hymenomycetes imata izolirano filogenetsko mesto med bazidiomicetami in vsebujeta taksone
s kvasovkam podobnimi anamorfi in biotrofnimi Zivljenjskimi slogi. Ti dve pojavnosti sta
znaCilni za filogenetsko stare oblike Zivljenja. Rod Wallemia je relativno soroden tak$nim

oblikam Zivljenja, zato naj bi bil filogenetsko starodaven takson (Zalar et al., 2005).

Da je Wallemia bazidiomicetna linija, je pokazal tudi Matheny s sodelavci (2006) z analizo
drugih genov. Preucili so filogenetsko pozicijo Wallemiomycetes z uporabo nukleotidnih

znacilnosti 18S, 25S in 5.8S genov ribosomalne RNK in z analizo aminokislinskih mest
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genov, ki kodirajo jedrne proteine. Ugotovili so, da je Wallemiomycetes zgodnja linija znotraj
Basidiomycota, kjer zavzema osnovno pozicijo blizu Entorrhizomycetidae (Matheny et al.,
2006).

Rod Wallemia karakterizirajo Stevilne nukleotidne substitucije v SSU rDNK in SSU rDNK, ki
jih pri drugih glivnih taksonih ne najdemo. Te so se verjetno nakopicile med dolgotrajno
evolucijo ali pa obstajajo zaradi izumrtja bliZznjih sorodnikov rodu Wallemia, kar ponovno

namiguje na filogenetsko starodavnost rodu (Zalar et al., 2005).

Med vrstami znotraj rodu so velike molekularne razdalje med analiziranimi zaporedji rDNK.
Zaporedja W. ichthyophaga se ne pokrivajo dobro z zaporedji W. sebi in W. muriae. W.
ichthyophaga se razlikuje od ostalih dveh vrst po $tevilnih nukleotidih SSU in ITS rDNK
(slika 3).

Wallemia ichthyophaga

10 korakov Wallemia sebi

Wallemia muriae

Slika 3: Radialni dendrogram, ki temelji na ITS rDNK, kaze na sorodnost W. sebi in W. muriae in od njiju
molekularno oddaljeno W. ichthyophaga (Zalar et al., 2005; 318).

Kljub molekularnim razlikam pa je sorodnost vrst rodu Wallemia podkrepljena z morfoloskimi
znacilnostmi. Pri vseh treh vrstah se iz morfolosSko podobnih konidioforov tvorijo artrosporam
podobni konidiji v enotah po 4. Morfologija konidioforov in bazoavksalni tip konidiogeneze
sta edinstvena v kraljestvu gliv. Morfologijo vseh treh vrst prikazuje slika 4. Molekularna

odmaknjenost W. ichthyophaga ne preseneca, saj se tudi morfolosko razlikuje od ostalih dveh,
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med seboj zelo podobnih, vrst. Le W. ichthyophaga tvori sarcinam podobne strukture (Zalar et
al., 2005).

(CBS 196.56); (b) simpodialno podaljsanje konidiofor (CBS 196.56); (c) konidiogene celice tvorijo po Stiri
konidije skupaj (MZKI B-953); (d, e) konidiji v verigah (MZKI B-384 in CBS 196.56); (f-j) Wallemia muriae,
MY50G. (f) Germinacija odebeljenega konidija v hifo (EXF-753); (g, h) konidiogene celice tvorijo konidije
(CBS 110624; EXF-755); (i) konidiji (CBS 411.77); (j) konidiji v verigah (k-0) Wallemia ichthyophaga,
MY50G. (k) muriformne hife (EXF-759); (I) konidiogene celice tvorijo konidije EXF1059), (m) sarcinam
podobne strukture celic (EXF-994); (n) posamezni konidiji (EXF-759); (0) konidiji v verigah (EXF-759). Merilna

skala na mikrografijah predstavlja 10pum .
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Glede na edinstveno morfologijo, evolucijo in kserotoleranco je Zalar s sodelavci (2005)
predlagala nov basidiomicetni razred Wallemiomycetes z redom Wallemiales. Glede na
razlike v velikosti konidijev, kserotoleranco in razlike v ITS rDNK je razlikovala vsaj tri vrste
rodu Wallemia; W. ichthyophaga, W. sebi in Torula epizoa var. muriae, za katero je

predlagano ime W. muriae. Vse tri vrste so neotipizirane.

2.4 ZIVLIENJE V SLANEM OKOLJU

Kemijski in fizikalni dejavniki v okolju v veliki meri vplivajo na rast, aktivnost in naravno
razporeditev mikroorganizmov. Med njimi so Se posebej pomembni temperatura, pH, kisik in

biolosko dostopna voda .

Mikrobi, izpostavljeni slanemu okolju, se spopadajo s Stevilnimi stresnimi faktorji, kot je na
primer ionska jakost, ionska sestava ter osmotski stres (Galinski, Triper, 1994). Kadar so v
okolju organizma prisotne visoke koncentracije soli, nastane poleg osmotskega stresa Se stres
zaradi toksi¢nosti specifi¢nih ionov (Prista et al., 1997). Osmotski stres, ki nastane zaradi
pomanjkanja vode oziroma ga povzro¢a visoka koncentracija soli ali neionskih topljencev v
obdajajo¢em mediju, je za Zivljenje omejujo¢ dejavnik. Zaradi obilja morske vode na Zemlji
in vedenja, da zivljenje izvira prav iz morja, ni presenetljivo, da se je zgodba o osmotskih
prilagoditvah osredotocila na halofilne in halotolerantne organizme (Kusher, 1078; Larsen

1986; Oren, 1994, cit. po Galinski, 1995).

Dostopnost vode za biokemijske reakcije organizmov najveckrat opiSemo z izrazom vodna
aktivnost (a,) (Blomberg in Adler, 1992). Vodna aktivnost je razmerje med parnim tlakom
vode nad raztopino in parnim tlakom cCiste vode pri isti temperaturi. Vrednosti vodne

aktivnosti se gibljejo med 0 in 1 (Cista voda).
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Celice morajo ustrezno prilagajati svoje notranje okolje, tako da celi¢ni procesi nemoteno
potekajo, celica pa lahko prezivi in raste (Blomberg in Adler, 1992). Okolje z visoko
koncentracijo topljenca ima nizko vodno aktivnost. Vodne molekule v raztopini so v povezavi
s topljencem, kar povzro¢i spremembo v stanju vode. Topljenec namre¢ dramati¢no zniza
koli¢ino za zive organizme dostopne vode (Blomberg in Adler, 1992). Citoplazmatska
membrana je prosto prepustna za vodo, zato velike koncentracije topljenca v okolju povzrocijo
njeno izhajanje iz celice (dehidracijo) ter izgubo turgorja in ustavitev rasti, razen ¢e ima
organizem sposobnost prilagoditve na pomanjkanje vode v okolju (Galinski, 1995).
Vzpostavitev pozitivnega turgorskega tlaka, ki zagotavlja mehansko silo za ekspanzijo celi¢ne
stene med rastjo, je glavni problem, povezan z rastjo organizmov pri slanih pogojih (Larsson,
1990). Vsak mikroorganizem, ki zivi pri visokih koncentracijah soli, mora obdrzati svojo
citoplazmo vsaj izoosmotsko glede na zunanje okolje, zato da ne izgublja vode. Izgradnja
turgorskega tlaka zahteva hiperosmotsko citoplazmo (Oren, 1999). Sinteza oziroma kopicenje
osmotsko aktivnih snovi v celici povzro¢i padec znotrajcelinega vodnega potenciala, ki ga

spremlja vdor vode in posledi¢no povisanje turgorskega tlaka.

Rast v slanem okolju zahteva specificne fizioloSke in morfoloske adaptacije celice na razli¢nih
nivojih. Strategije prilagajanja na zivljenje v slanem okolju vkljucujejo kopicenje ali/in sintezo
znotrajceliénih osmolitov, bodisi organskih kompatibilnih topljencev bodisi anorganskih

kationov, ter prilagoditve na nivoju strukture celi¢ne stene in/ali celicne membrane.
2.5 FIZIOLOSKE PRILAGODITVE NA SLANO OKOLJE

2.5.1 Prilagoditev z znotrajceli€nimi osmoliti

V mikrobnem svetu obstajata dve glavni strategiji, ki mikroorganizmom omogocata
kljubovanje osmotskemu stresu, nastalemu zaradi prisotnosti visokih koncentracij soli v

okolju.

Galinski in Truper (1994) sta strategiji osmoadaptacije oziroma ohranjanja osmotskega

ravnoteZja preko membrane opredelila kot:
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i. strategijo vnosa soli (ali »salt-in«) oziroma kot halobakterijski ali »KCl« tip
osmoadaptacije in

ii.  strategijo kompatibilnih topljencev oziroma organsko-osmolitski tip osmoadaptacije.

Pri prvi strategiji celica vzdrzujejo visoko znotrajceli¢no koncentracijo soli, ki je osmotsko
najmanj ekvivalentna koncentraciji v zunanjosti (strategija vnosa soli). Vsi znotrajceli¢ni
sistemi morajo biti prilagojeni na prisotnost visoke koncentracije soli. Pri drugi strategiji ni
potrebe po posebnih adaptacijah znotrajcelicnega sistema. Celice vzdrzujejo nizko
koncentracijo soli v citoplazmi, osmotski tlak medija je uravnotezen z organskimi

kompatibilnimi topljenci v citoplazmi (Oren, 1999).

Razlika med skupinama je jasno vidna iz slanostnega odziva citoplazemskih encimov, ki so

prilagojeni na vi§jo slanost, oziroma se hitro inaktivirajo z naras¢anjem slanosti (Galinski,

1995).

Stres zaradi prisotnosti visoke koncentracije soli lahko razlozimo z dveh razliénih vidikov;
prvi vidik je, kot je opisano zgoraj, povezan z osmotskimi tezavami, drugi pa temelji na
toksi¢nosti specificnih ionov (Prista et al., 1997). Natrij je v naravi zelo razsirjen kation in je
za ve€ino celic toksi¢en Ze v nizkih koncentracijah (Kogej et al., 2005). Predlagani mehanizem
za razlago toksi¢nosti Na* ionov pri S. cerevisiae je kompetitivna inhibicija privzema K", ki
vodi k izplenu K v celici in k povisanemu nivoju Na’. Pekovska kvasovka, S. cerevisiae,
nima specificnega sistema za privzem natrija, le-ta prehaja skozi membrano s kalijevimi
transportnimi sistemi, ki imajo vecjo afiniteto do kalija kot do natrija, zato Se prvi prednostno
kopi¢i. Pokazali so, da Na* lahko delno nadomesti K*, vendar se ta fenomen odvija le v zelo
ozkem obmodju koncentracij Na*. Na" postane toksi¢en, ko je razmerje Na* /K" od 0,7 do 1
(Prista et al., 1997).
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25.1.1 Strategija kompatibilnih topljencev

Pri vecini halofilnih in halotolerantnih mikroorganizmov je osmotsko ravnotezje dosezeno z
majhnimi organskimi molekulami, ki so bodisi produkt lastne sinteze bodisi so privzete iz

obdajajocega medija (Oren, 1999).

Kompatibilni topljenci so topljenci, ki pri visokih (molarnih) koncentracijah, omogocajo
u¢inkovito delovanje celi¢nih encimov. Tipi¢no so nizkomolekularne komponente, ki so
vodotopne tudi pri visokih koncentracijah. So nenabite ali pa so v obliki ionov dvojckov pri
fizioloskem pH (Oren, 1999). Njihova akumulacija sodeluje pri pomembnih elementih
celicnega razmnozevanja, kot so vzdrzevanje turgorskega tlaka, celicne prostornine in
koncentracije elektrolitov. Klju¢en dogodek, ki sprozi kopiCenje osmolitov, je zaznavanje
razlik v zunaj- in znotrajceli¢ni koncentraciji soli, spremembi celi¢ne prostornine in/ali
turgorskega tlaka. Zaznavanje vkljucuje ionske kanalcke ali druge transmembranske proteine
(Roberts, 2005).

Znotrajceli¢ne koncentracije organskih osmotskih topljencev se uravnavajo glede na slanost
zunanjega medija. Strategija uporabe organskih kompatibilnih topljencev zato omogoca
visoko stopnjo prilagajanja celic na spremembe v koncentraciji soli v okolju (Oren, 1999).
Prednost organskih osmolitov pred kopi¢enjem kationov je torej v bolj fleksibilni adaptaciji
preko Sirokega razpona slanosti, saj se v celici ohranijo »normalni«, na sol obcutljivi, encimi

(Galinski in Triper, 1994) oziroma ni potrebe po posebnih adaptiranih proteinih.

Strukturno kompatibilni topljenci nimajo veliko skupnega. Obstaja Siroka paleta tipov teh
organskih molekul, ki so jih nasli tako v halofilnih, kot tudi v halotolerantnih
mikroorganizmih. Seznam poznanih kompatibilnih topljencev stalno narasca (Oren, 1999).
Njihovo pestrost se odkriva s tekoc¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC) in jedrsko
magnetno resonanco (NMR) (Galinski, 1993).
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Kompatibilni topljenci so polioli in njihovi derivati, sladkorji in derivati le-teh, amino kisline
in derivati, ob¢asno tudi (ustrezno spremenjeni) peptidi ter betaini in ektoini (Roberts, 2005).
Med polioli sta najpogostejSa glicerol in arabitol, med sladkorji saharoza in trehaloza, med
aminokislinami pa prolin (Galinski, Truper, 1994). Poliole pogosto najdemo pri algah,
kvasovkah in glivah, pri bakterijah jih do sedaj Se niso nasli. Sladkorji so navadno del

»koktajla« topljencev pri razli¢nih organizmih (Galinski, 1993).

Pri glivah so najbolj razSirjeni polioli, med njimi so najpogostejsi glicerol, treitol, eritritol,
ribitol, arabitol, ksilitol, sorbitol, manitol in galaktitol. Vec¢ina glivnih vrst proizvaja glicerol in
arabitol, nekatere med njimi tudi manjse koli¢ine eritritola (Galinski in Trlper, 1994). Vsi
glivni taksoni pripadajo bodisi skupini, ki proizvaja razlicne poliole razen manitola
(Zygomycota in Saccharomycetales), bodisi skupini, ki med drugimi polioli proizvaja tudi
manitol (Chytidriomycota, Ascomycota, Basidiomycota in Deuteromycotina) (Blomberg in
Adler, 1992).

PreraCunani ekvivalenti molekul ATP, ki se porabijo za sintezo posameznih vrst kompatibilnih
topljencev, pokazejo, zakaj je glicerol tako razSirjen med organizmi. Vrstni red, zacenSi z
energetsko najugodnejSim topljencem, je naslednji: glicerol, ektoin, glicin betain, glukozil
glicerol in saharoza in trehaloza (Oren, 1999). Glicerol je z enostavno kemijsko zgradbo in
1999). Njegova kemijska struktura je 1,2,3-propantriol. Med vsemi nastetimi je tudi najbolje
topen v vodi, tudi v molarnih koncentracijah. Poleg tega pa odlicno ohranja aktivnost

znotrajceli¢nih encimov. Omejen je le na domeno evkariontov (Oren, 1999).

Kompatibilni topljenci imajo Sirok spekter uporabe. Odgovorni so za osmotsko ravnoteZje in
so isto¢asno kompatibilni s celi¢nim metabolizmom (Galinski in Triiper, 1994), kazejo pa tudi
veliko ucinkovitost pri stabilizaciji makromolekul pred Skodljivimi ufinki visoke

koncentracije soli in pred drugimi stresnimi dejavniki (Oren, 1999). Zato ni presenetljivo, da
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je raziskovanje njihove pojavnosti, pestrosti in vpliva na makromolekule tako mnozi¢no.

Vecina raziskav je usmerjenih v odnose do proteinov in do nukleinskih kislin.

Kompatibilni topljenci povisajo stabilnost proteinov in delujejo kot kemijski Saperoni v celici.
Predstavljajo zas¢ito ne le pred slanostnim stresom, temvec tudi pred visokimi temperaturami,
zmrzovanjem in izsuSevanjem (Galinski in Truper, 1994). Termostabilizacijska vloga

osmolitov se izkoriS¢a za razli¢ne biotehnoloske namene (Roberts, 2005).

Teorije o interakciji proteinov in topljencev klasificiramo v dva tipa. Prvi tip so teorije, Ki
postulirajo direktno interakcijo med topljencem in makromolekulo; drugi tip pa tiste, Ki
predvidevajo stabilnost makromolekul zaradi s topljencem izzvanih sprememb v strukturi
vode (Roberts, 2005). Interakcije med vodo in proteinom so kljuéne za samo strukturo in
biolosko funkcijo proteinov (Mattos, 2002). Osmoliti v visokih koncentracijah tekmujejo z
vodnimi molekulami za interakcijo s povrSino proteina. Organski topljenci so preferencno
izloeni S povrSine proteina, kar vodi k prednostni hidrataciji proteina (slika 5). Povisan
osmotski tlak spodbuja kompaktno zvite proteine, ki izpostavljajo manj povrSine kot
denaturirani in imajo manj vodnih molekul v svoji notranjosti (Arakawa in Timasheff, 1985;
Yancey, 2001; Roberts, 2005).
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Slika 5: Model stabilizacije proteinov s kompatibilnimi topljenci (Roberts, 2005, str. 21).

Skupna lastnost kompatibilnih topljencev je poviSanje denaturacijske temperature (Blomberg,
Adler, 1992). Arakawa in Timasheff (1985) sta ekperimentalno pokazala, da dodatek

osmolitov poviSa termi¢no stabilnost lizocima, pri Cemer sta se glicin in L-serin izkazala kot
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najuspesnejSa. Ugotovila sta tudi, da osmoliti nimajo opaznega vpliva na strukturo proteina in
da so izlo¢eni iz proteinske domene. Z gostotnimi meritvami je bilo pokazano, da je glicerol
izloCen iz bliznje hidratacijske sfere proteina v raztopini proteina in glicerola. Ta lastnost
zmanjsuje interakcije med proteinom in topljencem, kar je v skladu z opazovanji (povezovanje
podenot, stabilizacija proti denaturaciji). Splo$ni mehanizem, s katerim kompatibilni topljenci
stabilizirajo proteine, je preferen¢na hidratacija in hkratna izlocitev topljenca iz neposredne
blizine proteina (Blomberg, Adler, 1992). Tako med proteini in kompatibilnimi topljenci ni

direktnega stika.

Vpliv kompatibilnih topljencev na nukleinske kisline in komplekse nukleinskih kislin s
proteini je poznan predvsem zaradi izboljSevanja donosa in specificnosti verizne reakcije s
polimerazo (PCR). Kompatibilni topljenci vplivajo na stabilizacijo nukleinskih Kkislin,
izboljSajo tvorbo kompleksov med nukleinskimi kislinami in proteini, izboljSajo ¢iS¢enje in

modulirajo delovanje restrikcijskih encimov (Kurz, 2008).

Postavitev modela za razlago interakcij med kompatibilnimi topljenci in nukleinskimi
kislinami je tezavna naloga, saj so le-te mnogo bolj komplekse kot interakcije med topljenci in
proteini. UpoStevati moramo mnozico vplivov, kot so direktne interakcije topljencev z bazami
nukleinskih kislin, z negativnimi naboji fosfatne hrbtenice, interakcije s pozitivno nabitimi
ioni in posredne interakcije prek sprememb v lastnostih topila (Kurz, 2008). Poleg tega pa se
nukleinske kisline nahajajo v mnogih oblikah (enojna (RNK), dvojna veriga (DNK), celo
trojne ali Cetverne verige), kar zelo poviSa pestrost moznih vplivov organskih topljencev

(Roberts, 2005).
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25.1.2 Strategija vnosa soli v celico

Mehanizem vnosa soli, ki je bil odkrit pri predstavnikih druzine Halobacteriaceae iz domene
arhej, doseze osmotsko ravnoteZje z vzdrzevanjem podobne citoplazemske koncentracije soli,
kot je v zunanjem okolju (Galinski in Trlper, 1994). Predstavniki so filogenetsko nesorodne
aerobne ekstremno halofilne arheje (domena Archaea) reda Halobacteriales in anaerobne

halofilne bakterije redu Haloanaerobiales (Oren, 1999).

Ionska sestava citoplazme se v sploSnem moc¢no razlikuje od ionske sestave okolja. Slednje v
vecini primerov vsebuje NaCl kot glavno sol, v celici pa so (molarne) koncentracije KCI
(Oren, 1999).

Vnos soli zahteva precej fizioloskih sprememb, kot so na slanost prilagojeni encimi in celi¢ne
komponente, ki $¢itijo regulatorne in metabolne funkcije celice pri visokih slanostih (Galinski
in TrOper, 1994). Na slanost prilagojeni encimi so pravilo tako pri aerobnih arhejah kot pri
anaerobnih bakterijah redu Haloanaerobiales. Celi¢ni proteini kazejo specifi¢ne molekularne
prilagoditve, kot so prisotnost velikih koli¢in kislih aminokislin ter majhne Kkoli¢ine
hidrofobnih aminokislin (Oren, 1999). Najbolj opazna znacilnost ne le halofilnih encimov,
temve¢ tudi kofaktorjev, ribosomov in posledi¢no cele celice, je 10-14 % (mol/mol) dodatni
negativni naboj. Dobro preuc¢ena malat dehidrogenaza iz Halobacterium marismourtui ima
20 % (mol/mol) ve¢ kislih kot bazi¢nih aminokislinskih ostankov v primerjavi s 6 %

(mol/mol) pri nehalofilnem encimu (Galinski, 1995).

