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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

del ribosomske RNA molekule

enote, iz katerih se je razvila posamezna kolonija

dalton, enota za izrazanje atomske mase

deoksiribonukleinska kislina

Deutche Sammlung von Mikroorganismen und Zeelkulturen GmbH,
Braunschweig, Deutchland

regulator vnosa Zeleza pri bakteriji Pseudomonas aeruginosa

ang. general protein-9 rdece ognjene mravlje

pot zaznavanja celicne gostote, ki poleg poti »h/ uravnava sintezo N-
AHL

sodelujeta pri bioluminiscenci, /ux/ kot induktor, /uxR kot odzivni
regulator

bela mutanta Vibrio sp. DSM 14379

rahlo roZnata mutanta Vibrio sp. DSM14379

natrijev ion

natrijev klorid

N- acil homoserin lakton

opti¢na gostota pri valovni dolzini 650 nm

pigment

sigma faktor, ki uravnava sintezo pioverdina pri bakteriji
Pseudomonas aeruginosa

sorodnost

homologa luxIR

volumsko - volumski odstotki

konkurenc¢na sposobnost oziroma fitnes

utezno - volumski odstotki

divji sev



Benko J. Vpliv divjega tipa Vibrio sp. na konkuren¢no sposobnost nepigmentiranih sevov Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

1 UVOD

V zadnjih letih je razmisljanje o sodelovanju med mikroorganizmi zZe povsem sprejeta ideja
(Velicer, 2003). Pred tem je namre¢ veljalo prepricanje, da je edini cilj teh enoceli¢nih
organizmov, da se delijo ter v okolje vnesejo ¢im ve¢ svojih potomcev (Gera in Srivastava,
2006). Danes je jasno, da se tudi pri mikroorganizmih odvijajo zapleteni socialni stiki
(Velicer, 2003). Mnogo oblik sodelovanj na evkariontski ravni lahko preslikamo tudi na raven
prokariontov (Crespi, 2001). Pojavlja se vpraSanje, zakaj bi bakterija sploh sodelovala z
drugimi bakterijami, ¢e lahko s sebi¢nim obnaSanjem pridobi korist, ki je ne deli z drugimi.
Verjeten vzrok je, da se energija vloZzena v sodelovanje v€asih poplaca (Stevens in Hauser,
2004). Tako lahko gradnjo gnezda pri nevretencarjih ter vretencarjih povezemo z gradnjo
mikrobnega biofilma. Lovljenje plena v krdelu pri velikih mackah, levih ter divjih psih lahko
povezemo z miksobakterijo Myxococcus xanthus, ki v velikem $tevilo napade plen ter ga z
encimi razgradi. Tudi patogene bakterije (na primer Sal/monella in Staphlococcus) sprostijo
virulentne dejavnike Sele, ko doseZejo doloceno Stevilo (Crespi, 2001). Tako se tudi pri
mikroorganizmih pojavljajo socialni stiki, ki niso neposredno povezani z rastjo teh
organizmov. S temi stiki lahko posamezniki uravnavajo svoje aktivnosti glede na populacijo v
kateri se nahajajo (Gera in Srivastava, 2006). Prav tako lahko bakterije, ki nastopajo v ve¢jem
Stevilu, na vecjem prostoru spremenijo okolje v svojo korist (Hense in sod., 2007).