Organizmi s strategijo kopicenja KCI na splosno kazejo relativno ozko prilagoditev na
specificno okolje (Galinski in Truper, 1994). Vecina proteinov halofilnih arhej je odvisnih od
visokih koncentracij soli, saj le-ta sodeluje pri ohranjanju ustrezne konformacije in aktivnosti.
Ti mikroorganizmi so zato vezani na okolja s stalno prisotnostjo visokih koncentracij soli
(Oren, 1999). Tipi¢no okolje halobakterij vsebuje Sirok razpon koncentracij soli, od 3 M pa do

nasicenja s soljo. Kljub tako visokim koncentracijam soli v okolju vzdrzujejo halobakterije
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citoplazmo relativno prosto natrija (Na") in kopicijo velike koli¢ine kalija (K"). Tako stanje
dosezejo s sistemom za privzem kalija v sodelovanju z ucinkovitim sistemom za izloCanje
natrija. Proces vodi protonski gradient, kar pomeni, da se del protonske gibalne sile (za sintezo
ATP) porabi za vzdrzevanje kalijevega gradienta v razmerju 100:1 (3 M koncentracija K* v
notranjosti proti 0,03 M K* v zunanjosti celice). Ta energetski strosek ni izgubljen, saj delno
vodi privzem natrijevega glutamata ali omogoca energijsko oskrbo (sintezo ATP) tudi v

odsotnosti svetlobe ali substratov za oksidacijo (Galinski, 1995).

Interakcije med proteini in visoko vsebnostjo soli v okolju so Se vedno slabo razumljene.
Obsirne raziskave so razkrile, da nativna halofilna malat dehidrogenaza veze izjemno veliko
vode in soli (0,8 - 1,0 g vode in priblizno 0,3 g soli/g proteina v primerjavi 0,2 - 0,3 g vode in
priblizno 0,01 g soli/g proteina nehalofilnega proteina). Voda in ioni soli na protein niso
vezani posebej, temveC¢ kot hidratirani ioni. Terciarna in kvartarna struktura encima je
pomembna za ustvarjanje vi§je lokalne koncentracije hidratiranih ionov, kot je v topilu. Se
neizpopolnjen model za halofilno malat dehidrogenazo predlaga naslednjo strukturo proteina:
jedro proteina je podobno nehalofilnem encimu, iz jedra StrleCe zanke z anionskimi
aminokislinskimi ostanki pa interagirajo z vodo in predstavljajo veliko sti¢no povrSino s
topljencem. Odstranitev kationov (manj kot 0,5 M) oslabi konformacijo proteina zaradi
odbojev med izpostavljenimi negativnimi naboji na povrSini makromolekule. To trditev
podpira tudi dejstvo, da zniZzanje pH vrednosti ucinkovito poviSa encimsko aktivnost in

stabilnost pri nizkih koncentracijah soli (Galinski, 1995).

Konc¢ni ucinek soli je stabilizacija strukture v smislu ojacanja zvite konformacije in
hidrofobnih interakcij. Zanimivo je, da se stabilizacijski u€inek kalijeve soli vsaj delno doseze

tudi z dodatkom sladkorjev, glicerola in drugih kompatibilnih topljencev (Galinski, 1995).

Pri eubakterijah je glavni citoplazemski topljenec NaCl in ne KCI, kot je znacilno za

halobakterije. Glede na to, da glicin betain v gojis¢u v nekaterih primerih stimulira rast
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organizmov, vsaj delna akumulacija kompatibilnih topljencev Se ne more biti izkljucena

(Galinski, 1995).

2.5.1.3 Prilagoditev na povisano slanost z znotrajceli¢nimi osmoliti pri

glivah

Industrijsko zanimiva kvasovka S. cerevisiae je primeren modelni sistem za Studije
molekularne biologije in fiziologije osmoadaptacije mezofilnih mikroorganizmov, saj zanjo
obstajajo Stevilna eksperimentalna orodja in je komercialno zanimiva. Osmoregulacijo so
Studirali tudi na drugih kvasovkah, kot so za ¢loveka patogena Candida albicans, osmofilna
Zygosaccharomyces rouxii, ki povzro¢a kvarjenje hrane, in morska kvasovka Debaryomyces
hansenii, ki je zanimiva zaradi svoje nenavadne tolerance do natrija (Hohmann, 2002).
Odkritja velike bioloske pestrosti gliv v hiperslanih okoljih (Gunde-Cimerman et al., 2000) so
sprozile potrebo po novih halofilnih modelnih organizmih. Dandanes je ¢rna kvasovka,
Hortaea werneckii, najbolje opisan evkariontski halofil, poleg tega pa je dominantna vrsta v
hiperslanih vodah, zato je primeren model za $tudije osmoadaptacije halofilnih gliv (Gunde-
Cimerman in Plemenitas, 2006). S fizioloSkimi in molekularnimi prilagoditvami ¢rnih

kvasovk so se ukvarjali Stevilni raziskovalci.

Gustafsson in Norkrans sta leta 1976 ugotovila, da kvasovka D. hansenii tvori glicerol kot
glavni kompatibilni topljenec, ki prispeva k osmotskem ravnoteZju celic. Dolocala sta
znotrajcelicno, zunajcelicno in tudi celokupno koncentracijo glicerola pri razli¢nih slanostih
gojis¢a. Produkcija glicerola je narascala s slanostjo kulture in ni bila proporcionalna s tvorbo
biomase. Koncentracija znotrajceli¢nega glicerola, ki je izrazito naraséala s slanostjo v kulturi,

je dosegla najvisjo (molarno) koncentracijo v logaritemski fazi rasti.

Larsson je leta 1990 s sodelavci pokazal direktno povezavo med znotrajceli¢éno koncentracijo

vseh poliolov in slanostjo rastnega medija za celice D. hansenii. Pri vi$ji slanosti je bila
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vsebnost poliolov vi§ja. Odkrili so dve vrsti poliolov, glicerol in arabitol. Nivo arabitola se je s
slanostjo le malo spreminjal, zato so ga smatrali za konstitutivni kompatibilni topljenec. Po
drugi strani pa se je glicerol obnasal kot inducibilni kompatibilni topljenec, katerega nivo se je

viSal s slanostnim stresom.

K sposobnosti rasti D. hansenii pri visokih slanostih veliko doprinasa tudi zmoznost izlo¢anja
Na® in privzema K. Pomembno vlogo v vzdrZzevanju ravnoteZnega nivoja znotrajceli¢nih
kationov imajo proteini Ena (P-tip ATPaze). Zanje so pokazali, da mutanti S. cerevisiae, Ki je
obcutljiva na Na*, povrnejo toleranco na slanost in sposobnost izmeta Na* ionov (Almagro et
al., 2001). Larsson s sodelavci (1990) je izmeril nenavadno visoke koncentracije kationov v
celicah D. hansenii. Prista s sodelavci (1997) ugotavlja tudi, da pri D. hansenii Na* ioni
nimajo specifi¢ne toksi¢nosti, povzroéajo le osmotski efekt. D. hansenii je bolj tolerantna na
Na" ione (pa tudi na Li" ione) kot S. cerevisiae. Kogej s sodelavci (2005) je pri D. hansenii
izmerila oditno visje koncentracije natrijevih ionov v celicah kot pri H.werneckii in

A. pullulans.

Hernandez-Saavedra s sodelavci (1995) se je ukvarjal z osmotskimi prilagoditvami morskih
kvasovk in je za wvrste A.pullulans, Candida sp., Cryptococcus albidus var. albidus,
D. hansenii, Rhodotorula rubra pokazal, da je najpomembnej$i ucinek povisane slanosti
akumulacija glicerola v celicah. V vecini primerov znotrajcelicna koncentracija glicerola

korelira s koncentracijo soli v zunanjem mediju.

V solinskih bazenih poleg slanostnega stresa simultano nastopa tudi temperaturni stres.
Akumulacijo topljencev pri pogojih slanostnega in toplotnega stresa sta pri glivi A. pullulans
raziskovala Managbanag in Torzilli (2002), ki sta ugotovila, da se v stresnih pogojih
koncentracije trehaloze, manitola in glicerola v celici poviSajo. PoviSanje znotrajcelicnega

glicerola sta pripisala izklju¢no slanostnemu stresu.
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Meritve znotrajceli¢nih koncentracij kationov pri ¢rni kvasovki H. werneckii so pokazale, da
se vsebnosti K* in Na* spreminjajo glede na koncentracijo NaCl v rastnem mediju. Ko je
H. werneckii rastla v gojis¢u brez soli, je vsebovala relativno velike koli¢ine kalija in zelo
malo natrija. Z narad¢ujoco koncentracijo soli v rastnem mediju je koli¢ina K* v celici padala,
vsebnost Na* pa nara$¢ala do konéne vrednosti, ki je bila visja od zacetne vrednosti kalija.
Zanimivo se je ta trend porusil pri 17 % NaCl, Kkjer sta oba iona dosegla minimalne vrednosti.
Razmerje med kalijem in natrijem je bilo najvisje pri celicah, ki so rastle v gojisc¢u brez soli,
nato pa je padalo z naraséanjem slanosti. Podobno se je izkazalo za halotolerantno
A. pullulans. Halotolerantna gliva D. hansenii je pri vseh slanostnih pogojih vsebovala visje
koli¢ine natrija kot H. werneckii in A. pullulans (Kogej et al., 2005).

Prve meritve znotrajceli¢ne koncentracije glicerola pri H. werneckii so pokazale, da le-ta
naras¢a, ko kvasovka raste pri slanosti od 0% do 10 %, pri vi§jih slanostih pa ostaja
nespremenjena. Zunajceli¢na koncentracija glicerola je bila nizka do 17 % NaCl v gojiscu,
nato pa je narascala. Predvidoma sintetizirani glicerol ostaja v celicah, Ceprav moznost

njegovega izhajanja in privzemanja v celice ni izkljucena (Petrovi€ et al., 2002).

H. werneckii poleg glicerola kopici Se druge vi§je poliole glede na slanost v rastnem mediju
(Kogej 2006). Glavni osmolit v aktivno rastocih celicah je glicerol, katerega vsebnost se v
stacionarni fazi zmanjsa in ga delno zamenja eritritol. Celice pri slanostih do 10 % vsebujejo
tudi arabitol in manitol, v stacionarni fazi pa tudi potencialni osmolit mikosporin-glutaminol-
glukozid, ki je bil do sedaj znan le kot UV za$Citna snov. Aktivno rastoce celice z blokirano
sintezo melanina so vsebovale manj glicerola in ve€ eritritola, arabitola in manitola kot
normalno melanizirane celice. lzguba glicerola iz nemelaniziranih celic bi lahko kazala na
vlogo melanizirane celi¢ne stene pri zadrZevanju visokih znotrajcelicnih koncentracij
glicerola. MeSanica osmolitov in melanizacija celicne stene skupaj omogocata, da
H. werneckii v svojem naravnem okolju lahko prezivi pri Sirokem razponu koncentracij NaCl

(Kogej 2006).
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2.5.1.4 Prilagoditev gliv iz rodu Wallemia na povisano slanost z

znotrajcelicnimi osmoliti

Ker so bile tri vrste gliv rodu Wallemia opisane $ele pred nedavnim, raziskave o znotrajceli¢ni

vsebnosti kompatibilnih topljencev ali ionov na glivah rodu Wallemia $e niso bile izvedene.

Preliminarne raziskave so pokazale, da vse tri vrste rodu Wallemia v okoljih z znizano vodno
aktivnostjo izlo¢ajo aktivni metabolit s hemoliticnim delovanjem. Vrsta W. sebi izloc¢a 32- krat
ve¢ aktivnega metabolita, ¢e raste v okolju z znizano vodno aktivnostjo. Predvidevajo, da
omenjeni pojav predstavlja enega od mehanizmov fizioloSke prilagoditve na rast v ekstremnih

pogojih (Kralj Kunci¢, 2008).

2.5.2 Prilagoditev na nivoju membran

Primarno bariero med celico in njenim okoljem predstavlja celicna membrana, zato ima
prilagodljivost membrane izjemen pomen za prezivetje celice. Celica mora biti sposobna
modificirati lipidno sestavo in posledicno lastnosti membrane ob spremembah pogojev v

okolju (Gunde-Cimerman in Plemenitas, 2006).

Za normalno delovanje membranskih funkcij je potrebno vzdrzevati fluidnost membrane
znotraj dolo¢enih meja. V vzdrZevanje ustrezne fluidnosti membrane so vkljuceni Stevilni
faktorji: tip mascobnih acilnih verig (njihova dolZina, razvejanje in nenasi¢enost), koli¢ina
sterolov in tudi narava polarnih fosfolipidnih glav. Kako fluidna je membrana pri dolo¢eni
temperaturi, je odvisno predvsem od narave ogljikovodikovih repov fosfolipidov, Ki
sestavljajo membranski dvosloj. Krajsi kot so repi, ve¢ja je fluidnost, saj je na ta nacin
zmanjSana tendenca interakcije oglikovodikov verig. Vsaka dvojna vez namre¢ povzroci rahel
zlom v ogljikovodikovi verigi repa, kar oteZkoCi njihovo tesno zlaganje drug ob drugega.

Membrana je zato bolj fluidna. Membranska fluidnost se uravnava tudi z vkljuevanjem
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sterolov v fosfolipidni dvosloj. Steroli zaradi svoje rigidne narave zmanjsujejo fluidnost

lipidnega dvosloja.

25.2.1 Prilagoditev na nivoju membran pri glivah

Bakterijske in kvasne celice, ki se morajo prilagajati spreminjajo¢im se pogojem okolja,
nenehno spreminjajo tako dolZino kot nenasicenost ogljikovodikovih repov, da ohranjajo
relativno stalno fluidnost membrane. V slanem okolju ima fluidnost oziroma z njo povezana
prepustnost membrane za osmotske topljence velik pomen. Bolj urejen lipidni membranski
dvosloj ima manjSo fluidnost in s tem tudi manjSo prepustnost za poliole.

Vecina bioloskih membran glicerol dobro prepusca. Za zadrzevanje glicerola morajo biti zato
membrane posebno prilagojene, kar je razlog omejenosti uporabe glicerola na domeno
evkariontov (Oren, 1999). Prepustnost za glicerol se zmanjSa z zmanj$anjem $tevila dvojnih
vezi v repih mascobnih kislin in s podaljSanjem mascobnokislinskih verig fosfolipidov (Turk,
2004). Membrana alge Dunaliella je zelo slabo prepustna za glicerol, prepustnost za vodo pa
je nespremenjena. Za majhno prepustnost glicerola naj bi bili odgovorni steroli v membrani
(Oren, 1999).

Dolo¢enim vrstam gliv, izoliranih iz solin, so pod pogoji slanostnega stresa okarakterizirali
membrano; njihovo lipidno sestavo in fluidnost. Slo je za $tudijo sterolov in fosfolipidov v
povezavi s fluidnostjo membrane pri halofilnih kvasovkam podobnih melaniziranih glivah
vrste H. werneckii, P. triangularis in halotolerantne vrste A. pullulans, katerih rezultate so
primerjali z modelnim sevom S. cerevisiae. Te vrste halofilnih melaniziranih gliv se obnasajo
drugace kot S. cerevisiae. Na slanost so se odzvale s spremembno razli¢nih razredov lipidov,
vendar je pri vseh vrstah sterolno-fosfolipidno razmerje in posledicno fluidnost membrane

koreliralo z njihovo ekofiziologijo in sposobnostjo uspevanja v ekstremnih slanih okoljih.
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H. werneckii vzdrzuje visoko fluidnost plazemske membrane preko Sirokega razpona
koncentracij NaCl, kar kaze na Visoko intrinzi¢no (notranjo) halotoleranco. Membranska
fluidnost sorodne halotolerantne ¢rne kvasovke A. pullulans je bolj podobna na sol ob¢utljivi
S. cerevisiae kot halofilni H. werneckii (Turk et al., 2004). Plazemska membrana morske
kvasovke D. hansenii se prilagodi na visoko slanost z znizanjem fluidnosti, pove¢anjem
sterolno-fosfolipidnega razmerja in nenasiCenosti masc¢obnih kislin. Sterolno-fosfolipidno
razmerje je bilo v vseh pogojih gojenja podobno, kot je bilo ugotovljeno za ostale
halofilne/halotolerantne ¢rne kvasovke, vendar znatno manjSe kot je bilo opazeno pri S.

cerevisiae, na slanost obc¢utljivi kvasovki (Turk et al., 2007).

Visoke koncentracije soli spremenijo lipidni vzorec membrane, kar vpliva na njeno fluidnost.
Torej lahko doloceno lipidno sestavo membrane povezemo s halotoleranco organizma.
Membranska fluidnost je dober pokazatelj/indikator tolerance na sol v okolju (Gunde-

Cimerman in Plemenitas, 2006).

2.6 MORFOLOSKE PRILAGODITVE NA SLANO OKOLJE

2.6.1 Prilagoditev na nivoju celiéne stene

Glivne celice so obdane s celicno steno, to je glavnim organelom, ki celici omogoca
vzdrZevanje notranjega turgorskega tlaka in nudi zasé¢ito pred mehanskimi poskodbami (Yin et
al., 2005). Celi¢na stena gliv je zelo raznolika, kot je pestra tudi pojavnost gliv (kvasna, hifna
oblika, spore in druge reproduktivne strukture). Oblika in integriteta celic je odvisna od
mehanske jakosti celi¢ne stene, ki igra mnogo vlog med interakcijo glive z njenim okoljem

(Gooday, 1995).
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2.6.1.1 Prilagoditev na nivoju celi¢ne stene pri glivah

Hiperosmotski Sok pri S. cerevisiae povzroé¢i reorganizacijo celi¢ne stene in citoskeleta.
Spremembe v organizaciji celicne stene najverjetneje nastanejo kot rezultat premestitve
materiala periplazmatskega in stenskega matriksa v invaginacije plazemske membrane.
Elektronska mikroskopija celic pod osmotskim stresom je razkrila globoke invaginacije
plazemske membrane, ki so s periplazmatske strani zapolnjene z amorfnim materialom celi¢ne

stene (Slaninova et al., 2000).

Pri H. werneckii, gojeni pri visoki slanosti, so bile opazene spremembe v strukturi celi¢ne
stene, ki jih pri nizjih slanostih ni bilo. Poleg omenjenih invaginacij celi¢ne stene so se
pojavile tudi spremembe v prerazporeditvi melanina, ki daje glivi temno barvo (Kogej, 2006).
H. werneckii proizvaja 1,8-dihidroksinaftalen (DHN) melanin, katerega biosinteza ni pogojena
s slanostjo (Kogej et al., 2004). Pri vi§ji slanosti so granule melanina v zunanjem delu celi¢ne
stene tesneje organizirane kot pri nizji slanosti (Kogej, 2006). Poleg znane vlioge melanina pri
zaS¢iti pred UV sevanjem, temperaturnimi ekstremi in izsuSevanjem razumemo prisotnost

melanina v celi¢ni steni H. werneckii tudi kot vrsto osmotske zas¢ite.

2.6.1.2 Prilagoditev na nivoju celi¢ne stene pri glivah rodu Wallemia

S presevno elektronsko mikroskopijo ter vrsticno elektronsko mikroskopijo s fokusiranim
ionskim Zarkom so primerjali debelino in strukturo celi¢ne stene gliv Wallemia spp. v
celicne stene odebelijo in postanejo bolj strukturirane v slanem gojis¢u. To potrjuje
predvidevanja o pomembni vlogi celi¢ne stene, ki z odebelitvijo ohranja celi¢no integriteto in

posledi¢no zagotavlja prezivetje v okoljih z nizko vodno aktivnostjo (Kralj Kunci¢, 2008).
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2.6.2 Tvorba sklerocijev kot prilagoditev na stres

Sklerocij pri glivah predstavljajo mocno zgoscene hife, kot prilagoditev na neugodne razmere.
V notranjosti so zaloge hrane. Nekroti¢ne in apoptoticne celice tvorijo skorjo sklerocija, v
notranjosti pa so vegetativne celice. Skorja je melanizirana in nepropustna za Kisik.
Hiperoksidativno stanje celice, ko koli¢ina kisikovih prostih radikalov preseze nevtralizacijsko
sposobnost celice, sprozi diferenciacijo evkariontskih celic. Oblikovanje sklerocijev pri

filamentoznih glivah inducira oksidativni stres (Georgiou, 2006).

2.7 SUBPROTEOMIKA CELICNE STENE

2.7.1 Zgradba celi€ne stene in proteini celi€ne stene pri glivah

Glivna celi¢na stena je kompleksna struktura, tipi¢no zgrajena iz hitina, razvejanih verig f3-
1,3- in B-1,6-glukana, manana in proteinov, kot prikazuje slika 6. Med posameznimi
komponentami so precne povezave (Cabib et al., 2001; Klis et al., 2002). Sestava celi¢ne stene
se vrstno spreminja (Adams, 2004). Elektronska mikroskopija je pokazala, da je celi¢na stena
S. cerevisiae dvoplastna struktura. Notranja skeletna plast je elektronsko prosojna in je
sestavljena iz tridimenzionalne mreze razvejanih B-1,3-glukanskih molekul in kovalentno
pripetih B-1,3-glukanskih in hitinskih molekul. Zunanji fibrilarni sloj je elektronsko gost in
vecinoma zgrajen iz manoproteinov, ki so kovalentno povezani z glikani celi¢ne stene (Yin et
al., 2005). Dokazano je, da je molekularna zgradba celi¢ne stene podobna tudi pri drugih
askomicetnih glivah. Ker imajo bazidiomicetne glive tudi dvoslojno organizacijo celi¢ne
stene, je zelo verjetno, da je njena molekularna zgradba podobna kot pri S. cerevisiae (Yin et
al., 2008).
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Slika 6: Shematska zgradba celi¢ne stene gliv (Selitrennikoff, 2001, str. 2884).

Proteini celicne stene imajo Stevilne funkcije. Imajo pomembno vlogo pri vzdrZevanju
integritete celice in zascCiti pred oksidativnim stresom, sodelujejo tudi pri interakcijah med
celicami in so verjetno vkljuceni v biosintezo celicne stene. Proteini celi¢ne stene so lahko
kovalentno (preko glikozidnih ali esterskih vezi) ali nekovalentno (ionsko) vezani na

glikansko omrezje (Yin et al., 2008).

Glikoproteini celi¢ne stene pri S. cerevisiae predstavljajo do 10 % vse biomase celice. Veéina
je s spremenjenim glikozil fosfatidil inozitolnim (GPI) sidrom kovalentno vezanih na -1,6-
glukan. Tvorijo se proteinsko-polisaharidni kompleksi, ki se razprostirajo stran od povr$ine
celice. Druga skupina proteinov celicne stene so »proteini z notranjimi ponovitvami«
(anglesko »proteins with internal repeats« oziroma proteini »Pir«), ki pre¢no povezujejo -1,3-
glukanske verige. Proteini Pir so v notranjem skeletnem sloju celi¢ne stene (slika 7). Obstaja
tudi manjSa skupina proteinov celi¢ne stene, ki imajo v alkalnem okolju obcutljivo vez
(anglesko »alkali-sensitive linkage« ozirom ASL). V celi¢ni steni so tudi proteini, ki so preko

disulfidnih mosti¢kov vezani na druge proteine celi¢ne stene (Yin et al., 2005).
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Slika 7: Model molekularne zgradbe celi¢ne stene kvasovk s prikazanimi proteini (Smits et al., 2001, str. 782).
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2.7.2 Proteomika gliv

Proteomske analize so mogoc¢no orodje, ki omogocajo sistematsko razumevanje dogodkov na
celicnem nivoju v dolo¢enem bioloskem stanju (Kim et al., 2007). Namen proteomskih studij
je pridobiti bolj globalen in integriran vpogled v biologijo s Studijo vseh proteinov, ne le s
spoznavanjem posameznih (Graves in Haystead, 2002).

Proteom je cel komplement proteinov, ki ga organizem ali sistem stvori v doloCenem ¢asu in
dolo¢enem fizioloskem stanju (Kim et al., 2007), vkljuéno z vsemi modifikacijami le-teh.
Obicajno je proteomika naslednji korak za genomiko pri Studiju bioloskih sistemov.
Organizmov genom je konstanten z izjemami, kot so adicije genetskega materiala, ki jih
povzrocijo virusi, hitre mutacije, transpozicije itd. Proteom organizma se razlikuje od celice
do celice, kajti doloceni geni se izrazajo v dolocenih celi¢nih tipih, oziroma se razli¢ni geni
izrazajo v razlicnih razmerah v okolju. Zato je proteomika mnogo bolj komplicirana kot
genomika. Prav proteini in ne geni so odgovorni za fenotipe celic (Graves in Haystead, 2002).
V evkariontskih sistemih so analize proteinov Se posebej zanimive, saj omogocajo analizo
specifi¢nih celi¢nih lokacij oziroma organelov (subproteomika) ter $tudijo post-translacijskih

modifikacij proteinov, ki so izjemno pomembne v signalni transdukciji (Kim et al., 2007).
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Redke proteomske analize gliv so bile v veliki vecini opravljene le na filamentoznih
predstavnikih. Filamentozne glive so pomembni organizmi, ne le ker so znani ¢loveski in
rastlinski patogeni, temve¢ tudi zaradi njihove uporabe v biotehnoloSki industriji za
proizvodnjo Stevilnih Cloveskih terapevtikov (antibakterijskih ali antiglivnih agensov) in
kemikalij, kot so komercialni encimi in organske kisline. Pomembnost filamentoznih gliv se
kaze v poveCanju Stevila sekveniranih genomov (do danes je sekveniranih in anotiranih 18
genomov razlicnih glivnih vrst), vendar je le malo opravljenih transkriptomskih in

proteomskih studij na filamentoznih glivah (Kim et al., 2007).

Kim in sodelavci (2006) so izdelali prvo znotrajcelicno proteomsko mapo modelne
filamentozne glive Aspergillus nidulans med osmoadaptacijo. Primerjali so izraZanje
proteinov v rastnem mediju brez soli ter v rastnem mediju s 4,5 % KCI (0,6 M KCI), tako da
so proteine locili z dvodimenzionalno gelsko elektroforezo in jih identificirali s posebnim
tipom masne spektroskopije (MALDI-TOF oziroma »matrix-assisted laser desorption
ionization/time-of-flight«). Izmed 90 diferen¢no izrazenih proteinov so jih identificirali 30. V
osmoadaptiranih celicah so dokazali poviSano izrazanje gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze
in aldehid dehidrogenaze ter znizano izraZanje enolaze. To kaZze na poviSano biosintezo
glicerola in zmanjSano uporabo Krebsovega cikla. Pokazali so tudi poviSan preobrat proteinov
(poviSana ekspresija in degradacija) ter identificirali pet novih proteinov, ki so vkljuceni v

osmoadaptacijo ter imajo Se neznano funkcijo (Kim et al., 2006).

Liang in sodelavci (2007) so opravili analizo proteoma ektomikorizne glive Boletus edulis pod
slanostnim stresom, dosezenim s 4 % (m/V) NaCl. Z dvodimenzionalno elektroforezo so nasli
22 proteinov, ki so se diferencno izrazali pod pogoji slanostnega stresa, 14 izmed njih je imelo
vi§je izrazanje pri slanostnem stresu, 8 pa niZje. Z masno spektroskopijo so identificirali 12
proteinov, ki so bili vkljuceni v celi¢ne procese, povezane s toleranco na slanost. Povisano je
bilo izraZzanje encimov biosinteze metionina in S-adenozilmetionina, ki izboljSata rast pri
slanih pogojih. Pri slanostnem stresu se je encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza izrazal

v ve¢ji meri. To kaze na poviSano glikolizo, ki zagotavlja energijo in ima funkcijo
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osmoregulacije (biosinteza glicerola). Ve¢ se izraza tudi proteinov vrocinskega Soka, ki se
inducirajo z razli¢nimi okoljskimi stresi, tudi s slanostnim. V nasprotju s temi procesi pa se pri
slanostnem stresu izraZza manj proteina, ki je vkljucen v post-replikacijsko popravljanje DNK.
To povisa mutagenezo, adaptivno strategijo, ki lahko potencialno poviSa zmoZznost prezivetja

v stresnih pogojih (Liang et al., 2007).

Pri raziskavah proteoma na sol tolerantne kvasovke D. hansenii so nasli Stevilne proteine, ki
jih izpostavitev NaCl bodisi inducira ali represira. Ugotovili so, da se ob prisotnosti NaCl
izrazi 28 % vec proteinov kot pri pogojih brez soli. S soljo inducirani proteini so bili vkljuc¢eni
v sintezo/disimilacijo glicerola in v zgodnje poti glikolize, represirani proteini pa so bili
encimi, vkljueni v spodnji del glikolize, v pot h Krebsovemu ciklu in v sintezo aminokislin.
Nasli so tudi en induciran protein vro€inskega Soka ter dva represirana (Gori et al., 2007).
Proteom H. werneckii je pokazal, da so njeni celi¢ni proteini bolj kisli (izoelektriéne tocke so
med 4 in 5,5) od proteinov na sol obcutljive S. cerevisiae in halotolerantne D. hansenii

(Plemenitas in Gunde-Cimerman, 2005).

Studije proteoma imajo celo vrsto aplikacij, kot so: anotacija genoma, $tudije izrazanja,
funkcije in (post-translacijske) modifikacije proteinov, lokalizacija in kompartmentalizacija
proteinov ter spoznavanje interakcij med proteini (Graves in Haystead, 2002). Zunanji stres
povzroci razlike oziroma spremembe v fizioloSkem stanju, ki jih zaznamo na nivoju mRNK in
na nivoju proteinov. Z analizo proteoma lahko torej primerjamo razli¢na fizioloSka stanja
bioloSkega sistema. Proteomika je uporabno orodje za Studije odzivov organizmov na abiotski
stres. Identificiramo lahko proteine, povezane z dolo¢enim okoljskim signalom (Liang et al.,
2007).
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2.7.2.1 Subproteomika celicne stene gliv

Proteomska analiza celi¢ne stene Candida albicans je pokazala kovalentno vezane proteine, ki
so aktivno vkljuceni v prestrukturiranje in ekspanzijo celicne stene ter v interakcije med
gostiteljem in patogenom. Identificirali so encime, ki delujejo na ogljikove hidrate, in
adhezine (de Groot et al., 2004).

Subproteomsko analizo proteinov celi¢ne stene na S. cerevisiae je opravil Yin s sodelavci
(2005). Tudi v tem primeru so nasli Stevilne kovalentno vezane proteine, med njimi GPI-
sidrane proteine, ASL- proteine in glikanske hidrolaze. Ugotovili so, da imajo identificirani
proteini pomembno vlogo pri pravilnem tvorjenju celi¢ne stene, saj so imele delecijske

mutante v dolo¢enih proteinih nenavadno celi¢no steno.

Opravljenih je malo proteomskih $tudij celi¢ne stene gliv. Med njimi ni mo¢ najti analiz
diferencnega izrazanja proteinov v razli¢nih stresnih pogojih, na primer v pogojih znizane
vodne aktivnosti, kot je to opravljeno za celoten proteom nekaterih gliv. Studije proteinov
celiéne stene moti kontaminacija le-teh s proteini citosola, ki se sprostijo med postopkom
njihove ekstrakcije. V tipi¢nem eksperimentu se proteine sprosti z netopne polisaharidne
stene, lo¢i z dvodimenzionalno elektroforezo glede na njithovo maso in izoelektri¢no tocko.
Nato se proteine proteolitsko fragmentira in nastale peptide identificira z masno
spektroskopijo. Interpretacija rezultatov je prepogosto otezena zaradi prisotnosti proteinov

citosola (Yin et al., 2008).
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3 METODE IN MATERIALI

3.1 UPORABLJENE VRSTE GLIV

Raziskovali smo fizioloske prilagoditve vseh treh vrst rodu Wallemia: W. ichthyophaga,
W.sebi in W.muriae, ki smo jih vzeli iz Genske banke EX Katedre za biologijo

mikroorganizmov BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani

Preglednica 1: Seznam in oznake preiskovanih sevov iz mikrobioloske zbirke.

Oznake v drugih

Vrsta EXF oznaka  zbirkah Substrat Drzava

W. ichthyophaga  EXF 994 / Hiperslana voda solin Slovenija

W. sebi EXF 958 (=CBS 818.96) seme sonc¢nice Svedska
(=MzKI B-952, hiperslana voda,

W. muriae EXF 951 =CBS 116628) Secoveljske soline Slovenija

hiperslana voda,
kristalizacijski bazen,
H. werneckii EXF 225 (=MZKI B-736)  Secoveljske soline Slovenija

3.2 METODE DELA

3.2.1 Submerzno gojenje gliv

Priprava sevov Wallemia spp. za submerzno gojenje:
Iz Mikrobioloske zbirke EX-F smo precepili vse tri vrste gliv Wallemia spp. v nova poSevna
gojis¢a MY50G in jih pustili rasti na sobni temperaturi 7 do 10 dni. Nato smo jih shranili v

hladilniku na 4 °C do uporabe.

Priprava predkulture:

V sterilno tekoce gojisc¢e s kvasno dusikovo osnovo (YNB - Yeast Nitrogen Base) ustrezne
slanosti smo s sterilno cepilno zanko prenesli eno kolonijo W. ichthyophaga in prasnate spore
ene kolonije pri vrstah W. sebi in W. muriae iz trdnega gojis¢a MY50G. Vse tri vrste rodu
Wallemia smo gojili v 500 ml Erlenmeyerjevih steklenicah s 150 ml gojis¢a YNB z doloc¢eno
koli¢ino NaCl na stresalniku pri 28 °C in 180 obratih na minuto. Vsako izmed vrst smo gojili

pri dveh izbranih slanostih.
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Preglednica 2: Slanosti za gojenje vrst iz rodu Wallemia.

Wallemia spp. Nizja slanost (% NaCl)  Vigja slanost (% NaCl)
W. ichthyophaga 15 25
W. sebi 5 20
W. muriae 5 20

Priprava kulture:

Predkulturo smo gojili do stacionarne faze rasti in pripravili vcepek za kulturo. Del
predkulture z usedlimi skupki celic smo sterilno prenesli v novo manjSo erlenmajerico, kar je
omogocalo lazje pipetiranje in razmeroma enakomeren vcepek. Pipetirali smo s prirezano
konico plasti¢nega nastavka polavtomatske pipete. Vsakokrat smo prenesli 1 ml predkulture v
novo sterilno tekoce gojis¢e YNB enake slanosti kot izvorna predkultura. Kulture smo gojili

pri enakih pogojih kot predkulture na stresalniku pri 28 °C in 180 obratih na minuto.

3.2.2 lzdelava rastnih krivulj za glive Wallemia spp. pri izbranih slanostih

W. ichthyophaga, W. sebi in W. muriae rastejo v tekocem gojis¢u YNB v bolj ali manj
pravilnih skupkih mnogih celic, kar je zaradi usedanja le-teh onemogocilo uporabo metode
optine gostote za spremljanje rasti kulture. Zato smo rastne krivulje doloc€ili z merjenjem

koli¢ine suhe biomase.

Pripravili smo tekoca gojis¢a YNB dolocene slanosti za posamezno vrsto. Za vsako slanost
smo imeli pri vsaki vrsti po dve vzporednici. Za vcepke za pripravo kultur smo uporabili 1 ml
predkulture v stacionarni fazi, gojene pri enaki slanosti kot kultura. Priprava predkultur je
opisana v podpoglavju 3.2.1. Pogoji gojenja so bili naslednji: 27 + 1 °C ter 180 obratov na

minuto.

Biomaso smo vzor¢ili po naslednjem postopku:
e Biomaso smo vzorc¢ili v ¢asovnem zaporedju 2 do 3 dni.

e Vsakokrat smo filtrirali po dve steklenici kulture.
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Suhe filtre, ki so se ¢ez no¢ susili v suSilniku na 100 °C, smo prenesli v eksikator ter
jih oznacene stehtali.

e Filter smo polozili v Buchnerjev 1ij (filtrirni lijak z vodno ¢rpalko), ga zmocili z
raztopino enake slanosti, kot je bila v gojiscu, in vsakokrat filtrirali celotno kulturo v
Erlenmeyerjevi steklenici. Filter z biomaso smo susili do konstantne teze in ga nato
stehtali.

e Iz dobljenih meritev smo izdelali rastno krivuljo posamezne vrste za doloceno slanost.

3.2.3 Meritve velikosti celic in skupkov celic ter teze vzorcev

Predkulture in kulture vrst Wallemia smo pripravili, kot je opisano v podpoglavju 3.2.1.
Merili smo velikosti celic in skupkov celic posamezne vrste, gojene pri dolo¢eni slanosti v

dveh vzporednicah.

3.2.3.1 Meritve velikosti celic

Pod svetlobnim mikroskopom smo opazovali nativne preparate posameznih vrst, ki so bile
gojene pri doloCeni slanosti. Z digitalno kamero smo sliko prenesli na raCunalnik in s
programom (Olympus DP-Soft 3.2.) izmerili dolzino in Sirino posameznih celic. Izraunali
smo povpre¢je in standardno deviacijo meritev. Meritve smo opravili na 50 celicah posamezne

slanosti W. sebi in W. muriae ter na 100 celicah W. ichthyophaga.

3.2.3.2 Meritve velikosti skupkov celic

Velikost skupkov celic W. ichthyophaga smo merili pod mikroskopom. Izmerili smo premer
50 skupkov celic, gojenih pri posamezni slanosti, v logaritemski fazi rasti. Izracunali smo
povprecje in standardno deviacijo. Pri vrstah W. sebi in W. muriae pa so skupki preveliki za

merjenje pod mikroskopom, zato smo jih merili na objektnem steklu s kljunastim merilom.
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3.2.3.3 Meritve mase vzorcev

Rast v skupkih otezuje ponovljivost vzorcenja, zato smo z merjenjem suhe mase vzorcev zeleli

optimizirati postopek priprave vzorcev za analizo vsebnosti ionov.

Vzor¢ili smo s prirezano konico pipetnega nastavka na dva nacina, in sicer:
a. s pipetiranjem dolocenega volumna kulture (0,5 ml, 1 ml in 2 ml) pri W. ichthyophaga
ter
b. s pipetiranjem dolo¢enega Stevila skupkov (10 oziroma 20 skupkov) kulture pri W. sebi

in W. muriae.

Te vzorce smo pripravili po enakem postopku, kot smo ga uporabljali za pripravo vzorcev za
analizo vsebnosti ionov (filtracija s sistemom Millipore na nitroceluloznih filtrih, spiranje z
ustrezno raztopino sorbitola, susenje na 80 °C ter tehtanje), kot je opisano v podpoglavju
3.2.5.1.

3.2.4 Meritve kompatibilnih topljencev

3.24.1 Priprava vzorcev za meritve kompatibilnih topljencev

Merili smo vsebnost kompatibilnih topljencev v celicah gliv, gojenih pri dveh razli¢nih
slanostih. VVzorce za meritve predstavlja liofilizirana biomasa. Priprava vzorcev vkljucuje
pripravo kulture, pripravo materiala in pribora ter filtracijo biomase. Med delom smo pazili, da
se ni¢esar nismo dotikali z golimi rokami; s priborom in materialom smo skozi cel postopek
rokovali le z rokavicami.
Priprava materiala:

e Nitrocelulozne filtre smo namocili v vodo MilliQ in vodo zamenjali najmanj trikrat.

Filtri so do uporabe ostali v vodi.
e Sistem za filtracijo Millipore smo dobro oprali z destilirano vodo in nato trikrat sprali z

MilliQ in ga posusenega avtoklavirali.
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Pinceto, skalpel, spatulo in puhalke smo oprali z destilirano vodo, z vodo MilliQ in jih
posusili.

Pripravili smo si 10-kratno zalozno raztopino, iz katere smo sproti pripravljali sveze
tekocine za spiranje celic. Uporabili smo enako koncentracijo soli, kot je bila v gojiscu.
Oznacili in stehtali smo mikrocentrifugirke, v katere smo kasneje dajali sprane celice.

Pripravili smo si stiroporasto posodo z ledom.

Priprava kulture:

Kulture smo pripravili tako, da smo inokulirali 1 ml predkulture v sveze tekoce gojisce
YNB enake slanosti. Predkulture so bile pripravljene, kot je opisano v podpoglavju
3.2.1.

Glede na rastno krivuljo smo dolocili to¢ko vzorCenja v logaritemski fazi rasti
posamezne vrste glive pri doloceni slanosti.

Kultura se je stresala ves Cas do filtracije. Celotno vsebino erlenmajerice Smo

postopoma filtrirali.

Filtracija biomase:

Moker, cist filter (filtri Milipore s premerom por 0,45 pm) smo polozili na nosilec
sistema za filtracijo in zaprli primez.

Cezenj smo zlili od 30 do 50 ml kulture naenkrat. Robove menzure in celice smo sprali
z priblizno 10 ml ohlajene tekocCine za spiranje celic, Ki je bila med delom shranjena na
ledu.

PrimeZ smo razdrli, s pinceto in skalpelom odstranili filter ter ga polozili na vrh
notranje stene menzure. Na nosilec smo dali svez moker filter.

Celice s prvega filtra smo s curkom spiralne teko¢ine sprali na drugi filter. Se enkrat
smo sprali notranjo steno menzure s priblizno 10 ml spiralne tekocine.

Filtrirali smo toliko ¢asa, da so se celice dobro osusile.

PrimeZ smo razdrli in s spatulo postrgali celice s filtra v oznaCene mikrocentrifugirke,

ki smo jih hranili na ledu.
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e Pri posamezni filtraciji pridobljeno biomaso smo zamrznili v teko¢em dusiku in jo do

liofilizacije shranili v zamrzovalni skrinji na -80 °C.

Liofilizacija vzorcev:
e Mikrocentrifugirke smo odprli, jih prekrili s parafilmom in ga nekajkrat preluknjali.
e Vse epice naenkrat smo 48 ur susili v liofilizerju pri temperaturi -35 °C in v vakuumu.
e Po koncani liofilizaciji smo mikrocentrifugirke shranili v eksikatorju, dokler nismo
odstranili parafilma, jih zaprli in stehtali.

e Do posiljanja na analizo s HPLC smo jih shranili v zamrzovalni skrinji na -20 °C.

3.24.2 Dolocitev vrste in koli¢ine kompatibilnih topljencev s HPLC

Postopki ekstrakcije ter detekcije in karakterizacije poliolov, ki so jih opravili na Institutu za

mikrobiologijo in biotehnologijo univerze v Bonnu, so opisani v ¢lanku Kogej et al. (2007).

HPLC je tip tekocCinske kromatografije za lo€itev raztopljenih komponent v vzorcu. MeSanica
komponent se vbrizga v lo€itveno kolono, kjer se le-te lo¢ijo glede na razli¢no hitro prehajanje
preko kolone zaradi razli€nih porazdelitev med mobilno in stacionarno fazo (Analytical

Chemistry and Instrumentation, High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), 1996).

Vsebnosti kompatibilnih topljencev so podane v milimolih na gram suhe biomase.

Preracunane so glede na znane koli¢ine standardov.

3.2.5 Meritve koncentracije ionov

Meritve koncentracije ionov (Na* in K*) z atomsko absorpcijsko spektroskopijo (AAS) smo za
W. ichthyophaga najprej izvedli preliminarno, z namenom optimizacije priprave vzorcev.

Zeleli smo pridobiti optimalno koli¢ino biomase na filtru, da za meritve ni potrebno redéenje,
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in zagotoviti ponovljivost vzoréenja, kar predstavlja tezavo pri rasti celic v skupkih. Pred
nadaljevanjem priprave vzorcev za vse tri vrste Wallemia spp. smo merili teze skupkov in
celic ter preizku$ali na¢in ponovljivega vzoréenja. Za vrsti W. sebi in W. muriae smo kot
optimalen nacin vzorCenja izbrali filtracijo doloCenega Stevila skupkov. Za vrsto W.
ichthyophaga pa smo izbrali pipetiranje dolo¢ene prostornine kulture s prirezano konico

pipetnega nastavka.