V vsaki populaciji, kjer posamezniki sodelujejo in imajo od tega korist, se lahko pojavijo
prevaranti, ki uzivajo te koristi, a za njih ne »placajo« (Velicer, 2003). Prevaranti se pojavijo
prav zaradi koristi, ki so posledica sodelovanja ostalih mikroorganizmov (Travisano in
Velicer, 2003). Prevaranti so najveckrat mutante divjega tipa iste bakterije, saj bakterije raje
sodelujejo s sorodno bakterijo. Ti se pojavljajo na primer pri kvasovki Saccharomyces
cerevisiae, kjer mutante ne sintetizirajo invertaze, s katero divji tip iste kvasovke razgrajuje
zunajceli¢no saharozo. Tako prevaranti ne izgubljajo energije s sintezo te u¢inkovine, a kljub
temu hranila dobijo, saj saharozo razgrajuje divji tip. Se en tak primer je bakterija
Pseudomonas aeruginosa, kjer divji tip sintetizira siderofore, s katerimi pridobi netopno
obliko Zeleza iz okolja. Tudi tukaj prevaranti v kokulturi z divjim tipom uspevajo bolje
(Foster in sod., 2006). S tem, ko prevaranti uspevajo in so v sorodu z divjim tipom bakterije,
le-ta poskrbi, da se bodo njeni geni, ¢eprav posredno, prenasali v naslednje generacije (Diggle
in sod., 2007a). Diggle in sod. (2008) so opredelili, da je sodelovanje, kjer se pojavijo
prevaranti, evolucijsko stabilno v primeru ko sodelovanja prevaranti ne morejo izniciti in s
tem ne morejo izpodriniti med seboj sodelujocih osebkov.
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1.1 NAMEN IN OPREDELITEV PROBLEMA

Bakterija Vibrio sp. je bila izolirana iz braki¢nih voda Trzaskega zaliva (Gnezda-Meijer in
sod., 2005). Ena izmed najbolj opaznih lastnosti Vibrio sp. je sinteza rdeCega prodigiozinu
podobnega pigmenta (Stari¢, 2007), ki zahteva vlozek energije. Prodigiozini so sekundarni
metaboliti (Williams, 1972), ki imajo protimikrobne (Gerber, 1971) in protiglivne ucinke ter
delujejo proti prazivalim (Castro in sod., 1967). Nepigmentirani mutanti Vibrio sp. sta rahlo
roznata (R) ter bela (B) mutanta. Zaradi ocitne razlike v obarvanosti in s tem povezanih
metabolnih stroskov smo si divji sev Vibrio sp. ter njegove mutante izbrali kot model za

preucevanje vpliva sobivanja mutant v populaciji med seboj sodelujocih osebkov.

Namen diplomskega dela je opredeliti vpliv divjega seva Vibrio sp. na konkurencno
sposobnost njegovih nepigmentiranih mutant. V ta namen bomo:
0 ugotovili vpliv divjega tipa Vibrio sp. na rast in konkurencno sposobnost
nepigmentiranih mutant (roznate in bele) v kokulturi z divjim tipom Vibrio sp.
O ugotovili ali zacetni delez nepigmentiranih mutant in hranila vplivajo na

pigmentiranost divjega tipa Vibrio sp. v kokulturi z nepigmentirano mutanto

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

V diplomski nalogi bomo postavili naslednje hipoteze:
0 divji tip Vibrio sp. vpliva na rast in konkurencno sposobnost nepigmentiranih mutant

(roznata in bela)

O rast nepigmentiranih mutant (roznata in bela) je v kokulturi z divjim tipom Vibrio sp.
boljsa kot rast iste kulture nepigmentirane mutante R ali B
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2 PREGLED OBJAV

Pojem sodelovanja oziroma kooperacije lahko uporabimo tako pri zivali, ljudeh kot tudi pri
mikroorganizmih. Sodelovanje se pojavlja med geni, ki gradijo genom; med celicami, ki
sestavljajo veccelicni organizem ter navsezadnje tudi med mikroorganizmi, ki s skupnim
delom pridobijo javne/skupne dobrine (Foster in sod., 2006). ObnaSanje oziroma dejanje
nekega organizma je socialno naravnano, ¢e ima posledice tako za izvajalca tega dejanja kot
za posameznika, kateremu je bilo to dejanje namenjeno (West in sod., 2006a), tako lahko
socialne stike razvrstimo glede na ugodnosti ter izgube, ki jih povzrocijo (Foster in sod.,
2001). Posledice nekega dejanja, torej, ¢e je pozitivno oziroma negativno, dolocijo z
opazovanjem posledic tega dejanja preko celotnega Zivljenjskega obdobja posameznika (West
in sod., 2006a).