Za vsako slanost smo vzorce pripravili v treh vzporednicah (3 Erlenmeyerjeve steklenice), iz
vsake vzporednice pa smo pripravili po 6 vzorcev. Preliminarno smo vzor¢ili logaritemsko in
stacionarno fazo rasti, vendar smo slednjo v nadaljevanju poskusa opustili. Vsebnosti ionov v
stacionarni fazi, ko celice ze propadajo, so spremenljive in nerealne. Vsebnost kompatibilnih
topljencev v stacionarni fazi ni bila bistveno drugacna, zato smo se v nadaljnjem delu

osredotocili na logaritemsko fazo rasti.

3.25.1 Priprava vzorcev za meritve koncentracije ionov

Vzorce za meritve koncentracije ionov predstavlja suha biomasa na nitroceluloznem filtru.
Priprava vzorcev vkljuCuje pripravo materiala in pribora, pripravo kulture ter filtracijo
biomase.

Med delom smo pazili, da se nicesar nismo dotikali z golimi rokami; s priborom in materialom
smo ves ¢as rokovali le z rokavicami, tako da ni prislo do kontaminacije z Na* ioni. Material
smo spirali z destilirano vodo in MilliQ, steklovino tudi z 10 % HCI, da smo izkljucili

moznost kontaminacije s K ioni.

Priprava materiala:
e Nitrocelulozne filtre Milipore s premerom por 0,45 um smo oznacili in jih v steklenih
petrijevkah susili v suSilniku pri 80 °C. Suhe filtre smo v eksikatorju prenesli do

tehtnice in jih stehtali v najkrajSem moznem casu, da niso vezali zracne vlage.
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Filtre smo namocili v vodo MilliQ in vodo zamenjali najmanj trikrat. Filtri so do
uporabe ostali v vodi.

Ciste nove plasti¢ne epruvete smo trikrat sprali z vodo MilliQ ter jih posusili.

Vso uporabljeno steklovino (Case in sistem za filtracijo Millipore) smo sprva oprali z
10 % HCI, nato smo jo trikrat sprali z destilirano vodo in nato Se trikrat z MilliQ.
Posuseni sistem za filtracijo smo avtoklavirali.

Pinceto, skalpel, spatulo in puhalke smo oprali z destilirano vodo, z vodo MilliQ in jih
posusili.

Pripravili smo si svezo tekoCino za spiranje celic, pri kateri smo namesto NaCl
uporabili sorbitol, tako da smo dosegli enak osmotski tlak (za 1 M NaCl smo pripravili
2 M sorbitol).

Priprava kulture:

Kulture smo pripravili na enak nacin kot za meritve kompatibilnih topljencev, kot je
opisano v poglavju 3.2.4.1.

Glede na rastno krivuljo smo dolo€ili to¢ko vzorCenja v logaritemski fazi rasti
posamezne vrste glive pri doloceni slanosti.

Kultura se je stresala ves ¢as do filtracije. Filtrirali smo doloCeno prostornino kulture
pri W. ichthyophaga oziroma doloceno $tevilo skupkov celic pri W. sebi in W. muriae,

kot je razvidno iz spodnjega seznama:

1) Preliminarni poskus za W.ichthyophaga

Vzor¢ili smo v logaritemski in stacionarni fazi rasti.

% NaCl v gojis¢u YNB Volumen filtrirane kulture

15
25

0,5mlin2,0ml
0,5mlin2,0ml
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2) Kon¢ni poskus

Pri vseh treh vrstah smo vzorc¢ili v logaritemski fazi rasti.

W.ichthyophaga

% NaCl v gojis¢u YNB Volumen filtrirane kulture
15 0,5 ml
25 1,0ml

W. sebi
% NaCl v gojis¢u YNB Stevilo filtriranih skupkov
5 10
20 20

W. muriae
% NaCl v gojis¢u YNB Stevilo filtriranih skupkov
5 10
20 10

Filtracija biomase:

e Moker, cist filter smo s pinceto poloZili na nosilec malega sistema za filtracijo
Millipore in zaprli primez.

e Na filter smo odpipetirali dolo¢en volumen oziroma dolo¢eno $tevilo skupkov. Vzorec
smo sprali s priblizno 10 ml ohlajene tekocCine za spiranje celic, ki smo jo med delom
hranili na ledu.

e Primez smo razdrli, s pinceto in skalpelom odstranili filter ter ga polozili na vrh
notranje stene menzure. Na nosilec smo poloZili sveZ moker filter.

e Celice s prvega filtra smo s curkom spiralne tekodine sprali na drugi filter. Se enkrat
smo sprali notranjo steno menzure s priblizno 10 ml spiralne tekocine.

e Filtrirali smo toliko ¢asa, da so se celice dobro osusile.

e Primez smo razdrli in s ¢istim skalpelom in pinceto odstranili filter.

e Filtre smo polozili na stani¢evino v stekleni petrijevki in jih susili pri 80 °C do

konstantne teze (24 ur).
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e Petrijevke smo v eksikatorju prenesli do tehtnice, kjer smo jih stehtali tako, da so bili
najkraj$i mozni ¢as na zraku.
e Posamezen posusen in stehtan filter smo dali v Cisto plasticno epruveto in jo zaprli s

pokrovckom. Do posiljanja smo vzorce shranili na -20 °C.

3.2.5.2 Dolocitev koncentracije ionov Z AAS

Meritve vsebnosti ionov so izvedli v Laboratoriju za agrikulturno mikrobiologijo Oddelka

za mikrobiologijo Univerze v Cordobi, Spanija.

Atomska absorpcijska spektroskopija (AAS) je tehnika, ki uporablja absorpcijo svetlobe za
merjenje koncentracije atomov v plinski fazi. Teko¢ ali trden vzorec s preiskovanimi atomi
ali ioni je potrebno najprej upliniti v grafitnem uparjevalniku. Atomi absorbirajo
ultravijoli¢no ali vidno svetlobo, kar povzroci prehod v visji elektronski energijski nivo.
Koncentracija analita se dolo¢i glede na koli¢ino absorpcije iz umeritvene krivulje

(Analytical Chemistry and Instrumentation, AA Spectroscopy, 1996).

Ekstrakcija ionov iz celic za meritve vsebnosti ionov:

e V vsako epruveto so dodali 5 ml na 4 °C ohlajene tekoc¢ine za ekstrakcijo, tako da so
bili filtri pokriti s teko¢ino. Do meritve so vzorce shranili na 4 °C.

e Pred meritvijo z AAS so vzorce premeSali na vibracijskem mesSalniku in nato
centrifugirali (5 minut pri 5000 obratih na minuto).

e Ker je bila koncentracija ionov v vzorcu vecja od 30 uM, je bilo potrebno redéenje.
Redcili so 1:5 (1 ml vzorca v 4 ml MilliQ) in 1:40 (0,1 ml vzorca v 3,9 ml MilliQ).

Atomski absorpcijski spektrometer se pred meritvami kalibrira z raztopino Na* oziroma K*
v koncentracijah 10, 20 in 40 puM. Meritve v tem obmod¢ju so linearne in SO podane v

enotah nmol/ml. Ce je meritev izven tega obmodja, je potrebno vzorce red¢iti.
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Koncentracijo ionov v celicah (¢;) preradunamo po formuli (1). Rezultati vsebnosti Na* in

K" so podani v nmol/mg suhe teZe.

o= [ -

mg

¢ — izmerjena koncentracija iona (nmol/ml);
Vek — Volumen ekstrakcijske tekoc¢ine (5 ml);

SB - suha biomasa (mg)

3.2.6 Preiskava proteoma celi€ne stene in citosola W.ichthyophaga in

H. werneckii z dvodimenzionalno gelsko elektroforezo

Dvodimenzionalna gelska elektroforeza (2DEF) je metoda za analizo kompleksnih proteinskih
mesanic, ekstrahiranih iz celic, tkiv ali drugih bioloskih vzorcev. Proteine loci glede na dve
lastnosti v dveh locenih dimenzijah. Prva dimenzija je izoelektri¢no fokusiranje (IEF), ki
proteine loc¢i glede na izoelektri¢no tocko, druga pa SDS poliakrilamidna gelska elektroforeza
(SDS-PAGE), ki jih lo¢i se glede na molekulsko maso. Vsaka lisa, ki jo dobimo po
vizualizaciji na gelu, ustreza eni vrsti proteina v vzorcu. Tako dobimo informacijo o

1zoelektricni tocki, molekulski masi in tudi koli€ini proteina.

Postopek 2DEF se za¢ne s pripravo vzorca proteinov (opisan v poglavju 3.2.6.1). Ta korak je
kljucen za kvaliteten 2-D rezultat, zato smo pripravi vzorca posvetili mnogo truda in izvedli

Stevilne optimizacije.

Pripravi vzorca sledi 2DEF, katere eksperimentalno zaporedje je naslednje:
1. Rehidracija traku IPG
Trakovi IPG so suhi in jih je potrebno pred IEF rehidrirati v rehidracijskem pufru

ustrezne sestave.
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2. IEF
Prva dimenzija se izvede pri visokih napetostih z aktivno regulacijo temperature.

3. Ekvilibracija traku IPG
Ekvilibracija trakov IPG v pufru z SDS pripravi vzorce na lo€itev v drugi dimenziji.

4. SDS-PAGE
Trak IPG je potrebno vstaviti v poliakrilamidni gel za drugo dimenzijo.

5. Vizualizacija
Proteinske lise odkrivamo z razli¢nimi metodami oznacevanja in barvanja. Uporabljali
smo barvanje s srebrovim nitratom in barvanje z barvilom Coomassie.

6. Analiza rezultatov
Obarvane gele se s pomocjo opti¢nega Citalca shrani v digitalni obliki, razporeditev lis
na gelu pa se lahko analizira z racunalniSkim programom. Pri naSem poskusu smo
zaradi razmeroma majhnega Stevila lis to opravili s prostim otesom. Zelene lise se

izreze iz gela in analizira vrsto proteina s pomocjo masne spektroskopije.

3.2.6.1 Priprava vzorcev proteinov

Celice obeh vrst (Wallemia ichthyophaga in Hortaea werneckii) smo v teko¢em gojis¢u YNB
dveh slanosti pri standardnih pogojih (28 °C in 180 obratov na minuto) gojili do logaritemske
faze rasti, skoncentrirali biomaso, jo homogenizirali in izolirali proteine celicne stene in
citosola. Po 1 ml izolata v mikrocentrifugirki smo zmrznili v teko¢em dusiku in do uporabe

shranili v zamrzovalni omari na -80°C.

Vzorci za analizo proteinov z dvodimenzionalno SDS-PAGE elektroforezo:
e proteini celi¢ne stene in citosola W. ichthyophaga pri 15 % in 25 % NaCl v tekocem
gojis¢u YNB
e proteini celi¢ne stene in citosola H. werneckii pril5 % in 25 % NaCl v teko¢em gojiscu
YNB
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Pridobivanje biomase za izolacijo proteinov

Celice v tekocem gojis¢u YNB je bilo potrebno skoncentrirati, da smo pridobili dolo¢eno

koli¢ino biomase za izolacijo proteinov. Za posamezno vrsto doloCene slanosti smo

potrebovali priblizno 5 g sveze biomase.

Postopek priprave:

Kulturo smo centrifugirali 8 minut pri sobni T (20 — 22 °C) in 6000 obratih na minuto.
Celice smo zdruzili v dve centrifugirki ter prilili spiralni pufer (10 mM Tris HCI,
pH =7.5). Ponovno smo centrifugirali, odlili supernatant in celice $e enkrat sprali s
spiralnim pufrom.

Pridobljeno biomaso smo stehtali in zamrznili v tekoCem duSiku in shranili v

zamrzovalni omari na -80 °C.

Homogenizacija biomase za izolacijo proteinov

Oc¢is€eno in avtoklavirano terilnico smo ohladili s teko¢im duSikom.

Zamrznjeno biomaso smo takoj zalili s teko¢im dusikom in trli do prahu. Med
postopkom smo ves ¢as dolivali tekoc¢i dusSik.

Kovinsko posodico s kroglico dismembranatorja smo ohladili s teko¢im duSikom in z
ohlajeno zli€ko prenesli strte celice v kovinsko posodico, ki smo jo vpeli na
dismembranator.

Dismembranirali smo 3 minute pri maksimalni frekvenci.

Tako homogenizirane celice smo stehtali in jih po 2,5 g razdelili v dve plasti¢ni

epruveti.
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Izolacija proteinov celi¢ne stene in proteinov citosola iz W. ichthyophaga in H. werneckii

Postopno centrifugiranje za pripravo citosola:

2,5 g strtih celic smo v 50 ml centrifugirki resuspendirali v 10 ml homogenizacijskega
pufra z dodano meSanico proteaznih inhibitorjev (PIC, Protease Inhibitor Coctail)

20 minut smo obracali na ledu.

Centrifugirali smo 10 minut pri 500 g in 4 °C.

Supernatant smo prelili v novo centrifugirko in centrifugirali 20 minut pri 20.000 g in
4 °C.

Supernatantu smo dodali 2 M CaCl, do kon¢ne koncentracije 16 mM.

Inkubirali smo 10 minut na ledu, da so se oborili mikrosomi.

Centrifugirali smo 15 minut pri 20.000 g in 4 °C.

Supernatantu, ki je vzorec citosola, smo dolo¢ili koncentracijo proteinov po metodi

Bradford, jih zamrznili v teko¢em dusSiku in shranili pri -80 °C.

Izolacija proteinov celi¢ne stene:

2,5 g mokre teze celic smo v 50 ml falkonki resuspendirali v 30 ml pufra za
resuspendiranje (10 mM Tris HCI, pH = 7.5) z dodanim PIC.

20 minut smo obracali na ledu.

Centrifugirali smo 10 minut pri 500 g in 4 °C.

Usedlino smo resuspendirali v 10-krathem volumnu pufra za ekstrakcijo proteinov
(50 mM Tris HCI, pH= 7.8, 2 % SDS, 100 mM EDTA, 40 mM B-merkaptoetanol) z
dodanim PIC in inkubirali 5 minut pri 100 °C v vodni kopeli.

Centrifugirali smo 10 minut pri 500 g in 4 °C.

Usedlino smo ponovno resuspendirali v 10-kratnem volumnu pufra za ekstrakcijo
proteinov z dodanim PIC in inkubirali 5 minut pri 100 °C v vodni kopeli.

Centrifugirali smo 10 minut pri 500 g in 4 °C.

Usedlino smo trikrat sprali z MilliQ (centrifugiranje: 10 minut pri 500 g in 4 °C),

zamrznili v teko¢em duSiku in shranili pri — 80 °C.
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e Pred zacetkom 2DEF smo usedline resuspendirali v 3 ml nativnega pufra za lizo NLB,
suspenzijo razdelili v mikrocentrifugirke po 1 ml in dolo¢ili koncentracijo proteinov po
metodi Bradford.

Dolocanje koncentracije proteinov po Bradfordu

Gre za kolorimetri¢no metodo, ki temelji na proporcionalni vezavi barvila Coomassie Blue G
(Roti® Nanoquant) na proteine. Pod moc¢no kislimi pogoji je barvilo najbolj stabilno kot
dvojno protonirana oblika, ki je rdeCe barve (zalozna raztopina barvila, ki je 5-krat
koncentrirana). Ob vezavi na protein je najbolj stabilna deprotonirana oblika barvila, ki je
modre barve. Absorpcijo merimo pri valovni dolzini 595 nm (oziroma pri 600 nm ali 590 nm).
Z nara$¢anjem koncentracije proteina temni barva vzorca. V obmocju 5 — 25 pg/ml je odnos

med koncentracijo proteina in absorpcijo linearen.

Z govejim serumskim albuminom (standard BSA z zalozno koncentracijo 10 mg/ml) smo
pripravili umeritveno krivuljo. Zalozno barvilo Roti Nanoquant smo red¢ili z MilliQ v
razmerju 1:4. V mikrocentrifugirkah smo pripravili razred¢ine standarda BSA (od 5 do 25

ug/ml). Red¢ili smo v enakem pufru kot je kon¢ni vzorec.

V plasti¢ni Kiveti sSmo zmesali 1 ml barvila Coomassie Blue G ter 10 ul razredCene raztopine
BSA. Kivete smo pokrili s parafilmom, premesali in inkubirali od 10 do 30 minut pri sobni
temperaturi. Absorpcijo svetlobe na spektrofotometru smo izmerili pri 595 nm. Ce je bila
njena vrednost izven obmocja linearne odvisnosti absorpcije svetlobe od koncentracije

proteinov (ve¢ja od 1,0), smo vzorec ustrezno redgili.
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Koncentriranje vzorca proteinov z acetonsko precipitacijo

Izmerjena koncentracija proteinov celi¢ne stene in citosola, izoliranih iz W. ichthyophaga, je

bila nizka v primerjavi s koncentracijo proteinov celi¢ne stene in citosola H. werneckii.

Vzorce proteinov W. ichthyophaga, smo zato koncentrirali z obarjanjem v acetonu in

ponovnim raztapljanjem v manjSem volumnu rehidracijskega pufra.

Postopek acetonskega obarjanja proteinov:

Vzorcem proteinov v mikrocentrifugirki smo dodali stirikratni volumen hladnega
acetona.

Vzorce smo premesali na vibracijskem mesalniku in jih inkubirali ¢ez vikend v skrinji
na - 20 °C.

Nato smo jih centrifugirali 10 minut pri 14.000 g in supernatant previdno odlili.
Usedline smo susili pri sobni temperaturi vsaj 30 minut.

Usedline vecih mikrocentrifugirk smo zdruzili in resuspendirali v ustreznem volumnu

rehidracijskega pufra za nanos na trak IPG.

Ekstrakcija proteinov celi¢ne stene iz vzorca H. werneckii

Ker je bila ekstrakcija v rehidracijskem pufru zelo slaba, smo poskusili dodatno ekstrahirati
proteine s 5 % SDS. Ekstrahirali smo dve vzporednici lizata CW_Hw_10 in CW_Hw_25.

Protokol:

200 pl lizata CW v mikrocentrifugirki smo dodali 200 pul 5 % SDS in 5 pl PIC in dobro
premesali na vibracijskem mesalniku.

Stresali smo ¢ez no¢ pri 50 °C in 1000 obratov na minuto.

Centrifugirali smo 5 minut pri 10.000 g in 15 °C.

Supernatant smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in doloc¢ili koncentracijo

proteinov z BCA™ Protein Assay po navodilih proizvajalca.
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e Zeleli smo pridobiti 500 pg proteinov, zato smo ustreznemu volumnu vzorca proteinov
dodali stirikratni volumen acetona in 1 uro obarjali na sobni temperaturi.

e Centrifugirali smo 15 minut pri 10.000 g in 15 °C, usedlino smo nato sprali z 80 %
acetonom in jo susili 30 minut na sobni temperaturi.

e Usedlino smo resuspendirali v 550 pl rehidracijskega pufra in stresali 15 minut pri
1000 obratih na minuto.

e Sledilo je 10-minutno centrifugiranje pri 15 °C in 12.000 g.

e Supernatanta dveh vzporednih vzorcev smo prenesli v novo mikrocentrifugirko.

Dolocdanje koncentracije proteinov s kompletom BCA™ Protein Assay Kit

Vzorcema proteinov celicne stene H. werneckii smo dolocili koncentracije proteinov s

kompletom BCA™ Protein Assay Kit po navodilih proizvajalca.

Metoda temelji na redukciji Cu?* do Cu'* s proteini v bazi¢nem okolju, pri Gemer se Cu®*
zazna kolorimetricno z reagentom, ki vsebuje bicinkoninsko kislino. Prisotnost proteinov
povzro€i spremembo barve reagenta iz zelene v vijolicno. Absorpcijo se meri pri valovni

dolzini 560 nm.
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3.2.6.2

in H. werneckii

Dvodimenzionalna gelska elektroforeza proteinov W. ichthyophaga

Poskus 2DEF proteinov iz W. ichthyophaga in H. werneckii smo izvedli petkrat. Med
posameznimi poskusi smo skuSali optimizirati postopek priprave vzorcev, ekstrakcije

proteinov in vizualizacije rezultatov.

Preglednica 3: Vsi poskusi 2DEF.

1.poskus 2.poskus 3.poskus 4.poskus 5.poskus
2DEF 2DEF 2DEF 2DEF 2DEF
Wi_CW_15, | Hw _CW_10, | Wi CW_15 | Wi CW_15, | Hw_CW_10,
Vzorci proteinov Wi_CW_25 Hw_CW_25 Wi_CW_25 Wi_CW_25 | Hw_CW_25
Hw_CIT_10, Hw_CW_10, | Hw_CW_10,
Hw_CIT_25 Hw_CW_25 Hw_CW_25
Koli¢ina proteinov na 312 pg 477 ng pri
gelu 50 pg 200 pg 200 pg Wi_CW,; 3-10 NL;
200 pg 368 ng pri
Hw_CW 4-7 NL
IEF- razmak locitve 3-10 NL in
pH 3-10 NL 3-10 NL 3-10 NL 3-10 NL 4-7 NL
Barvanje s Barvanje s Barvanje s Barvanje s
Barvanje s srebrom po srebrom po Coomassie Coomassie
Metoda vizualizacije | srebrom Mortzu Mortzu barvilom barvilom
Pri Wi
Vidne Vidne izrezali 10 1z 3-10 NL
Ni vidnih proteinske lise | proteinske lise | proteinskih gela izrezali
Rezultat proteinskih lis | na gelih na gelih lis. 10 lis.
Pri Hw ni 1z 4-7 NL
bilo vidnih gela izrezali
lis. 6 lis.
Legenda:

Wi CW_15in Wi_CW_25: proteini celi¢ne stene W. ichthyophaga pri 15 % in 25 % soli v gojiscu

Wi_CIT_15 in Wi_CIT_25: proteini citosola W. ichthyophaga pri 15 % in 25 % soli v gojis¢u

Hw_CW_10 in Hw_CW_25: proteini celi¢ne stene H. werneckii pri 15 % in 25 % soli v gojis¢u

Hw_CIT_10 in Hw_CIT_25: proteini citosola H. werneckii pri 15 % in 25 % soli v gojis¢u

NL: nelinearen razmak lo¢itve pH
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Postopek 2DEF:

1. Rehidracija in IEF

V mikrocentrifugirko smo dali:
e Ustrezen volumen vzorca glede na zeleno koli¢ino proteinov v gelu.
e 2,5 pul Amfolita
e 3,75ul2 M DTT (komercialni 20x »Reducing Agent«)

e Ustrezen volumen rehidracijskega pufra, tako da je bil kon¢ni volumen vzorca na

gelu 550 pl.

Vsako mikrocentrifugirko smo 20 sekund mesali na vibracijskem mesSalniku in jo nato
centrifugirali pri 15 °C in 12.000 g 10 minut, da smo se znebili netopnih necisto¢ v vzorcu.
Supernatant smo odpipetirali v keramicni nosilec za trak IPG ter ga enakomerno razporedili.
Trak IPG (24 cm, nelinearen gradient pH) smo v nosilec vstavili v taksni orientaciji, da je bila
nizja (kisla) vrednost pH na katodi. Cezenj smo nakapljali priblizno 1,5 ml mineralnega olja,

da ne bi prislo do izsusitve, in nosilec pokrili s pokrovckom.

Na aparatu za izoelektricno fokusiranje Ettan'™ IPGphore™ Il IEF smo nastavili slede¢
program:

Program Prot #5 KKNDS

Rehidracija 10 h Maksimalni tok:

S1 100 Vv 2h 50 HA na gel
S2 200V 1h Skupna vsota napetosti:
S3 500 V 1h ~73,9 kVh

S4 gr 10000V 1h Trajanje: 24 ur

S5¢gr 8000V 3h Temperatura: 20 °C

S6 8000V 6 h

S7 500 V 12 h
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Pasivna rehidracija je potekala 10 ur, aktivna (korak S1) pa 2 uri pri napetosti 100 V. Slednja
pospesi vstop vecjih proteinov v gel IPG traku. Izoelektri¢no fokusiranje je potekalo v korakih
S2 do S6. Prvi korak (S2) traja eno uro pri napetosti 200 V, drugi korak (S3) pa prav tako eno
uro pri 500 V. Sledita dva koraka z gradientno naras¢ajoco napetostjo; enourni korak S4 gr, ki
naras¢a do 1000 V, ter triurni korak S5 gr, kjer napetost naraste do 8000 V. Konstantna
napetost 8000 V se nato v koraku S6 vzdrzuje 6 ur, ko se izoelektricno fokusiranje zakljuci.

Korak S7 drzi vzorce pod napetostjo 500 V, dokler ne za¢nemo z ekvilibracijo.

Priprava SDS poliakrilamidnih gelov (SDS-PAGE)
Pripravili smo 12.5% poliakrilamidni gel s 4 % SDS.

Preglednica 4: Sestava SDS poliakrilamidnega gela.

Vrstni red Sestavina Volumen za pripravo dveh gelov
1 voda MilliQ 36,4 ml

2 1,5 M Tris HCI, pH 8.8 30,1 mi

3 Akril amid + Bisakril amid (37,5:1) 50,1 ml

4. 10 % SDS 2,4 mlt

5 10 % APS 1,2ml

6 10 % TEMED 40 pl?

Totalni volumen: 120 ml

L. koncentracija SDS je dvojna

2. koncentracijo TEMED smo zmanjsali na 40 pl, da je gel po¢asneje polimeriziral

Tekoco raztopino gela Smo nalivali med dve stekleni plos¢i z distanénikom. Dimenzije gela so
bile: 26 cm x 20 cm x 1 mm. Za pripravo enega gela smo potrebovali od 50 do 60 ml
raztopine. Vstavili smo Se glavnicek, s katerim smo ustvarili podolgovato rezo za trak IPG ter

manj$o jamico za proteinski marker. Gele smo pustili polimerizirati vsaj dve uri.
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Ekvilibracija vzorcev
Trakove IPG smo po izoelektricnem fokusiranju po hrbtni strani sprali z deionizirano vodo
MilliQ in jih v postopku ekvilibracije pripravili na drugo dimenzijo, to je loCitev proteinov po

velikosti v SDS poliakrilamidnem gelu.

Trakove smo posamezno vstavili v cevko z ekvilibracijskim pufrom (EQB) po naslednjem
vrstnem redu:

1. EQB z DTT (ditiotreitol): 10 ml EQB + 100 mg DTT

2. EQBbrezDTT

3. EQB z IAA (jodoacetamid): 10 ml EQB + 250 mg IAA

Trakove IPG smo v vsakem EQB inkubirali 15 minut na stresalniku.

Vstavljanje trakov IPG v SDS poliakrilamidni gel
Trakove IPG smo potisnili v rezo do gela, tako da je bil stik med trakom in gelom ¢im tesnejsi.
Trakove smo pritrdili na gel tako, da smo jih zalili z 0,5 % (m/V) agarozo z dodanim

bromtimol modrim.

Vertikalna SDS-PAGE
Locitev proteinov glede na njihovo molekulsko maso je potekala z vertikalno SDS-PAGE v

Ettan™ DALTsix elektroforetskem sistemu.

Plosée z gelom in trakom IPG smo namestili na nosilec v enaki orientaciji. V elektroforetsko
posodo smo natodili priblizno 3,5 1 SDS elektroforetskega pufra (25 mM Tris HCI, pH = 8.3,
1,92 M glicin, 0,2 % SDS) in vstavili nosilec s plo§¢ami. Do oznacenega roba smo dolili Se
preostanek SDS elektroforetskega pufra (priblizno 1 1).

Ko je bil pufer ze nalit, smo v enega izmed gelov nanesli 10 pl proteinske lestvice. Vklopili
smo §e hlajenje in mesanje pufra. Nastavili smo program za drugo dimenzijo aparata Ettan™

DALTsix. Elektroforeza je potekala pri 2 W na gel.
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Zacetni pogoji za Stiri gele:48 V, 167 mA, 8 W
Konc¢ni pogoji za §tiri gele: 112V, 71 mA, 8 W

Druga dimenzija je bila konc¢ana po 16 do 17 urah. Tedaj smo izvlekli nosilec z geli, plosce

sprali z destilirano vodo in v banjici s fiksacijskim pufrom razdrli stekleni plos¢ici ter sprostili

gel.

3.2.6.3 Metode detekcije proteinov na SDS-PAGE

Za gele druge dimenzije smo uporabili ve¢ metod vizualizacije proteinskih lis. Sprva smo gel
barvali s srebrovim nitratom po metodi, ki je kompatibilna z masno spektroskopijo. Ta metoda
je najbolj obcutljiva neradioaktivna metoda. Z njo smo zeleli vizualizirati ¢im ve¢ proteinskih
lis. Razlicico te metode, to je za masno spektroskopijo modificirano barvanje s srebrom po
Mortzu, smo nato uporabljali za barvanje gelov s proteini H. werneckii (tako celi¢ne stene kot
citosola) ter W. ichthyophaga (le proteinov celi¢ne stene). Vzorce citosola smo v nadaljnjem

delu opustili, ukvarjali smo se le s proteini celi¢ne stene obeh vrst pri dveh razli¢nih slanostih.

Iz s srebrom barvanega gela izrezane lise proteinov z masno spektroskopijo niso prinesle
rezultatov. Verjetno so bile koli¢ine proteinov prenizke. Zato smo se odlocili povisati koli¢ino
proteinov, ki smo jih nanesli na gel, ter spremeniti metodo barvanja. Uporabili smo bolj
kvantitativno metodo, to je barvanje z barvilom Coomassie, ki pa je od 50 do 100-krat manj
obcutljivo od barvanja s srebrom. Pred uspehom barvanja z barvilom Coomassie smo morali
Se povecati koncentracijo proteinov z dodatno ekstrakcijo proteinov iz celicne stene, saj smo
med delom ugotovili, da je ekstrakcija proteinov v rehidracijskem pufru slaba in je na gelu
dejansko manj proteinov kot smo jih predvideli. V primeru barvanja s Coomassie barvilom
smo sicer dobili manj vidnih proteinskih lis, vendar dovolj proteinov za analize z masno

spektroskopijo.
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Protokoli barvanja proteinov na gelu:

1. Barvanje s srebrom po Mortzu (modificirano za masno spektroskopijo)

e Po koncani drugi dimenziji smo posamezen gel sprostili s steklenih plos¢ v banjicah z
200 ml fiksacijskega pufra (50 % metanol, 12 % ocetna kislina, 0,05 % formalin), tako
da je le-ta prekril gel. Fiksacija je potekala ¢ez no¢ med rahlim stresanjem na
orbitalnem stresalniku.

e Gel smo nato trikrat po 20 minut spirali s 35 % raztopino etanola.

e Sprane gele smo 5 minut inkubirali v senzitizacijskem pufru (0,02 % Na,S,03).

e Sledilo je trikratno spiranje z destilirano vodo, vsaki¢ po 5 minutnem stresanju.

e Gele smo barvali z raztopino srebrovega nitrata (0,2 % AgNOs3, 0,076 % formaldehid)
20 minut.

¢ Sledilo je ponovno spiranje z destilirano vodo, in sicer dvakrat po 1 minuto.

e Vsako banjico smo od tega koraka dalje tretirali posebej. Na gel smo vlili 200 ml
razvijalca (6 % Na,COs, 0,05% formaldehid, 0,0004 % Na,S,03) in opazovali
nastajajoce lise. Barvali smo od 5 do 10 minut. Preden se je ozadje zaelo barvati, smo
razvijalec odlili. Cez gel smo nalili 200 ml pufra za zaustavitev razvijanja (stop-
raztopina; 50 % metanol in 12 % ocetna kislina) in stresali dodatnih 5 minut.

e Gele smo nato previdno prenesli na plosco opti¢nega Citalca in nastale slike arhivirali.

e Gele smo shranili v fiksacijskem pufru pri 4 °C.

2. Barvanje z barvilom Coomassie

e Po koncani drugi dimenziji smo posamezen gel sprostili s steklenih ploS¢ v banjicah z
200 ml fiksacijskega pufra (40 % metanol, 10 % ocetna kislina), tako da je le-ta prekril
gel. Fiksacija je potekala eno uro med rahlim stresanjem na orbitalnem stresalniku.

o Fiksacijski pufer smo odlili in prilili 250 ml barvila Coomassie (50 % metanol, 10 %

ocetna kislina, 0,05 % Coomassie modro) v vsako banjico. Banjice smo ovili z
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gospodinjsko folijo in barvali preko no¢i ob neznem stresanju na orbitalnem
stresalniku.

e Naslednji dan smo gele prenesli v Ciste banjice in jih trikrat sprali s 500 ml tople
destilirane vode, ki smo jo ogreli na 45 — 55 °C.

e Nato smo gele spirali dvakrat po 30 minut z 250 ml tople 5 % ocetne kisline.

e Nadaljevali smo s spiranjem s toplo destilirano vodo vsaj Se petkrat, da smo ¢im bolje
razbarvali ozadje gela.

e Gele smo nato previdno prenesli na plos¢o opticnega Citalca in nastale slike arhivirali.

e Gele smo shranili v fiksacijskem pufru pri 4 °C.

3.2.6.4 Izrezovanje proteinskih lis

Gele s proteini celicne stene posamezne vrste gliv smo primerjali med seboj po slanostih. S
intenziteti ter odsotnosti oziroma prisotnosti lise pri eni slanosti. Proteine smo poslali na

analizo z masno spektroskopijo v Biozentrum Univerze v Baslu v Svici.

3.2.6.5 Masna spektroskopija proteinov celi¢ne stene

Potek tekocinske kromatografije s tandemsko masno spektroskopijo (»liquid chromatography
tandem MS” ali LC/MS/MS) je opisan v ¢lanku Vaupoti¢ et al., 2008. Metoda je uporabna za
detekcijo in identifikacijo komponent v kompleksnih mesanicah vzorca. Proteine se najprej s
tripsinom proteoliticno razgradi, denaturira z ureo in stabilizira cisteinske ostanke, pred
analizo pa se jih Se dodatno ocisti s tekocinsko kromatografijo (LC). Sledi LC/MS s
tandemsko MS (LC/MS/MS), ki identificira peptide (»peptide mass fingerprinting«). MS/MS
spektre se pregleda in primerja s podatkovno banko (Graves in Haystead, 2002; Kim et al.,
2007).


http://en.wikipedia.org/wiki/Peptide_mass_fingerprinting
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3.3 GOJISCA, RAZTOPINE IN PUFRI

3.3.1 Gojis€a
a) Priprava tekocih gojis¢ YNB s kazamino kislinami

YNB (Kvasno goji$¢e z dusikovo bazo - Yeast Nitrogen Base Medium) (Qbiogene)

CSM (Complete Supplement Mixture) 08¢

YNB (Yeast Nitrogene Base) 1,79
(NH4)2SO4 5049
Glukoza 209

NaCl Xg(m/\Vv)*
dH,0 oziroma MilliQ do 1000 ml

* dodamo ustrezno koli¢ino NaCl glede na Zeleno slanost gojisc¢a, kot prikazuje spodnji

seznam.
Odstotek NaCl v gojiséu YNB (m/V) Dodana koli¢ina NaCl v 1000 ml gojisca
e 5% 509
e 15% 150 g
e 20% 200 g
e 25% 250 ¢

pH gojis¢a smo umerili na 7,0 z dodajanjem raztopine KOH. Avtoklaviranje je potekalo 15

minut pri 121 °C. Na sobno temperaturo ohlajena gojis¢a smo do uporabe shranili pri 4 °C.

Za pripravo tekocih gojis¢ YNB za meritve ionov in kompatibilnih topljencev smo namesto
destilirane vode uporabili vodo MilliQ, da smo se izognili prisotnosti nedefiniranih ionov. Pri
pripravi tekocih gojis¢ YNB za ostale poskuse (dolo¢anje rastne krivulje, doloc¢anje velikosti

celic in skupkov celic, izolacija proteinov) smo uporabljali destilirano vodo.
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b) Priprava posevnih gojis¢ MY50G

MY50G (Sladni kvasni agar s 50 % glukoze - Malt Yeast 50 % Glucose agar) (Pitt in
Hocking, 1997)

Malt Extract 109
Yeast Extract 2549
Agar 109
Glukoza 250 g
dH,0 do 500 ml

Avtoklaviranje je potekalo 30 minut pri 100 °C. Po koncani sterilizaciji smo epruvete polozili

vodoravno na nosilec, tako da je imelo strjeno gojis¢e posevno povrsino.
3.3.2 Raztopine in pufri

3321 Raztopine pri pripravi vzorcev za meritve vsebnosti ionov
1) Raztopina za spiranje celic pri pripravi vzorcev za meritve vsebnosti ionov
V manjSem volumnu vode MilliQ smo raztopili MgCl, x 6H,O, nato pa med
segrevanjem dodajali sorbitol. Nato smo prostornino raztopine dopolnili z vodo MilliQ

do 500 ml. Prelili smo jo v €isto plasti¢no puhalko in jo pred uporabo ohladili na 4 °C.

Preglednica 5: IzraGunane koncentracije NaCl in sorbitola za preiskovane slanosti.

Odstotek NaCl (%) 5 15 20 25

Koncentracija NaCl (g/l) 50 150 200 250
Molarnost NaCl (mol/I) 0,856 2,568 3,425 4,28
Molarnost sorbitola (mol/l) 1,712 5,136 6,848 8,56
Koncentracija sorbitola (g/l) 311,93 624 624 624
Odstotek sorbitola (%) 31,2 62,4 62,4 62,4

M (NaCl) = 58,4 g/mol, M (sorbitol) = 182,2 g/mol
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Preglednica 6: Sestava raztopin za spiranje celic pri pripravi vzorcev za meritve ionov

Odstotek NaCl (%0) 5 15 20 25
Masa MgCl, x 6H,0 (g) 2,03 2,03 2,03 2,03
Masa sorbitola (g) 155,97 311,93 311,93 311,93
Totalni volumen raztopine (ml) 500 500 500 500

2) Tekocina za ekstrakcijo vzorcev za meritve ionov

Pripravili smo jo na enak nacin, kot zgoraj opisano raztopino. Receptura je sledeca:

4 % HCI (114,28 ml 35 % HCI)
2,03 g MgCl; x 6H,0 (0,01 M)
Z MilliQ smo raztopino dopolnili do 1000 ml.

3.3.2.2 Raztopine pri pripravi vzorcev za meritve vsebnosti kompatibilnih

topljencev

1) 10-kratna zalozna raztopina tekoc¢ine za spiranje celic

Posebej smo pripravili raztopine 1, 2 in 3 in jih po avtoklaviranju sterilno zdruzili v

infuzijsko steklenico.

Raztopina 1:

(NH,4),SO, 509
KH,PO, 10¢
NaCl 1lg

dH,0 do 800 ml
Raztopina 2:

MgSO, x 7H,0 10,233 g
dH,0 do 100 ml
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Raztopina 3:
CaCl, x 7H,0 1,324 ¢
dH,0 do 100 ml

2) Tekocina za spiranje celic pri pripravi vzorcev za meritve vsebnosti kompatibilnih

topljencev

Pripravili smo vsakokrat svezo raztopino iz 10-kratne zalozne raztopine, NaCl in

destilirane vode.

Zalozna raztopina (10x) 100 ml
NaCl 5, 15, 20 in 25 % (w/v)- enako kot v gojiscu
dH,0 do 1000 ml

Sestava tekocCine za spiranje celic pri pripravi vzorcev za meritve kompatibilnih

topljencev:

KH,PO, 1,09

MgSO, 050

NaCl 01g

CaCl, 019

(NH,4),SO, 5¢g

NaCl 5, 15, 20 in 25 % (m/V) — enako kot v gojiscu

dH,0 do 1000 ml
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3.3.2.3 Raztopine za izolacijo in analizo proteinov celi¢ne stene in citosola

1) Spiralni pufer
10 mM Tris HCI, pH=7.5, 25°C

Trizma-HCI 1,27 g
Trizma-Baza 0,236 g
MilliQ do 1000 ml

2) Homogenizacijski pufer
50 mM Tris HCI, pH=7.5, 2 mM EDTA, 0.6 M sorbitol

Tris-HCI 1,270 g
Tris-Baza 0,236 ¢
EDTA 0,149 g
Sorbitol 21,869
MilliQ do 200 ml

Tik pred uporabo smo dodali ustrezni volumen PIC (proteazni inhibitorski koktajl)

glede na tezo biomase (1 ml PIC ustreza 20 g biomase).

3) Raztopina kalcijevega klorida
CaCl, x 7TH,0 2,94 ¢
MilliQ do 10 ml

4) Pufer za resuspendiranje celic
10 mM Tris HCI, pH=7.5

Tris-HCI 0,254 g
Tris-Baza 0,0472g
MilliQ do 200 ml

Tik pred uporabo smo dodali ustrezni volumen PIC.
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5)

6)

7)

8)

1 M raztopina NaCl

NaCl 5,844 ¢

MilliQ do 100 ml

Tik pred uporabo smo dodali ustrezni volumen PIC.

Pufer za ekstrakcijo proteinov iz celi¢ne stene

50 mM Tris HCI, pH= 7.8, 2 % SDS, 100 mM EDTA, 40 mM B-merkaptoetanol

Tris-HCI 1,064 g
Tris-Baza 0,3942 g
SDS 409
EDTA 7,445¢
-merkaptoetanol 0,521 ml
MilliQ do 200 ml

Tik pred uporabo smo dodali ustrezni volumen PIC.

Raztopina barvila Coomassie Blue G
Coomassie Blue G 2mi
MilliQ 8 ml

Pufer za lizo NLB (Native Lysis Buffer)
100 mM Tris HCI, pH =8.5, 2 mM EDTA, 1 % NP40

Tris-HCI, pH 8.5 10 ml
EDTA 0,074 ¢
NP40 1lg

MilliQ do 100 ml
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9) Rehidracijski pufer
8 M urea, 2 % CHAPS, 0,002 % bromofenol modro

Urea 129
CHAPS 059
Bromofenol modro 50 wl
MilliQ do 25 ml

Pred uporabo smo dodali DTT in Pharmalyte.

10) Ekvilibracijski pufer
50 mM Tris HCI, pH= 8.8, 6 M urea, 2 % SDS, 30 % glicerol, 0,002 % bromofenol

modro

Tris-HCI, pH 8.8 10 ml

Urea 72,079

Glicerol (100%) 60 ml

SDS 409

Bromofenol modro 400 pl 1 % raztopine
MilliQ do 200 ml

11) Ekvilibracijski pufer z ditiotreitolom (DTT)
V 10 ml ekvilibracijskega pufra smo tik pred uporabo raztopili 100 mg DTT.

12) Ekvilibracijski pufer z jodoacetamidom (IAA)
V 10 ml ekvilibracijskega pufra smo tik pred uporabo raztopili 250 mg 1AA.