2.1 SOCIOBIOLOGIJA NA RAVNI MIKROORGANIZMOV

Sociobiologija na podro¢ju mikroorganizmov je bila do nedavnega zanemarjena tema. Danes
je to eno izmed najbolj preucevanih podroc¢ij (Dunny in sod., 2008). Socialno Zzivljenje
mikroorganizmov lahko razlozimo s pomocjo sodelovanja med njimi. Socialen stik med
mikroorganizmi lahko poimenujemo sodelovanje, ¢e mikroorganizem, ki ga izvaja s tem nudi
ostalim v okolici neko pridobitev in ¢e se je to dejanje vsaj deloma zgodilo zaradi te
pridobitve (West in sod., 2007b). Sodelovanje torej vpliva na posreden in neposreden fitnes
mikroorganizmov (West in sod., 2007a). V tem primeru fitnes oziroma konkurencna
sposobnost izraza povprecen uspeh pri razmnozevanju nekega genotipa v dolo¢enem okolju
(Elena in Lenski, 2003). Del tega fitnesa, ki predstavlja zmoznost proizvajanja lastnih
potomcev, se imenuje neposreden fitnes ozirom direkten fitnes. Posreden fitnes posameznika
je odvisen od kooperacije drugih mikroorganizmov (West in sod., 2007a). SesStevek
neposrednega in posrednega fitnes-a imenujemo inkluzivni fitnes (ang. inclusive fitness)
(West in sod., 2007b).

Na podlagi vpliva socialnega stika na neposreden fitnes sodelujo¢ih mikroorganizmov, lahko
socialne stike med njimi razdelimo v $tiri razrede (Foster in sod., 2001) (Preglednica 1) (po
West in sod., 2006a).
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Preglednica 1: Tipi socialnih stikov med mikroorganizmi glede na njihov vpliv na neposreden fitnes (po West s
sod., 2006a:418).

Vpliv socialnega stika na prejemnika

T -
Vpliv socialnega stika na
aktivnega udeleZenca

+ mutualizem sebicnost

- altruizem kljubovalnost

West in sod. (2007b) navajajo, da je socialni stik, pri katerem imata korist oba osebka, tako
aktivni udeleZzenec kot prejemnik, mutualisticen (ang. mutual benefit). Pri tej obliki
sodelovanja se zviSa neposreden fitnes aktivnega mikroorganizma in tudi prejemnik ima
koristi (West in sod., 2006b). Ce ima v tej igri korist le prejemnik, se tako sodelovanje
imenuje altruizem (ang. altruism). Pojav, kjer socialni stik izzove negativne posledice za
prejemnika ter pozitivne za aktivnega udeleZenca tega stika, imenujemo sebi¢nost (ang.
selfishness). Stik, kjer imata oba udelezenca negativne posledice se imenuje kljubovalnost
(ang. spite) (Foster in sod., 2001). Od zgoraj opisanih oblik socialnih stikov predstavljata
obliko sodelovanja mutualizem ter altruizem, saj oba nudita prejemnikom neko pridobitev
(West s sod., 2006b).

2.1.1 Altruizem kot posebna oblika socialnega stika

Za posameznike, ki preucujejo evolucijo zZivih bitij, je pojav altruisticnega obnasanja eden
izmed tezje razlozljivih pojmov (Diggle in sod., 2007a). Crespi (2001) je altruizem opredelil
kot dejanje, ki Skoduje neposrednemu fitnesu osebka, ki to dejanje izvrsi, a zvisa fitnes
osebka, ki mu je bilo dejanje namenjeno. To je seveda v nasprotju z Darwinovo teorijo o
naravni selekciji, po kateri prezivijo le najmocnejsi in najbolj sebi¢ni posamezniki (Diggle in
sod., 2007). Kiimmerli in sod. (2008) navajajo, da naravna selekcija izbere tiste posameznike,
ki imajo najvi§ji inkluzivni fitnes.

Najveckrat sta mikroorganizma v alturisticnem odnosu sorodnika (West in sod., 2007a). To
tezo je oblikoval W.D. Hamilton leta 1963 (Hamilton, 1963). Prve teze o teoriji izbora v
korist sorodstva sta opisala Haldane in Fischer. Leta 1963 je Hamilton novo obliko naravne
selekcije poimenoval teorija inkluzivnega fitnesa (ang. inclusive fitness theory). Pozneje jo je
Maynard Smith preimenoval v bolj poznano teorijo o izboru v korist sorodstva (ang. kin
selection theory) (Foster in sod., 2005).
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S Hamiltonovim matemati¢nim modelom teorije inkluzivnega fitnesa (izbor v Kkorist
sorodstva) lahko razlozimo, kdaj je altruisticno obnaSanje mozno (West in sod., 2007b). Iz
enacbe

rb—c>0, (1)

kjer ¢ predstavlja ceno altruisti¢ne oblike socialnega obnaSanja za neposreden fitnes altruista,
b ceno istega obnaSanja na posreden fitnes prejemnika ter  stopnjo genetske sorodnosti med
osebkoma (Diggle in sod., 2007a), lahko vidimo, da je altruisticno obnaSanje opraviceno, ko
so pridobitve prejemnika (b) glede na genetsko sorodnost med donorjem ter prejemnikom (7)
visje kot energijski vlozek donorja (¢) (West in sod., 2007b). Tako lahko na podlagi
Hamiltonovega pravila predpostavimo, da je sodelovanje na visji ravni, ¢e sta » ali b vi§ja in
je ¢ nizji (West in sod., 2007b). Sorodnost na nivoju genov je verjetnost, da je alel, ki je
vpleten pri izrazanju nekega socialno naravnanega obnaSanja, enak pri izvrsitelju dejanja ter
pri osebku, kateremu je socialno naravnano dejanje namenjeno (Crespi, 2001). Tako morajo
imeti mikroorganizmi identi¢ne alele na enem ali ve¢ lokusih. Posledi¢no lahko posameznik
zviSa pogostost svojega alela v naslednji generaciji tako, da altruisti¢no ali kako drugace
pomaga posamezniku z identi¢nim alelom na lokusu/lokusih (Foster in sod., 2006). Osebka
sta v sorodu, ¢e je r > 0 (West in sod., 2007a). Ce sta klona, je vrednost r enaka 1 in 0, &e sta
iz razli¢nih rodov (West in sod., 2006b).

Iz tega lahko sklepamo, da nosilcu gena, ki je bil izbran v selekciji, ni potrebno zvisati
neposrednega fitnesa. Gen, ki ga »prenaSa«, se lahko prenasa v naslednje generacije tudi
preko njegovih sorodnikov, ki imajo kopije istega gena (Hamilton, 1964). Za lazje
razumevanje izbora v korist sorodstva si lahko predstavljamo osebek G ter osebek g. Osebek
G izvaja altruisticno obnaSanje, osebek g ne. Kljub tezi, da v naravi prezivi le najmoc¢ne;jsi
osebek, najpomembnejsi kriterij prezivetja osebka G ni ta, kako njegovo obnaSanje vpliva
nanj, ampak kako njegovo obnasanje vpliva na ohranitev njegovih genov, genov osebka G. V
populaciji bo ve¢ njegovih genov, ¢e bo osebek g, kateremu je altruisticno dejanje namenjeno,
sorodnik osebka G (Hamilton, 1963).