13) Zalozna raztopina bromofenol modrega
Bromofenol modro 100 mg
Tris baza 60 mg
MilliQ do 10 ml
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14) Pufer za pripravo gela
1,5 M Tris HCI, pH 8.8

Tris baza 181,7¢g

MilliQ 750 ml

HCI uravnanje pH na 8.8
MilliQ do 1000 ml

15) SDS elektroforetski pufer
25 mM Tris HCI, pH=8.3, 1,92 M glicin, 0,2 % SDS

Tris baza 30,39
Glicin 144 g
SDS 20 g
MilliQ do 101

16) 10 % raztopina SDS
SDS 500
MilliQ do 50 ml

17) 10 % raztopina amonijevega persulfata (APS)
APS 0,19
MilliQ do1mi

18) 0,5 % Agarozna raztopina
SDS elektroforetski pufer 100 ml
Agaroza 05¢g
Bromofenol modro 200 ul 1% raztopine

Vse sestavine smo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pecici.
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19) Fiksacijski pufer

50 % metanol, 12 % ocetna kislina, 0,05 % formalin, volumen = 200 ml

Metanol 100 ml
Ocetna kislina 24 ml
Formalin (37%) 300 pl
MilliQ 76 ml

20) Spiralni pufer
35 % Etanol, volumen = 200 ml
Etanol (96%) 72,9 ml
MilliQ 127,1 ml

21) Senzitizacijski pufer
0,02 % natrijev tiosulfat (Na,S,03), volumen = 200 ml
Na,S,03 0,2 ml 20% raztopine
MilliQ 200 ml

Pripravili smo si 20 % raztopino Na;S;03; in jo pred fotooksidacijo zaScitili z

aluminijasto folijo.

22) Raztopina srebrovega nitrata
0,2 % srebrov nitrat (AgNO3), 0,076 % formaldehid, volumen = 200 ml
AgNO; 049
Formalin (37%) 152 ul
MilliQ 200 ml
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23) Razvijalec
6 % natrijev karbonat, 0,05 % formaldehid, 0,0004 % natrijev tiosulfat (Na,S,03),
volumen =400 ml

Na,CO3 24 g

Formalin (37 %) 200 pl

Na,S,03 8 ul 20 % raztopine
MilliQ 392 ml

24) Pufer za zaustavitev razvijanja (Stop Solution/ Stop- raztopina)
50 % metanol, 12 % ocetna kislina, volumen = 200 ml

Metanol 100 mli
Ocetna kislina 24 ml
MilliQ 76 ml

25) Fiksacijski pufer za barvanje gelov z barvilom Coomassie

40 % metanol, 10 % ocetna kislina

Metanol 400 ml
Ocetna kislina 100 ml
MilliQ do 1000 ml

26) 5 % raztopina ocetne kisline
Ocetna kislina 50 ml
MilliQ do 1000 ml
27) Barvilo Coomassie za barvanje gelov

50 % metanol, 10 % ocetna kislina, 0,05 % Coomassie modro

Metanol 500 mli
Ocetna kislina 100 ml
Coomassie modro 05¢9

MilliQ do 1000 ml
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3.4 KEMIKALIJE, PRIBOR IN APARATURE

3.4.1 Kemikalije

Preglednica 7: Seznam uporabljenih kemikalij s proizvajalcem in drZavo porekla.

Kemikalija Proizvajalec in poreklo

(NH),SO,4 Merck, Darmstadt, Nemcija

Aceton Merck, Darmstadt, Nemcija

Agar agar Biolife, Milano, Italija

Agaroza Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA

APS (amonijev persulfat)
Bromofenol modro

BSA standard

CaCl, x 7H,0

CHAPS

Coomassie BlueG Roti® -Nanoquant
CSM (Complete Supplement Mixture)
DTT, 20x reducing Agent

EDTA

Etanol

Formaldehid (37%)

Glicerol

Glicin

Glukoza (D(+)-Glucose Anhydrous)
HCI

I1AA

KH,PO,

KOH

Kvasni ekstrakt

Mesanica akril amida in biasakrilamida, Rothiphorese

Gel 30 (37,5:1)
Metanol

MgCl, x 6H,0
MgSQO,4 x 7H,0
Mineralno olje
NaCl

Natrijev acetat
Natrijev karbonat

Serva Feinbiochemica Gmb&Co., Heidelberg, Nemcija

Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA
BioLabs, New England, ZDA

Merck, Darmstadt, Nemcija

Carl Roth Gmbh+Co.KG, Karlsruhe, Nem¢ija
Carl Roth Gmbh+Co.KG, Karlsruhe, Nem¢ija
Q-Biogene, Bio 101 Systems, Illkirch , Francija
Fermentas, Live Science, Litva

Kemika, Zagreb, Hrvaska

Carl Roth Gmbh+Co.KG, Karlsruhe, Nem¢ija
Kemika, Zagreb, Hrvaska

Merck, Darmstadt, Nemcija

Carl Roth Gmbh+Co.KG, Karlsruhe, Nemdija
Kemika, Zagreb, Hrvaska

Kemika, Zagreb, Hrvaska

Merck, Darmstadt, Nemcija

Kemika, Zagreb, Hrvaska

Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA
Biolife, Milano, Italija

Carl Roth Gmbh+Co.KG, Karlsruhe, Nemdéija
Merck, Darmstadt, Nemcija

Merck, Darmstadt, Nemcija

Merck, Darmstadt, Nemcija

GE Healthcare (prej: Amersham Bioscience) ZDA
Merck, Darmstadt, Nem¢ija

Merck, Darmstadt, Nemcija

Merck, Darmstadt, Nemcija
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Natrijev tiosulfat Merck, Darmstadt, Nemcija

NP-40 Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA

Ocetna kislina Carl Roth Gmbh+Co.KG, Karlsruhe, Nem¢ija
Pharmalyte GE Healthcare (prej: Amersham Bioscience) ZDA
PIC (Protease Inhibitor Cocktail) Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA

SDS Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA

Sladni ekstrakt Biolife, Milano, Italija

Sorbitol Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA

Srebrov nitrat Merck, Darmstadt, Nemcija

TEMED Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA

Tris baza Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA

Tris HCI Sigma Chemical C., St.Louis, Mo., ZDA

Urea Serva Feinbiochemica Gmb&Co., Heidelberg, Nemcija
YNB (Yeast Nitrogen Base Extract) Q-Biogene, Bio 101 Systems, Illkirch, Francija
B-merkaptoetanol Merck, Darmstadt, Nemcija

3.4.2 Laboratorijski pribor in material

Pri raziskovalnem delu smo uporabili naslednji laboratorijski pribor:

. Banjice za elektroforezne gele, plasti¢ne

. Centrifugirke;

. Cepilne zanke;

. Case (50 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml, 2000 ml);

o Epruvete, steklene;

. Epruvete s konusnim dnom in pokrovckom na navoje, plastiéne (50 ml in 14 ml);
o Filtrirni lijak (Buchnerjev lij), porcelanasti;

. Glavnicki za pripravo gela;

. Infuzijske steklenicke (250 ml, 500 ml, 1000 ml);

o Laboratorijske rokavice (nepudrane lateks rokavice in nitrilne rokavice);
. Merilni valji;

. Mikrocentrifugirke Eppendorf, Hamburg, Nemcija (1500 pl);

. Nastavki za pipete Eppendort, Hamburg, Nemcija;

. Nitrocelulozni filtri (0,8pum, AAWP, 25 mm in 0,45um, IPKG, 47 mm) Millipore, Massachusetts, ZDA
. Nosilci za IPG trakove, porcelanasti, Amersham;

. Petrijevke, plasti¢ne Golias, Slovenija (premer 70 in 90 mm);

. Petrijevke, steklene
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. Pincete;

° Polavtomatske pipete Eppendort, Hamburg, Nemcija (0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl);
. Posodice za dismembranacijo, kovinske;

o Puhalke (500 ml)

. Sistem za vakuumsko filtriranje, Millipore (veliki in mali)

o Skalpel;

. Spatule;

. Steklene plosée z distanéniki za pripravo elektroforeznih gelov, Amersham
. Stekleni nastavki za pipete;

. Termoizolacijska posoda.



Zajc J. Fiziolo$ke prilagoditve kserofilnih gliv iz rodu Wallemia na rast pri slanih pogojih

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

73

3.4.3 Laboratorijske aparature

Preglednica 8: Seznam uporabljenih aparatur s proizvajalcem in drzavo porekla.

Aparatura

Proizvajalec in poreklo

Aparat za izoelektricno fokusiranje (IEF)
Ettan™ IPGphore™ 11

Atomski  absorpcijski
SpectrAA-100/200

Avtoklav A-63C

Bunsenov gorilnik

Centrifuga

Centrifuga Sorvall Superspeed RC2-B
Digestorij Variolab Mobilien W90
Digitalna kamera DP12
Dismembranator

spektrofotometer

Elektri¢ni grelnik

Elektroforezna enota Ettan™ DALTsix
Enota za krozenje pufra pri elektroforezi
HPLC, Spectra System

Laminarij IBK 1V2

Liofilizator Christ Alpha 2-4
Magnetno mesalo Rotamix 5SOMMH
Masni spektrometer

Mikroskop Olympus BX51
Mikrovalovna pecica

Opticni Citalec ImageScanner

pH meter Metrohm 713
Spektrofotometer (UV/VIS)
Stresalnik Innova® 44

Tehtnica ET- 1111

Tehtnica EXACTA 310 EB
Usmernik Electrophoresis Power Suppy EPS
601

Vibracijski meSalnik

GE Healthcare, Amersham Bioscience, ZDA

Varian, ZDA

Kambi¢, Semi¢, Slovenija
TLOS, Zagreb, Hrvaska
Eppendort, Hamburg, Nemcija

Thermo Fischer Scientific, Waltham MA, ZDA

Waldner, Wangen, Nemcija

Olympus, Tokio, Japonska

Retsch MM301, Haan, Nemc¢ija

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

GE Healthcare, Amersham Bioscience, ZDA
GE Healthcare, Amersham Bioscience, ZDA

Thermo Separation Products, New Jersey, ZDA

Iskra, Slovenija

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode

am Harz, Nemcija

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Olympus, Tokio, Japonska

Gorenje, Slovenija

GE Healthcare, Amersham Bioscience, ZDA
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Perkin Elmer, Waltham, ZDA

New Brunswick Scientific

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

GE Healthcare, Amersham Bioscience, ZDA

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
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4 REZULTATI

Raziskovalno delo je potekalo od marca 2006 do avgusta 2008. Sprva smo izdelali rastne
krivulje za vrste W. ichthyophaga, W. muriae in W. sebi pri dveh slanostih. Nato smo
pripravili preliminarne vzorce za meritve vsebnosti kationov in kompatibilnih topljencev v
logaritemski in stacionarni fazi rasti pri vrsti W. ichthyophaga. Meritve vsebnosti kationov so
bile opravljene v Laboratoriju za agrikulturno mikrobiologijo Oddelka za mikrobiologijo
Univerze v Cordobi z metodo atomske absorpcijske spektroskopije, meritve vsebnosti
kompatibilnih topljencev pa na Institutu za mikrobiologijo in biotehnologijo Univerze
Friedrich-Wilhelms v Bonnu z metodo visokotlacne tekocinske kromatografije vezane z
masno spektroskopijo. Glede na preliminarne rezultate meritev vsebnosti kationov in
kompatibilnih topljencev pri W. ichthyophaga smo preverili morebitne poskodbe celic med
pripravo vzorcev ter optimizirali postopek priprave vzorcev za vse tri vrste. Nato smo za vse
tri vrste v logaritemski fazi rasti pripravili vzorce za analizo prisotnosti in koliCine

kompatibilnih topljencev in kationov.

Proteomske analize celi¢ne stene in citosola smo opravili le za vrsto W. ichthyophaga pri dveh
izbranih slanostih ter za glivo Hortaea werneckii, s katero smo primerjali rezultate. Metodo
dvodimenzionalne gelske elektroforeze smo izvedli na Institutu za biokemijo Medicinske
fakultete Univerze v Ljubljani. Identifikacija proteinov celi¢ne stene je bila opravljena na

InStitutu Biozentrum v Baslu.
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4.1 RASTNE KRIVULJE GLIV RODU Wallemia

Rastne krivulje smo dolocili z zaporednim vzoréenjem suhe biomase celotne vsebine kulture

ene Erlenmeyerjeve steklenice v dveh vzporednicah.
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Slika 8: Rastna krivulja glive W. sebi v teko¢em gojiséu YNB s 5 % in 20 % (m/V) NaCl.
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Slika 9: Rastna krivulja glive W. muriae v teko¢em gojis¢u YNB s 5 % in 20 % (m/V) NaCl.



Zajc J. Fiziolo$ke prilagoditve kserofilnih gliv iz rodu Wallemia na rast pri slanih pogojih 76

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

Suha biomasa (mg)
w
(=]
(=]

0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Cas gojenja (dnevi) —+—15%NaCl  —@—25%NaCl

Slika 10: Rastna krivulja glive W. ichthyophaga v teko¢em gojis¢u YNB s 15 % in 25 % (m/V) NaCl.
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Slika 11: Primerjava rastnih krivulj gliv Wallemia spp. pri nizki in visoki slanosti tekoc¢ega gojis¢a YNB.

4.2  VELIKOSTI CELIC IN VELIKOSTI SKUPKOV GLIV RODU Wallemia
4.2.1 Velikosti in oblike celic
Celice W. sebi in W. muriae so cilindri¢ne oblike (sliki 12 in 13). Povpre¢no merijo 20 pm in

so Siroke 3 um. Celice W. ichthyophaga (sliki 14 in 15) so nepravilne izodiametri¢ne oblike z

dimenzijami med 8 in 10 um. Podrobni rezultati so prikazani v preglednici 9.
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Preglednica 9: Povpre¢na velikost celic vrst rodu Wallemia pri nizki in visoki slanosti.

W. sebi W. muriae W. ichthyophaga
5% NaCl | 20% NaCl | 5% NaCl | 20 % NaCl | 15 % NaCl | 25 % NaCl

DolZina celice
(um) + STDEV | 19,7+4,7 | 180+ 88 | 20,3+52 | 195+7,6 96+1,7 94+14

Sirina celice
(um) £ STDEV | 3,1 £ 0,2 39+04 3,2+0,3 3,8+0,5 83+14 78+15

Slika 12: Mikroskopski posnetek W. sebi Slika 13: Mikroskopski posnetek W. sebi
(YNB s 5 % NaCl, logaritemska faza rasti). (YNB z 20 % NacCl, logaritemska faza rasti).

~ B

10 um
Slika 14: Mikroskopski posnetek Slika 15: Mikroskopski posnetek
W. ichthyophaga (YNB s 15 % NaCl, W. ichthyophaga (YNB s 25 % NaCl,

logaritemska faza rasti). logaritemska faza rasti).
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4.2.2 Velikosti in oblike skupkov

Skupki celic W. sebi in W. muriae so v bolj ali manj pravilne kroglice prepletene hife, ki v
premeru merijo od 1 do 2 mm pri 5 % NaCl v gojiscu YNB ter 2 do 3 mm pri 20 % NaCl v
gojiscu YNB.

Skupki celic W. ichthyophaga so nepravilnih oblik, velikosti okrog 100 pm do okrog 350 um v
premeru. Najveckrat smo pri vi§ji slanosti opazili vec¢je skupke, kar se je pokazalo tudi pri
meritvah premera skupkov dveh vzporednih kultur iste slanosti. Pri 15 % NaCl v gojis¢u YNB
smo izmerili skupke povprecno velike od 110 um do 130 um ( £ 72 um) ter pri 25 % NaCl

okrog 345 pum (= 100 um). Napaka meritve je velika zaradi variabilnosti v velikosti skupkov.

4.3 VSEBNOST KOMPATIBILNIH TOPLJENCEV V CELICAH GLIV RODU Wallemia

Celice smo pozeli v logaritemski fazi rasti v treh vzporednicah za vsako slanost. Vsebnost
kompatibilnih topljencev (poliolov in aminokislin) je bila analizirana s HPLC in z masno
spektroskopijo. V vseh treh vrstah gliv rodu Wallemia so nasli le tri vrste poliolov (glicerol

arabitol in manitol). Rezultati so prikazani na slikah 16, 17, 18 in 19.

0,7

0,6

0,5
E Manitol
0,4

H Arabitol
0,3

H Glicerol

0,2
01 -
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Slika 16: Celokupna vsebnost kompatibilnih topljencev v celicah W. sebi, gojenih pri 5 % in 20 % (m/V) NaCl v
teko¢em gojiscu YNB.
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Slika 17: Celokupna vsebnost kompatibilnih Slika 18: Celokupna vsebnost kompatibilnih

topljencev v celicah W. muriae gojenih pri 5% in
20 % (m/V) NaCl v teko¢em gojis¢u YNB.

topljencev v celicah W. ichthyophaga, gojeni pri

15 % in 25 % (m/V) NaCl v teko¢em gojiscu YNB.
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Slika 19: Celokupna vsebnost kompatibilnih topljencev v celicah vrst rodu Wallemia pri dveh izbranih slanostih.

Legenda:

WSs_5 in Ws_20: W. sebi pri 5 % in 20 % NacCl;

Wm_5 in Wm_20: W. muriae pri 5 % in 20 % NaCl,

Wi_15 in Wi25: W. ichthyophaga pri 15 % in 25 % NaCl.
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4.4 VVSEBNOST KATIONOV V CELICAH GLIV RODU Wallemia

Celice smo pozeli v logaritemski fazi rasti v treh vzporednicah za vsako slanost. Vsebnost Na*

in K* je bila analizirana z atomsko absorpcijsko spektroskopijo.
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Slika 20: Celokupna vsebnost kationov v celicah W.
sebi, gojenih pri 5 % in 20 % (Mm/V) NaCl v

tekocem gojiscu YNB.
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Slika 22: Celokupna vsebnost kationov v celicah W.

ichthyophaga, gojenih pri 15 % in 25 % (m/V)
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Slika 21: Celokupna vsebnost kationov v celicah W.

muriae, gojenih pri 5 % in 20 % (m/V) NaCl v

tekoCem

g0ojiséu

YNB.
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Legenda:

WSs_5 in Ws_20: W. sebi pri 5 % in 20 % NaCl;

Wm_5 in Wm_20: W. muriae pri 5 % in 20 % NaCl;
Wi_15 in Wi_25: W. ichthyophaga pri 15 % in 25 % NaCl.
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4.4.1 Razmerje med znotrajceliénim K* in Na” pri vrstah rodu Wallemia

Preglednica 10: Razmerje med znotrajceli¢nim K* in Na* pri vrstah rodu Wallemia pri dveh izbranih slanostih.

Razmerje K'/Na*
Koncentracija NaCl v gojiscu
W. sebi W. muriae W. ichthyophaga

5% 0,364 0,84 /

15% / / 0,414

20% 0,208 0,083 /

25% / / 0,283

1
0,9 T
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 .y
]
0 T T
Ws 5 Ws 20 Wm_5 Wm_20 Wi_15 Wi_25
HEK-Narazmerje

Slika 24: Razmerje med znotrajceliéno vsebnostjo K* in Na* pri vrstah rodu Wallemia pri dveh izbranih slanostih.

Legenda:

WSs_5 in Ws_20: W. sebi pri 5 % in 20 % NacCl;

Wm_5 in Wm_20: W. muriae pri 5 % in 20 % NaCl,
Wi_15 in Wi25: W. ichthyophaga pri 15 % in 25 % NaCl.
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4.5 PROTEOMIKA CELICNE STENE W. ichthyophaga IN H. werneckii

Izvedli smo izolacijo, loCitev in analizo proteinov celi¢ne stene in citosola H. werneckii in W.

ichthyophaga pri dveh izbranih slanostih.

4.5.1 lzolirane koncentracije proteinov

Preglednica 11: Izolirane koncentracije proteinov celi¢ne stene in citosola vrste W. ichthyophaga in H. werneckii.

W. ichthyophaga H. werneckii
15% NaCl | 25% NaCl | 10 % NaCl | 25 % NaCl

Koncentracija proteinov celi¢ne

stene (ug/ml) 0,54 0,42 2,2 0,85
Koncentracija proteinov citosola
(ng/ml) 0,56 1,07 2,01 1,76

4.5.2 Locitev proteinov z dvodimenzionalno gelsko elektroforezo

Locitev proteinov citosola obeh vrst v dveh dimenzijah (po izoelektricni tocki in molekulski
masi) je pokazala preveliko Stevilo proteinskih lis, ki pa niso bile dovolj o€itne in kontrastne
za nadaljnjo analizo. Po barvanju s srebrovim nitratom smo dobili svetlo sivo sliko nejasnih

proteinskih lis. V nadaljevanju smo se zato osredotocili le na proteine celi¢ne stene.

Spodnje slike prikazujejo locitev proteinov celicne stene H. werneckii (slika 25 in 26) in W.
ichthyophaga (slika 27 in 28), ki smo kontrastirali s srebrovim nitratom. Vsaka lisa predstavlja

eno vrsto proteina.
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Slika 25: Slika gela 2DEF proteinov celi¢ne stene Slika 26: Slika gela 2DEF proteinov celi¢ne stene
H. werneckii pri 10 % NaCl v gojiscu. H. werneckii pri 25 % NaCl v gojiscu.
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Slika 27: Slika gela 2DEF proteinov celi¢ne stene Slika 28: Slika gela 2DEF proteinov celi¢ne stene

W. ichthyophaga pri 15 % NaCl v gojiscu. W. ichthyophaga pri 25 % NaCl v gojiscu.
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4.5.3 Analiza proteinov celiéne stene W. ichthyophaga in H. werneckii

Spodnji sliki prikazujeta, katere lise smo pri posamezni vrsti izrezali iz gelov, barvanih z
barvilom Coomassie. Lise so oznacene le na gelu s proteini vi§je slanosti. Navpi¢no ob

slikah je velikostna lestvica proteinov v kilo Daltonih (kDa), vodoravno pa razpon pH.
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Slika 29. Slika gela 2DEF proteinov celi¢ne stene W. ichthyophaga pri 25 % NaCl v gojis¢u z oznadenimi

izrezanimi proteinskimi lisami.

Slika 30: Slika gela 2DEF proteinov celi¢ne stene H. werneckii pri 25 % NaCl v gojis¢u z oznadenimi

izrezanimi proteinskimi lisami.
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Preglednica 12: Seznam analiziranih proteinov celi¢ne stene W. ichthyophaga

Regulacija izraZzanja proteina
O;naka . Identificiran protein 15 % NacCl 25 % NacCl
proteinske lise

Wil gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, izoencim 3 znizano povisano

Wi 2 gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, izoencim 3 znizano povisano

Wi 3 Cdc19p [Saccharomyces cerevisiae] znizano povisano

Wi4 glikozil transferaza [Symbiobacterium thermophilum] znizano povisano

Wi 5 gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, izoencim 2 znizano povisano

Wi 6 neidentificiran ni izrazanja povisano

Protein, vkljucen v celi¢no morfogenezo in proliferacijo,
Wi 7 povezan je s kinazo Cbk (to je: kinazo biosinteze celi¢ne povisano Znizano
stene) [Saccharomyces cerevisiae]
Wi 8 neidentificiran znizano povisano
Wi 9 B podenota V1 periferne membranske domene vakuolarne misano oviano
H+-ATPase (V-ATPase) [Saccharomyces cerevisiae] povi
Wi 10 neidentificiran znizano povisano

Preglednica 13: Seznam analiziranih proteinov celi¢ne stene H. werneckii.

Regulacija izrazanja proteina

Oznaka

- . Identificiran protein 15 % NacCl 25 % NaCl
proteinske lise
Hw 1 neidentificiran povisano znizano
prekurzor keto-acil reduktoizomeraze [Neurospora crassa] povisano znizano
Hw 2 verjetna delta(24)--sterol C- metiltransferaza [Neurospora ovidano mizano
crassa] P
Hw 3 citoplazmatski Saperon iz druzine Hsp90 povisano znizano
Hw 4 spermidin sintaza [Aspergillus nidulans] povisano znizano
Hw 5 gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza povisano znizano
Hw 6 prekurzor keto-acil reduktoizomeraze [Neurospora crassa] povisano znizano
Hw 7 33kDa velik protein celi¢ne stene povisano zniZano
Hw 8 HSP70 [Neurospora crassa] zniZano povisano
Hw 9 hipoteti¢ni protein vro¢inskega Soka 70 kDa [Neurospora mizano povisano
crassa]
Hw 10 Enolaza (2-fosfoglicerat dehidrataza) izano an
(glavni alergen Alta 11) povisano
Hw 11 6-fosfoglukonat dehidrogenaza [Coccidioides immitis] povisano znizano
Hw 12 protein vrodinskega Soka Hsp70 [Aspergillus nidulans] povisano znizano
Hw 13 neidentificiran povisano znizano
NADP-odvisna manitol dehidrogenaza [Cladosporium S »
fulvum] ni izrazanja povisano
Hw 14 - — ——
encim za razvejanje 1,4-alfa-glukana [Rhizobium ni izrazania ovitano
leguminosarum] J P
Hw 15 gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza ni izrazanja povisano
kontrolni protein celicnega cikla 2 (od ciklina odvisna S o
Hw 16 ni izrazanja poviSano

proteinska kinaza) [Neurospora crassa]
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Oblikain velikost celic ter skupkov celic gliv rodu Wallemia

Celice vrst W. sebi in W. muriae so zelo podobnih oblik (cilindri¢ne oblike) in dimenzij, za
razliko od njiju pa so celice W. ichthyophaga drugaéne, so namre¢ rahlo splo$cene
na velikost celic. Opazili smo, da postanejo celice W. sebi in W. muriae pri vis$ji slanosti
(20 % NaCl) bolj nepravilnih oblik, povrsina se nagrbanéi. Cesa podobnega pri celicah
W. ichthyophaga nismo opazili. Vse tri vrste celic in tudi skupki celic so v tekoem gojiscu

svetlo rjave barve.

V tekocem gojiscu celice vseh treh vrst oblikujejo skupke. Ti so pri W. sebi in W. muriae
veliki kroglasti, pri W. ichthyophaga pa nepravilni in manjsi. Pri vseh treh vrstah smo
veckrat opazili skupke vecjega premera pri visji slanosti. Tvorba tak$nih skupkov bi lahko
predstavljala za$¢ito pred zunanjim stresnim okoljem. Visoka slanost v gojiS¢u zmanjSa
koli¢ine biolosko dostopne vode, torej predstavlja susnost. Ce so celice posamié, so z vseh
strani obdane z medijem, ¢e pa oblikujejo skupke oziroma nekaksne »sklerocije«, pa je v
direktnem kontaktu z zunanjo tekoc¢ino le povrsinska plast skupka. Notranja masa celic ali

hif je tako zascitena in verjetno neobremenjena z osmotskim stresom.

Sklerocij pri glivah predstavlja prilagoditev na neugodne razmere. Skupki celic pri glivah
rodu Wallemia verjetno niso sklerociji. Pri njih namre¢ ni mogoce najti melanizirane skorje
iz mrtvih celic. V notranjosti teh skupkov ni mo¢ najti zalog hrane, zgolj tesno prepleteno
mrezo hif oziroma tesno povezane celice. Predvidevamo, da oblikovanje skupkov le
zmanj$a sti¢no povrsino celic, ki so v direktnem kontaktu s hiperslanim medijem, in ne

predstavlja trajnejSe prilagoditve na neugodne razmere.

Morfologija skupkov celic pri rodu Wallemia se ne ujema z morfologijo tipi¢nih

sklerocijev, je pa mozno, da tvorbo skupkov inducira oksidativni stres, ki nastane tudi kot



Zajc J. Fizioloske prilagoditve kserofilnih gliv iz rodu Wallemia na rast pri slanih pogojih 87
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

posledica hiperslanega okolja. Ugotovljeno je, da oksidativni stres sprozi diferenciacijo
filamentoznih gliv v sklerocije (Georgiou, 2006), zato je mozno, da se to dogaja tudi pri
vrstah rodu Wallemia. Potemtakem skupki celic pri rodu Wallemia lahko predstavljajo

nekakSen primitiven tip sklerocijev.

5.1.2 Rastne krivulje gliv rodu Wallemia

Skupki so onemogocali dolocevanje rastne krivulje z merjenjem absorbcije svetlobe, zato
smo izbrali metodo izdelave rastne krivulje z doloanjem suhe biomase kulture. Ker je
vzoréenje doloCenega volumna kulture tezko ponovljivo zaradi rasti v skupkih, smo

vsakokrat vzorc¢ili celotno vsebino steklenice. Meritve smo izvedli v dveh vzporednicah.

Glive iz rodu Wallemia zaznamuje pocasna rast v teko¢em gojis¢u. Predhodno adaptirana
kultura W. sebi doseze logaritemsko fazo rasti v teko¢em gojis¢u v 6. do 7. dnevu pri 5 %
slanosti ter dva dni kasneje pri 20 % slanosti. Podobno je pri W. muriae. Tudi za glivo
A. pullulans so pokazali, da raste poCasneje s povecevanjem slanosti v gojis¢u (Racnik,

2004), kar se ujema z njenim halotolerantnim znacajem.

Oblike rastnih krivulj vrst W. sebi in W. muriae so primerljive. Pri vi$ji slanosti pri obeh
vrstah nastane nekoliko manj biomase kot pri nizji slanosti, kar kaze, da 20 % NaCl
predstavlja stres. Razlog za zmanjSanje celiéne biomase je lahko zmanj$ana celicna
prostornina pri vi§ji slanosti, kot je to znacilno za nekatere morske kvasovke (Hernandez-
Saavedra et al, 1995). Med opazovanjem in merjenjem dimenzij celic nismo zaznali razlik
i8¢emo v energetiki. Znano je, da je Zivljenje v slanem okolju energetsko drago. Za sintezo
kompatibilnih topljencev se lahko porabi celo ve¢ energije kot za sintezo celi¢nih sestavin.
Tako se s poveCevanjem slanosti okolja zmanjSa koli¢ina sintetiziranega strukturnega
celiénega materiala oziroma suhe biomase celic (Oren, 1999). Vrsta A. pullulans pridela

.....

W. muriae. V skladu z naras¢anjem slanosti gojisca, se vrsti A. pullulans visa intenziteta
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respiracije, kar je verjetno posledica tvorbe kompatibilnih topljencev in vzdrzevanje

ionskega ravnovesja (Racnik, 2004) in ne izgradnje celi¢ne biomase.

Lag faza pri W. ichthyophaga v gojiscu s 15 % NaCl traja 4 do 5 dni, nato pa zelo hitro
preide v eksponentno fazo rasti. Po priblizno 12-ih dneh inkubacije se pri¢ne stacionarna
faza. Rastna krivulja pri 25 % NaCl je podobne oblike. Po 7 dneh se za¢ne biomasa pocasi
vecati in gliva pocasi napreduje v eksponentno fazo rasti. V srednji eksponentni fazi je od
16 do 17 dni po inokulaciji, stacionarna faza pa se za¢ne po 20-ih dneh rasti. Kon¢na
biomasa, dosezena v stacionarni fazi, je primerljiva pri obeh slanostih. To smo veckrat
opazili tudi med njenim kasnej$im gojenjem. Cetudi bi za W. ichthyophaga drzalo pravilo
zmanjSanje celi¢ne prostornine pri vi§ji slanosti, bi razliko v zmanjSanju biomase lahko
izni¢ila z debelejSo celicno steno. Za tega edinstvenega predstavnika halofilnih
evkariontov so namre¢ ugotovili, da je pri visji slanosti celicna stena debelejsa (Kralj
Kuncic¢, 2008). lzgleda, da W. ichthyophaga pri vi§ji slanosti potrebuje le nekoliko vec
Casa (ima podaljSano lag fazo rasti), da se prilagodi na razmere, zatem pa enako uspe$no
raste. W. ichthyophaga se od ostalih dveh vrst iz rodu Wallemia razlikuje po morfoloskih

znacilnostih celic in skupkov celic ter po obliki rastne krivulje.

5.1.3 Vsebnost kompatibilnih topljencev v celicah gliv rodu Wallemia

V vseh treh vrstah gliv iz rodu Wallemia smo ugotovili tri vrste kompatibilnih topljencev.
Gre za sladkorne alkohole, poliole: glicerol, arabitol in manitol. Nasi rezultati so potrdili
postavljeno hipotezo, da bodo glive iz rodu Wallemia najverjetneje kopicile kompatibilne

topljence za izravnavo osmotskega tlaka preko celi¢ne membrane.

V literaturi zasledimo, da vsebujejo celice halofilov molarne koncentracije kompatibilnih
topljencev. Zaradi kompleksnih celi¢nih skupkov nismo uspeli dolo¢ili Stevila celic in
prostornine citosola v doloceni koli¢ini suhe biomase, zato koncentracij kompatibilnih
topljencev v celicah gliv rodu Wallemia ne poznamo, podajamo le koli¢ino le-teh na gram
suhe biomase. Vsebnosti kompatibilnih topljencev pri rodu Wallemia so nizke, in sicer so v

obmocju med 0 in 1,5 milimolom na gram liofilizirane biomase (slika 19).
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Glede na podatke iz literature je najpogostejsi med kompatibilnimi topljenci evkariontov
glicerol, ki je v energetskem smislu tudi najcenejsi, poleg tega pa ima odli¢ne topnostne
lastnosti pri visokih koncentracijah (Oren, 1999). Za halotolerantno kvasovko D. hansenii
so pri 2,7 M koncentraciji NaCl (15,8 % (m/V) NaCl) in 1% (m/V) glukozi v gojiscu
izmerili vsebnost znotrajceli¢nega glicerola v koncentraciji 2,6 M (Gustafsson in Norkrans,
1976). To nedvoumno pokaze veliko vlogo glicerola pri osmoadaptaciji vrste D. hansenii.
Pri vrsti H. werneckii vsebnost glicerola korelira s slanostjo gojis¢a (Petrovi¢ et al., 2002).
Vsebnosti glicerola so najvisje med vsemi merjenimi topljenci. lzmerili so 2,5 mmol
glicerola/g suhe teze pri 17 % NaCl (2,91 M), pri 20 % NaCl (3,42 M) 2,8 mmol/g suhe
teze, pri 25 % (4,28 M) pa 2,94 mol/mg suhe teze celic (Kogej et al., 2007). Za vrsto
A. pullulans je Herndndez-Saavedra s sodelavci (1995) izmeril 7 mol glicerola/mg suhe
teze pri 4,0 M (23,4 % (m/V)) NaCl v rastnem mediju. Ko so bile celice A. pullulans
izpostavljene subletalni koncentraciji soli (4,5 % (0,77M) NaCl), se je vsebnost glicerola iz
komaj zaznavne koli¢ine pri kontroli povisala na 1,89 mg/mg proteinov (Managbanag in

Torzilli, 2002).

Glicerol smo nasli tudi pri vrstah rodu Wallemia. Nasi rezultati kazejo, da je koli¢insko
najbolj zastopan osmolit med vsemi merjenimi in ga zato lahko pojmujemo kot glavni
osmolit, le vrsta W. sebi pri 5% NaCl izstopa (glicerola je koli¢inko skoraj enako kot
arabitola). Pri vrsti W. ichthyophaga vsebnost glicerola naraste pri visji slanosti, kar je v
skladu s podatki iz literature. Glicerol pri W. ichthyophaga predstavlja 66 % celotne
koli¢ine topljencev pri nizji slanosti in 78 % pri vi$ji slanosti. Pri vrsti W. muriae se
vsebnost glicerola pri visji slanosti ne povisa, pri vrsti W. sebi pa celo pade. Razlog za to je
verjetno oblika in velikost skupkov, ki jih tvorita ti dve vrsti (ve¢ o tem Vv nadaljevanju

razprave).

Poleg glicerola so pogosti kompatibilni topljenci pri glivah tudi drugi polioli, kot so
eritritol, arabitol in manitol. Kopicenje meSanice kompatibilnih topljencev je pri glivah
pogosto. H. werneckii zunanji osmotski tlak zaradi visokih koncentracij NaCl izenacuje s
kopic¢enjem Se dodatnih poliolov (eritritola, arabitola in manitola) poleg glicerola (Kogej et

al., 2007). Tudi vrste gliv iz rodu Wallemia vsebujejo mesanico kompatibilnih topljencev,
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sestavljeno iz treh vrst poliolov (glicerola, arabitola in manitola). Dale¢ najve¢ med njimi

je glicerola, v manjsih koli¢inah sledi arabitol, manitola je le v sledeh.

W. ichthyophaga ima med vsem tremi vrstami rodu Wallemia najvisjo celokupno vsebnost
kompatibilnih topljencev (poliolov). V primerjavi s H. werneckii so te vsebnosti skoraj
dvakrat nizje. Pri 15 % slanosti (2,57 M NaCl) je celokupna vrednost poliolov 1,4 mmol/g
suhe biomase, pri slanosti 25% (4,28 M NaCl) pa 1,8 mmol/g suhe biomase. Pri
H. werneckii so pri 17 % NaCl (2,91 M) izmerili 2,7 mmol poliolov/g suhe teze, pri 25 %
(4,28 M) pa 3,3 mol/g suhe teze celic (Kogej et al., 2007). Razviden je trend porasta
koli¢ine osmolitov pri visji slanosti, kar je v skladu s pri¢akovanji. Porast celotne koli¢ine
kompatibilnih topljencev pri visji slanosti se zgodi le zaradi poviSanja vsebnosti glicerola,
vsebnosti ostalih dveh osmolitov (arabitola in manitola) padeta. Arabitol predstavlja
Manitola je pod 2% in predstavlja minimalen delez. Podobno so ugotovili tudi za
H. werneckii, pri kateri se pri zviSevanju slanosti nad optimalno povisa le vsebnost
glicerola, vsebnosti ostalih kompatibilnih topljencev ostanejo nizke (Kogej et al., 2007).
Povprecna koncentracija manitola se je pri s soljo tretiranih celicah A. pullulans sicer
podvojila, koli€ina trehaloze pa se v tem primeru ni spremenila (Managbanag in Torzilli,

2002).

W. sebi (slika 16) vsebuje pri nizji slanosti (5 % (0,86 M) NaCl) skoraj enaki koli¢ini
glicerola in arabitola, to je 0,25 mmol na gram suhe snovi. Tretjino manj je manitola.
Skupna koli¢ina vseh treh osmolitov je pod 0,6 mmol na gram suhe snovi. Pri visji slanosti
(20 % (3,42 M) NaCl) je skupna koli¢ina vseh treh osmolitov 0,1 mmol na gram suhe
snovi, torej kar Sestkrat manj kot pri nizji slanosti. Vecinski delez predstavlja glicerol,

ostala dva topljenca sta le v sledeh.

W. muriae (slika 17) ima za 30 % vec glicerola kot W. sebi pri isti slanosti. Koli¢ina
glicerola (0,35 mmol/g suhe snovi) je primerljiva pri nizji (5 % NaCl) in visji (20 % NaCl)
slanosti. Koli¢ini ostalih dveh topljencev ponovno padeta pri visji slanosti gojisca, tako da

je celokupna vrednost osmolitov pri vi§ji slanosti za skoraj 40 % manjSa kot pri nizji
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slanosti: pri 5 % NaCl v gojis¢u ima seStevek osmolitov vrednost 0,6 mmol/g suhe

biomase, pri 20 % NaCl v gojis¢u pa 0,37 mmol/g suhe biomase.

Padec koncentracije kompatibilnih topljencev pri W. muriae in W. sebi pri visji slanosti ni
v skladu s pri¢akovanji in ga skuSsamo v nadaljevanju razprave razloziti z velikostjo
skupkov. Skupki hif imajo pri visji slanosti v povpre¢ju 1 mm veéji premer. Vecji premer
krogle ima manjSe razmerje med povrSino in prostornino. To je v primeru visoke slanosti v
gojis¢u ugodno, saj je v tem primeru v direktnem stiku z okoljnim medijem manjsi delez
prostornine hif glede na celoto. Mozno je, da se zaradi zaSCitenosti notranjih celic
kompatibilni topljenci kopi¢ijo le v zunanjih celicah. Meritve pokazejo vsebnost
kompatibilnih topljencev na celotno biomaso, kar podceni vsebnost kompatibilnih

topljencev v celicah, ki jih tvorijo.

Tudi pri vrsti W. ichthyophaga smo pri visji slanosti opazili vecje skupke, ki so bili
nepravilnih oblik, nesferi¢ni in z zajedami v notranjost skupka. Ta oblika skupka ocitno ne
zaSCiti celic v notranjosti tako dobro, da bi vsebnost kompatibilnih topljencev glede na
suho biomaso pri visji slanosti padla, kot se to zgodi pri vrstah W. sebi in W. muriae. Kljub
temu je vrsta W. ichthyophaga zelo dobro prilagojena na rast pri ekstremno visokih
slanostih. Zelo verjetno je, da ji to omogoca tudi debela celicna stena, ki se pri visokih

slanostih Se odebeli in postane bolj strukturirana (Kralj Kuncic, 2008).

Primerjava vsebnosti poliolov vrste H. werneckii z vrstama W. sebi in W. muriae pokaze,
da so pri slednjih dveh vsebnosti pri vseh testiranih pogojih nizje. Vrsti W. sebi in
W. muriae imata pri 5 % NaCl 0,6 mmol poliolov/g suhe teze, vrsta H. werneckii pa 1,7
mmol/g suhe mase (Kogej et al., 2007). Pri 20 % NaCl je vsebnost poliolov pri
H. werneckii okrog 3 mmol/ g suhe mase (Kogej et al., 2007), pri W. sebi in W. muriae pa

0,1 ter 0,4 mmol/g suhe mase.

Vrste rodu Wallemia pripadajo, po razdelitvi gliv Blomberga in Adlerja (1992), skupini
gliv, ki poleg drugih poliolov proizvajajo tudi manitol, tako kot drugi predstavniki

bazidiomicet.
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5.1.4 Vsebnost kationov v celicah gliv rodu Wallemia

Kopicenje kationov v celici je strategija, ki je znacilna predvsem za ekstremno halofilne
arheje (Halobacteriales) in anaerobne halofilne bakterije iz redu Haloanaerobiales. Za
mnoge bakterije, ki kopicijo organske topljence, je ugotovljeno, da vsebujejo tudi visoke
koncentracije Na* in K™ (Oren, 1999). Ve¢ina halotolerantnih in halofilnih gliv vzdrzuje
pozitivni turgorski tlak pri visoki slanosti s proizvajanjem in kopiCenjem organskih
kompatibilnih topljencev. Pri dolocCenih glivah, kot je D.hansenii, pa k osmotski
prilagoditvi prispevajo tudi znotrajceli¢ni kationi (Larsson et al., 1990; Prista et al., 1997;

Kogej et al., 2005).

Za rod Wallemia smo z meritvami vsebnosti kationov z metodo atomske absorpcijske
spektroskopije pokazali, da vsebuje nizke koncentracije ionov (obmo¢je nekaj 10 nmol na
nakazuje isti trend padca oziroma poviSanja, kot je opazen pri vsebnosti organskih
osmolitov. Zanimivo pa je, da je vsem trem vrstam skupno to, da imajo vedno vecjo
vsebnost Na* kot K* ne glede na slanost v gojis¢u ter da imajo vse tri razmerje med K in
Na" nizje pri visji slanosti v gojis¢u (slika 23). Podobno velja tudi za D. hansenii. Stevilni
raziskovalci so pokazali, da ima D. hansenii pri pogojih visoke slanosti relativno visoko
vsebnost natrija (Larsson et al., 1990; Prista et al., 1997; Kogej et al., 2005). Ob povisanju
slanosti se je vsebnost Na* v celicah D. hansenii povisala, vsebnost K* pa zmanjsala. Kljub
temu je bila znotrajceli¢na koncentracija K* vedno vi§ja od zunanje. Koncentracija Na* je
bila nizja v celici kot pa v mediju (Larsson et al., 1990). Tudi pri vrstah rodu W. sebi in
W. muriae se pri vi§ji slanosti (20 % NaCl) povisa vsebnost Na* (pri vrsti W. sebi ta trend
ni izrazit, saj se zgodi manjsi padec v vsebnosti Na*, ki pa je v mejah napake meritve),
vsebnost K* pa se zmanjsa (sliki 20 in 21). Vrsta W. ichthyophaga je od ostalih dveh
drugacna tudi v tem smislu, da vsebnosti obeh kationov pri visji slanosti (25 % NaCl)

goji$¢a narasteta; vsebnost K™ le malo, vsebnost Na* pa ve¢ (slika 22).