Iz enacbe 1 lahko sklepamo, da so posamezniki raje sodelujejo, ko je njihov 7 vi§ji. V tem
primeru so namre¢ v ozjem sorodstvu. Tako mikroorganizmi sintetizirajo ve¢ molekul za
skupno dobro, ¢e je sorodstvo med njimi vi§je (Diggle in sod., 2007a). Visoko stopnjo
sorodnosti organizmi dosezejo z diskriminacijo na podlagi sorodnosti ter z omejenim
gibanjem (West in sod., 2007b). V primeru diskriminacije nek organizem lo¢i med sorodnim
organizmom in nesorodnim ter usmeri sodelovanje proti sorodnemu organizmu (nepotizem).
Ta pojav je pogost v zivalskem svetu, kjer si le sorodniki pomagajo pri oskrbovanju legla
(West in sod., 2006b). Omejeno gibanje povzro€i, da je na relativno majhni povrsini veliko
Stevilo sorodnih celic. V tem primeru so celice altruisticne brez diskriminacije, saj so

verjetno skoraj vse sosednje celice med seboj sorodne (West in sod., 2007b).
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2.1.1.1 Pojav prevarantov v populaciji med seboj sodelujocih osebkov

Ko je sodelovanje altruisti¢no, je moznost pojava prevarantov zelo visoka, saj je ta oblika
socialnega stika energijsko potratna za aktiven osebek ter prinaSa ugodnosti prejemniku.
Prevarant v tem primeru ne sodeluje, a uziva vse dobrine tega socialnega stika (Stevens in
Hauser, 2004). Tako ima prevarant, ki ne sintetizira signalnih molekul, korist od lokalne
celiCne gostote ne da bi v samo zaznavanje vlagal energijo. Imenujemo ga signal negativni
prevarant (ang. signal negative cheater). Na drugi strani lahko prevarant sintetizira signalne
molekule ali ne, a ne odgovori nanje. Torej ne sintetizira zahtevanih javnih dobrin in izrablja
produkte sosednjih celic. Ta prevarat je signal slep prevarant (ang. signal blind cheater)
(Diggle in sod., 2007b). Diggle in sod. (2007b) so preucevali prevarante bakterije
Pseudomonas aeruginosa, ki imajo okvare v /as sistemu zaznavanje celicne gostote. Kulturo
divjega seva z eno izmed mutant (1-3% delez celotne kulture) so gojili 48 ur. Rezultati so

pokazali, da se je Stevilo signal negativnih prevarantov povecalo iz 3% na 66%, signal slepih
paiz 1% na 45% (Slika 1).

delez prevarantov (%)

signal negativni signal slepi

Slika 1: Las signal negativni oziroma /as signal slepi prevaranti po 48 urah gojenja z v sodelovanju aktivnih
osebkov povecajo svoj koncni delez (siva stolpca) glede na zacetni delez (¢rna stolpca) (Diggle in sod., 2007b:
413).

Sintetizirane zunajceli¢ne molekule za skupno dobro so na voljo mikroorganizmom, ki jih
sintetizirajo ter vsem ostalim v okolici, ki jih mogoce ne. Posledi¢no lahko torej vplivajo na
neposreden ter posreden fitnes v zdruzbi (West in sod., 2007a). Ker se altruisticno obnasanje
najveCkrat pojavlja v populaciji sorodnik osebkov (West in sod., 2007b), so prevaranti
mutante v sodelovanju aktivnega osebka (West in sod., 2006b). Ker so mutante, je njihov r
glede na v sodelovanju aktiven osebek enak 0, ¢e gledamo samo sorodnost glede na
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dejavnost, zaradi katere populacija sodeluje (npr. sinteza sideroforov pri bakteriji
Pseudomonas aeruginosa). Ker pa je v altruisticni populaciji pomembna povprecna
sorodnost, lahko prevaranti v njej kljub vsemu prezivijo (West in sod., 2006b). Sodelovanje
med bakterijami je iz evolucijskega pogleda stabilno, ¢e ga pojav prevarantov ne more izniciti
(Diggle in sod., 2008). Torej v primeru ko se mutante oziroma prevaranti ne morejo razrasti in
zniZati povprecno sorodnost za dano sodelovanje v populaciji (West in sod., 2006b).