Celokupna koncentracija kationov v celicah D. hansenii je bila presenetljivo visoka

(0,65M pri 1,35 M NaCl v rastnem mediju) (Larsson et al., 1990). Znotrajceli¢ne
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koncentracije Na* ionov so dosegle vrednosti do 800 mM, kar kaze na neobcutljivost
metabolizma na visoke koncentracije soli (Prista et al., 1997). Kogej s sodelavci (2005) je
pri D. hansenii izmerila o€itno vis$je koncentracije natrijevih ionov v celicah kot pri
H. werneckii in A. pullulans. Primerjava vsebnosti K™ in Na* v vrstah Wallemia spp. z
omenjenimi vrstami pokaze, da imajo le-te pri vseh preucevanih slanostih obcutno visje
vsebnosti K* in Na*. Zanimivo je, da imajo vrste rodu Wallemia tako nizke vsebnosti
kationov. Podobno kot pri kompatibilnih topljencih lahko tudi v tem primeru, rezultate
razlagamo z rastjo v skupkih. Pri vi§ji slanosti so skupki celic W. sebi in W. muriae vecji in
tesnejSi. Tak$na morfologija nudi celicam v notranjosti skupka boljSo zas¢ito pred
zunanjim okoljem. Skupki celic W. ichthyophaga pri vi$ji slanosti so sicer veéji, a
nepravilnih oblik in enako tesni kot pri nizji slanosti. Vsebnost kationov v celicah naraste

pri visji slanosti.

Razmerje med znotrajceli¢no vsebnostjo K™ in Na* pri vseh treh vrstah Wallemia spp. pade
pri vi§ji slanosti (slika 24). Trend padanja razmerja med znotrajceliénima kationoma z
visanjem slanosti v gojis€u je opazen pri glivah H. werneckii, A. pullulans in D. hansenii
(Kogej et al., 2005). Razmerje med K" in Na* (K*/Na") pri vrsti W. sebi je pri 5 % NacCl
vi§je (blizu 0,35), pri 20 % slanosti pa se povisa vsebnost natrija in razmerje med
kationoma pade na 0,2. Vrsta W. muriae ima pri nizji slanosti vsebnosti obeh ionov
razmeroma uravnoteZeni, kar kaze visoko razmerje K'/Na* (med 0,8 in 0,9). Pri viji
slanosti je Na® mnogo ve¢, razmerje K'/Na® pade. Razmerje K'/Na* pri vrsti W.
ichthyophaga pa iz 0,3 pri 15 % na 0,2 pri 25 % NaCl.

5.1.5 Proteomika celi¢ne stene W. ichthyophaga in H. werneckii

S subproteomsko analizo smo pridobili vpogled v to, kaj se na nivoju celi¢ne stene dogaja
pri nizji (10 % NaCl za H. werneckii in 15 % NaCl za W. ichthyophaga) in visji (25 %
NaCl za obe wvrsti) slanosti rastnega medija dveh gliv, askomicetne ¢rne kvasovke
H. werneckii in bazidiomicetne glive W. ichthyophaga. Subproteomska mapa proteinov
citosola se po preliminarnih raziskavah ni pokazala kot uporaben pogled na dogajanje pri

rasti v ekstremno slanih pogojih. Analiza proteinov citosola bi zahtevala Stevilne
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optimizacije na nivojih izolacije in locbe proteinov. Proteinske lise so bile zelo nejasne in

svetle, zato smo se v nadaljevanju posvetili proteinom celi¢ne stene.

Zanimivo je, da se je pri H. werneckii in pri W. ichthyophaga izkazalo, da pri visji slanosti
gojisc¢a izoliramo manj proteinov na enako maso celic. To je bilo Se posebej ocitno pri
H. werneckii, pri kateri smo pri obeh slanostih izolirali mnogo ve¢ proteinov kot pri
W. ichthyophaga. Kaze, da je celi¢na stena pri vi$ji slanosti spremenjena, tako da je
ucinkovita izolacija proteinov otezkocena. Razlog za to je lahko debelejSa stena pri visji

slanosti, kar je za W. ichthyophaga ze ugotovljeno (Kralj Kuncic, 2008).

Presenetila nas je razporeditev proteinov glede na njihovo izoelektri¢no tocko. Pri visji
slanosti smo zaradi izpostavljenosti slanosti okolja pri¢akovali bolj kisle proteine, vendar
so bili le-ti razporejeni po SirSem obmocju pH. Pri vi§ji slanosti se je izrazilo celo vec
bazi¢nih proteinov kot pri nizji slanosti. Tudi pri Boletus edulis 4 % NaCl glede na 0 %
NaCl ni povzroc€il sprememb v izoelektri¢nih tockah proteinov (Liang et al., 2007). Ta
pojav Yin s sodelavci (2008) razlaga z N- in O- vezanimi ogljikovodikovimi verigami
glikoproteinov. Stranske verige glikoproteinov namre¢ nosijo spremenljivo Stevilo
negativnih nabojev zaradi fosfodiesterskih mostickov ali uronske kisline, kar ima za
posledico nastanek Stevilnih glikoform z razli€no izoelektricno toc¢ko. Poleg tega pa so
lahko te verige razli¢no dolge in so razlicno dolgo prisotne na nekem glikozilacijskem
mestu. Nastanejo Stevilne glikoforme z razlicno maso. Slika dvodimenzionalne gelske
elektroforeze ima zato multiple in nejasne lise ene vrste glikoproteina, kar smo opazili tudi
sami. Pri W. ichthyophaga smo iz dveh locenih lis identificirali en izoencim gliceraldehid-

3-fosfat dehidrogenaze, pri H. werneckii pa prekurzor keto-acil reduktoizomeraze.

Ugotovili smo, da so med izoliranimi proteini $tevilni citosolni. Razlog za to je v nadinu
izolacije proteinov. Celice smo homogenizirali in tako sprostili njihovo vsebino. Med
proteine celi¢ne stene so tako zasli tudi proteni citosola. Da bi dobili zgolj proteine celi¢ne

stene v vzorcu, bi morali izboljSati nacin izolacije.

Pri W. ichthyophaga smo uspeli identificirati 7 od 10 diferen¢no izrazenih proteinov

celi¢ne stene. Vecina izmed njih se v vecji meri izrazi pri poviSani slanosti (25 % NaCl v
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gojiscu), le eden se je pri visji slanosti izrazal manj. To sovpada z rezultati proteomske
analize D. hansenii, pri kateri se ob prisotnosti soli izrazi 28 % proteinov ve¢ kot pri

pogojih brez soli (Gori et al., 2007).

Izmed proteinov, ki se pri W. ichthyophaga v vecji meri izrazajo pri visoki slanosti (25 %
NaCl), najbolj izstopata izoencima gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GPD), Ki
sodelujeta v biosintezi glicerola iz glukoze. Encim GPD s pomod&jo NAD" pretvori
gliceraldehid-3-fosfat v glicerat-1,3-difosfat, ki se v nadaljnjih korakih pretvori v glicerol,
ali pa kot piruvat vstopi v Krebsov cikel (Kim et al., 2006). GPD je pri A. nidulans
udelezen tudi v razli¢nih stresnih odzivih, v apoptozo in oksidativni stresni odziv (Dastoor
in Dreyer, 2001). Tudi pri analizi proteoma Boletus edulis (Liang et al., 2007) se omenjeni
encim povisano izraza pri slanostnem stresu. Avtor to razlozi s poviSano glikolizo pri visji
slanosti in s tem povezanim vec¢jim dotokom energije. Poleg tega pa je glikoliza klju¢na
tudi v osmoregulaciji, in sicer za biosintezo glicerola. Kot smo pokazali Ze z dolocitvijo
vsebnosti organskih osmolitov, imajo celice pri vi§ji slanosti ve€jo vsebnost glicerola.
Identificiran protein torej sovpada s tem rezultatom. Tudi pri D. hansenii so ugotovili, da
so s soljo inducirani proteini vkljuéeni v zgodnje poti glikolize (Gori et al., 2007).
Povisanje sinteze glicerola vrste H. werneckii pri visji slanosti podpira tudi identifikacija
dveh genov, HWGPD1 in HWGPD?2. Le slednji gen je bil izrazen diferen¢no pri povisani
slanosti. lzgleda, da je biosinteza glicerola regulirana na nivoju transkripcije GPD
(Petrovic et al., 2002). Podobno so Albertyn in sodelavci (1994) ugotovili za S. cerevisiae.
Tudi pri tej vrsti je glicerol glavni kompatibilni topljenec, mutante v GPD1 pa so tvorile
izjemno malo glicerola in so bile ob¢utljive na osmotski stres. Izrazanje klju¢nega encima

za biosintezo glicerola regulira signalna pot HOG (»high-osmolarity glycerol«).

Zanimiv protein, ki smo ga identificirali v proteomski mapi W. ichthyophaga, je glikozil
transferaza iz Symbiobacterium thermophilum. To je nekultivabilna termofilna bakterija,
katere rast je odvisna od mikrobnega komenzalizma in sama zase ne raste pri standardnih
pogojih gojenja (Ueda et al., 2004). Prisotnost identificiranega proteina bi lahko kazala na
moznost endosimbiontskega odnosa med W. ichthyophaga in omenjeno bakterijo, kar bi
bilo v prihodnje vsekakor zanimivo preveriti in dokazati. Lahko, da gre v tem slucaju le za

okuzbo vzorca (to moznost bi izlocili z veckratno ponovitvijo in identifikacijo proteina).
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Glikozil transferaza je encim, ki kataliza prenos enega ali vecih aktiviranih sladkorjev na
akceptorsko molekulo, pri emer nastane glikoziliran produkt. Ce je akceptorska molekula
aktiviranega sladkorja proteinski ostanek, lahko nastanejo bodisi O-vezani bodisi N-vezani
glikoproteini (Breton et al., 2006). Glede na to, da glikoproteini celi¢ne stene pri glivah
sodelujeo pri ohranjanju celi¢ne integritete in pri spopadanju z oksidativnim stresom (Yin
et al., 2008), ima povisano izrazanje encima glikozil transferaza in posledi¢na glikozilacija

potencialno vlogo pri zas¢iti glive pred slanim okoljem.

Protein, ki se pri slanosti 25% v celi¢ni steni W. ichthyophaga izraza v manj$i meri, je
vkljucen v morfogenezo in proliferacijo celic. Povezan je s Cbk kinazo, to je s kinazo,
udelezeno v biosintezi celi¢ne stene. ZmanjSano izraZanje proteina pri visoki slanosti potrja
dejstvo, da celica vlaga vec energije v spopadanje s slanim okoljem (sinteza kompatibilnih

topljencev, vzdrzevanje ionskega ravnovesja) kot pa v tvorbo biomase (Oren, 1999).

Pri H. werneckii smo identificirali 14 od 16 diferen¢no izrazenih proteinov celi¢ne stene.
10 proteinov se v ve€ji meri izraZa pri niZji slanosti (10% NaCl v gojiScu), 6 pa pri vi§ji
slanosti (25% NacCl). Izmed proteinov, ki se v ve¢ji meri izrazajo pri visoki slanosti
ponovno najbolj izstopa encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GPD), kar kaze na
poviSano glikolizo in njeno vlogo v osmoregulaciji pri glivah. Pri obeh slanostih se
izrazajo proteini vro¢inskega Soka, pri 15 % NaCl dva ter pri 25 % NaCl eden. Ti proteini
se izrazajo pod vplivom razli¢nih okoljskih stresov in naj bi sodelovali tudi pri toleranci na
sol (Liang et al., 2007). Tudi pri raziskavi proteomskih sprememb med izpostavitvijo soli
glive D. hansenii so nasli en iduciran ter dva represirana proteina vro¢inskega Soka (Gori
et al., 2007). S tega stalis¢a je zanimivo, da smo proteine vrocinskega Soka nasli le pri
H. werneckii, ki ji slanost prinasa dolocen stres. Pri W. ichthyophaga teh proteinov nismo
nasli, kar namiguje ali na to, da slanost v primeru te izjemne vrste ne predstavlja stres,
temveC povsem obicajno karakteristiko njenega okolja, ali pa na druga¢no odzivanje na

slanost dveh filogenetsko odaljenih vrst (askomicetna in bazidiomicetna gliva).
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5.2 SKLEPI

1. Glive iz rodu Wallemia zaznamuje pocasna rast v skupkih v slanem tekocem
gojis¢u. W. ichthyophaga se od ostalih dveh vrst iz rodu Wallemia razlikuje po

morfoloskih znacilnostih celic in skupkov celic in po obliki rastne krivulje.

2. Skupki vrst W. sebi in W. muriae so kroglasti in so pri vi$ji slanosti v povprecju
ve¢ji kot pri nizji. Vecja biomasa tesno prepletenih hif predstavlja neke vrste

zascito pred stresom. Skupki vrste W. ichthyophaga so manjsi in nepravilnih oblik.

3. Glive vrste W. ichthyophaga dosezejo v slanem gojis¢u vi§jo biomaso kot glive

vrste W. sebi in W. muriae.

4. Glive iz rodu Wallemia kopi¢ijo tri vrste kompatibilnih topljencev: glicerol,
arabitol in manitol. Koli¢insko je pri vseh treh vrstah dale¢ najve¢ glicerola, sledi
arabitol, najmanj pa je manitola. Vsebnosti organskih osmolitov so v obmo¢ju do

nekaj mmol/g suhe teze.

5. Glive iz rodu Wallemia vzdrzujejo nizke znotrajceliéne koncentracije kationov (K*
in Na"), ki so v obmo¢ju nekaj 10 nmol na mg suhe teze celic. Vsebnosti Na* so
visje od vsebnosti K* tako pri nizji kot pri visji slanosti v gojiséu. To, skupaj s
zahtevo soli v rastnem mediju, potrjuje hipotezo, da je W. ichthyophaga prvi pravi

halofilni evkariont.

6. Nizke vsebnosti tako organskih kot tudi anorganskih osmolitov so verjetno
posledica rasti v obliki gostih skupkov celic, znotraj katerih so celice manj
izpostavljene slanem okolju oziroma so verjetno zascitene pred slanostnim stresom.

Gre za neke vrste morfolosko prilagoditev na rast pri slanih pogojih.

7. Subproteomska analiza proteinov celi¢ne stene W. ichthyophaga je pokazala, da pri
vi§ji slanosti proteini ne postanejo bolj kisli, temve¢ SO proteini razporejeni po
SirSem obmocju pH. Pokazalo se je tudi diferenc¢no izrazanje nekaterih proteinov,

vklju€enih v metabolizem sladkorjev in celicno morfogenezo pri 25 % NaCl.
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6 POVZETEK

Wallemia je rod kozmopolitskih kserofilnih gliv, ki rastejo v razli¢nih okoljih z nizko
vodno aktivnostjo (sladka, slana in posuSena hrana, zrak, zemlja, soline in slana jezera).
Glede na edinstveno morfologijo, evolucijo in kserotoleranco je bil opisan nov
bazidiomicetni razred Wallemiomycetes z redom Wallemiales. V njegovem okviru so
opredelili le rod Wallemia s tremi vrstami (W. sebi, W. muriae in W. ichthyophaga), od
katerih sta slednji dve novi za znanost. Vrste se med seboj razlikujejo po ITS regijah
ribosomalne DNK, po velikosti konidijev in kserotoleranci. Vrsti W. sebi in W. muriae sta
si v primerjavi s W. ichthyophaga glede teh karakteristik bolj sorodni in podobni. Vse tri
vrste so kserofilne in halofilne, W. ichthyophaga pa je v tem trenutku najbolj halofilni
evkariontski organizem opisan doslej, saj za rast potrebuje minimalno 9 % NaCl v gojiscu.
Pravi optimum slanosti v gojis¢u Se ni dolocen. Rod Wallemia je zanimiv tudi s
filogenetskega stalisCa, saj predstavlja staro, loceno linijo znotraj debla Basidiomycota,
med katerimi tako reko¢ ni opisanih kserofilnih gliv in je komajda nekaj kserotolerantnih
(Zalar et al., 2005).

Halofilni organizmi imajo dve osnovni strategiji prilagoditve na visoko slanost v zunanjem
okolju. Pri prvi strategiji vnaSajo ione v celico do nivoja izenacitve turgorja in ozmotskega
tlaka, pri drugi strategiji pa ozmotski tlak v celici izravnavajo s sintezo kompatibilnih
topljencev (Oren, 1999). Poleg tega pa razvijejo tudi posebne prilagoditve na nivoju
celicne membrane in celi¢ne stene. Vrste rodu Wallemia so bile opisane Sele pred
nedavnim, zato o njihovih mehanizmih prilagajanja na visoko slanost ni bilo znanega Se

nicéesar.

Vse tri vrste smo gojili v teko¢em gojiscu pri dveh skrajnih slanostih; pri nizji (5 % NaCl
(m/V) za vrsti W. sebi in W. muriae ter 15 % NaCl za vrsto W. ichthyophaga) in ekstremno
visoki slanosti (20 % NaCl za vrsti W. sebi in W. muriae ter 25 % NaCl za vrsto W.
ichthyophaga). Z dolo¢anjem suhe biomase kulture smo izdelali dve rastni krivulji za
posamezno vrsto. Obliko in velikost celic ter skupkov celic smo opazovali s svetlobnim

mikroskopom. Koli¢ino in tip kompatibilnih topljencev smo dolo¢ili s HPLC, vsebnost K*
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in Na* pa z AAS. Za najbolj ekstremno vrsto, W. ichthyophaga, smo analizirali tudi
diferen¢no izrazanje subproteoma celi¢ne stene, tako da smo izvedli 2DEF proteinov
celiéne stene pri 15 % in 25 % NaCl. Proteine smo identificirali z metodo tandemske

masne spektroskopije.

Ugotovili smo, da sta si vrsti W. sebi in W. muriae fiziolosko in morfolosko bolj podobni v
primerjavi z W. ichthyophaga. Podobno velike celice vrst W. sebi in W. muriae so
cilindri¢ne oblike, za razliko od njiju pa so celice W. ichthyophaga diametri¢ne oblike. V
tekoCem gojiscu celice vseh treh vrst oblikujejo skupke. Ti so pri W. sebi in W. muriae
veliki in kroglasti, pri W. ichthyophaga pa manjsi in splos¢eni. Tvorba skupkov bi lahko
predstavljala zas¢ito pred zunanjim stresnim okoljem. Visoka slanost v gojiS¢u zmanjsa
koligine biolosko dostopne vode, torej predstavlja susnost. Ce so celice posamié, so z vseh
strani obdane z medijem, ¢e pa oblikujejo skupke oziroma nekaksne primitivne
»sklerocije«, pa je v direktnem kontaktu z zunanjo tekoc¢ino le povrsinska plast skupka.
Notranja masa celic ali hif je tako zasCitena in verjetno neobremenjena z 0Smotskim

stresom.

Glive iz rodu Wallemia kopicijo tri vrste kompatibilnih topljencev: glicerol, arabitol in
manitol. Koli¢insko je pri vseh treh vrstah dale¢ najve¢ glicerola, sledi arabitol, najmanj pa
je manitola. Vsebnosti organskih osmolitov so v obmoc¢ju do nekaj mmol/g suhe teze in
zato niso dovolj visoke, da bi v celoti razloZile strategijo osmoadaptacije z organskimi
osmoliti. Vse tri vrste vzdrzujejo nizko vsebnost kationov (K™ in Na®), ki so v obmogju
nekaj 10 nmol na mg suhe teZe celic. Vsebnosti Na* so visje od vsebnosti K* tako pri nizji
Kot pri viji slanosti v gojiséu, kar je vsekakor nenavadno, saj je Na™ za celice S. cerevisiae
toksicen. Vrsta W. ichthyophaga je edina izmed doslej opisanih gliv, ki ne raste v okolju z
manj kot 9 % (m/v) NaCl, kar kaze, da gre za prvi pravi halofilni evkariontski organizem.

Vrednosti razmerja med K* in Na to idejo podpirajo.

Subproteomske analize proteinov celi¢ne stene W. ichthyophaga so pokazale diferen¢no
izrazanje nekaterih proteinov, vkljuéenih v metabolizem sladkorjev in celi¢no
morfogenezo pri 15 % in 25 % NaCl. Izmed proteinov, ki se v ve¢ji meri izrazajo pri

visoki slanosti, najbolj izstopata izoencima gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GPD), Ki
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sodelujeta v biosintezi glicerola iz glukoze. Protein, ki se pri slanosti 25 % NaCl v celi¢ni
steni W. ichthyophaga izraza v manjSi meri, je protein, vklju¢en v morfogenezo in

proliferacijo celic, saj je soudeleZen Vv biosintezi celi¢ne stene.

Za popolno razlozitev strategije prilagoditve gliv iz rodu Wallemia na rast pri slanih
pogojih bi bilo potrebno preizkusiti fizioloski odziv pri vecih slanostih ter preveriti
dogajanje med slanostnim Sokom. Meritve bi pokazale, katere izmed snovi imajo vlogo
primarnega kompatibilnega topljenca. Nasi rezultati potrujejo hipotezo, da je za ohranjanje
celi¢ne integritete pri slanih pogojih pomembno kopicenje znotrajcelicnih osmolitov ter

druge prilagoditve na nivoju oblike celic in celi¢nih skupkov ter na nivoju celi¢ne stene.
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