V populaciji sodelujocih osebkov in prevarantov je torej fitnes posameznika funkcija
prispevka molekul za skupno dobro, ki jih sintetizira ter povprecen prispevek molekul za
skupno dobro s strani celotne populacije. V tej populaciji namre¢ prevaranti izkoris¢ajo
molekule za skupno dobro na racun sosednjih celic, ki jih v sodelovanju s sosednjimi celicami
sintetizirajo (Diggle in sod., 2008). Diggle in sod. (2007b) navajajo, da je fitnes oziroma
konkuren¢na sposobnost prevarantov odvisna od njihovega Stevila. Njihov fitnes se znizuje,

ko jih je vedno vec ter zviSuje, ko jih je manj (Dunny in sod., 2008) (Slika 2).
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Slika 2: Odvisnost konkurencne sposobnosti prevaranta od njegovega zacetnega deleza v populaciji v
sodelovanju aktivnih osebkov ter prevarantov (Ross-Gillespie in sod., 2007: 334). Slika A predstavlja odvisnost
relativnega fitnesa prevaranta od njegovega zacetnega deleza, oznaCenega na abscisni osi ter od sorodnosti
(oznacena z r nad krivuljo). Slika B predstavlja produktivnost mesane kulture v sodelovanju aktivnih osebkov ter
prevarantov v odvisnosti od deleza prevarantov ter sorodnosti v populaciji (povzeto po Ross-Gillespie in sod.,
2007).

Torej lahko na krajsi rok prevaranti v populaciji predstavljajo vecino, saj ne vlagajo energije v
sintezo molekul za skupno dobro. Na dolgi rok taksna populacija propade, saj je vedno manj
bakterij, ki dejansko sintetizirajo le-te molekule (Dunny in sod., 2008). Stevilo prevarantov je
omejeno tudi z izborom v korist sorodstva, saj druge bakterije raje sodelujejo s posamezniki,
ki so genetsko bolj sorodni (Foster in sod., 2006). Glede na okolje v katerem nek osebek Zivi,
lahko njegov fitnes izrazimo kot funkcijo dveh spremenljivk: kot ceno sinteze molekul za
skupno dobro in kot pozitivne posledice sinteze le-teh molekul za posameznika oziroma

populacijo.
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Tako lahko fitnes tega posameznika zapiSemo kot

W(s.8)= g(s)h(S) )

kjer je w relativni fitnes, g predstavlja zmanjSanje rasti posameznika, ki je sintetiziral
molekule za skupno dobro (s); / je zviSan dostop posameznika do molekul za skupno dobro
(8). Tako koli¢ina teh molekul, ki so dostopne za posameznika, lezi med koli¢ino, ki jo
posameznik sam sintetizira (s) ter povpre¢nim doprinosom populacije kot celote ( 5 ).
Dostopnost molekul za skupno dobro je odvisna $e od sorodnosti med partnerji (7). Ce je r
enak 0, je populacija me$ana in sorodnosti ni. Ce je r enak 1, populacijo predstavljajo kloni,
kjer prevaranti sodelujejo le s prevaranti (Ross-Gillespie in sod., 2007). Tako prevaranti lazje
prezivijo v populaciji manj sorodnih bakterij in propadejo v zdruzbi klonov (Foster in sod.,
2006). Relativna konkuren¢na sposobnost prevarantov (w) nam pove, ali se je Stevilo
prevarantov v populaciji zviSalo (w>1), zmanjSalo (w<1) oziroma ostalo enako (w=1) (Ross-
Gillespie in sod., 2007).

2.1.1.1.1 Primer altruizma in sinteze sideroforov pri bakteriji Pseudomonas aeruginosa

Prevaranti se pojavljajo tudi v populaciji bakterije Pseudomonas aeruginosa, ki je po Gramu
negativna bakterija ter povzroc¢a bolezni pri rastlinah, zivalih in ljudeh (Diggle in sod.,
2007b). Bakterija je pri ljudeh vzrok razlicnih okuzb. Med bolj znanimi je cisti¢na fibroza,
kjer gre za kroni¢no vnetje pljuc. Tudi tu bakterije za rast potrebujejo zelezo, saj je le-to
glavno in vivo pomanjkanje pri parazitskih bakterijah (Visca in sod., 2006). V aerobnih
pogojih je prisotno Zelezo v netopni Fe (III) obliki. 1z povezave med sintezo sideroforov ter
rastjo bakterije lahko sklepamo, da sinteza sideroforov pozitivno vpliva na invazivnost te
bakterije (West in Buckling, 2002). Gostitelj teh bakterij se poskusa okuzbi izogniti tako, da
razvije razlicne mehanizme s katerimi onemogoc¢i parazitskim bakterijam dostop do topne
oblike zeleza tako (West in sod., 2006b), da Zelezo veze na transferin, laktoferin oziroma
feritin (Schaible in Kaufmann, 2004). Bakterije pa lahko sintetizirajo siderofore s katerimi iz
okolja pridobivajo Zelezo. Sinteza sideroforov je oblika sodelovanja med bakterijami. Celotna
populacija bakterij ima od te sinteze korist, saj pridobijo zelezo. Sama sinteza sideroforov je
za posamezno bakterijo energijsko potratna (West in sod., 2006b). Tako je fitnes posamezne
celice pozitivno povezan s povprecno koli¢ino sintetiziranih molekul za skupno dobro (v tem
primeru sideroforov), ki so jih lokalne individualne celice sintetizirale (Diggle in sod., 2007a).
Dejstvo, da je sinteza sideroforov za posamezno celico energijsko potratna omogoca pojav
prevarantov, ki sideroforov ne sintetizirajo, a vseeno uZzivajo vse dobre posledice sinteze le-
teh s strani sintetizirajocih osebkov (Harrison in sod., 2006). V primeru Pseudomonas
aeruginosa divji sev sintetizira siderofore, kar predstavlja prednost, ko je v okolju malo
dostopnega zeleza (West in sod., 2006b). Glavni oziroma primarni siderofor bakterije
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Pseudomonas aeruginosa je pioverdin (ang. pyoverdin). Njegovo sintezo uravnava sigma
faktor PvdS, ki ga uravnava regulator vnosa Zeleza (ang. ferric uptake regulator, Fur). Ko je v
celici koncentracija zeleza dovolj visoka, protein Fur tvori kompleks z zelezom, ki se veze na
pvdS promotor in posledi¢no prekine sintezo pioverdina (Kiimmerli in sod., 2008). Pioverdin
predstavlja skupino difuzibilnih zeleno fluorescirajoc¢ih molekul. Odkrili so ga leta 1892, leta
1970 so opisali njegov pomen pri vezavi netopne oblike Zeleza iz okolja. Zanimanje za
pioverdin se je povecalo, ko so odkrili njegovo biolosko vlogo pri Pseudomonas aeruginosa.
Tako med drugim vpliva na virulenco in medceli¢no komunikacijo. Ko so pregledovali vzorce
sputuma bolnikov s cisti¢no fibrozo, so ugotovili, da vsebuje velike koli¢ine pioverdina. Nato
so bakterijsko zdruzbo vzorca natanc¢neje preucili, ob tem jih je presenetili dejstvo, da vec kot
Cetrtina izolatov Pseudomanas aeruginosa ni sintetizirala pioverdina. Tako so v pljucih
bolnika s cisticno fibrozo pioverdin sintetizirajoce Pseudomas aeruginosa ter pioverdin
nesintetizirajo¢i prevaranti (Visca in sod., 2006). Sinteza pioverdina s strani divjega seva
bakterije pozitivno vpliva na sosednje bakterije, ki pioverdina mogoce sploh ne sintetizirajo in

pridobivajo zelezo preko divjega tipa iste bakterije (Kiimmerli in sod., 2008).

2.1.2 Druge vrste socialnih stikov

Obliki socialnega stika sta Se sebi¢nost ter kljubovalnost (West in sod., 2006b; Foster in sod.,
2001). Izbira sebi¢ne ter mutualisticne oblike socialnega stika je logicna, saj obe obliki
prinasata neposredno pridobitev za aktivnega posameznika (Foster in sod., 2001). Hamilton je
z enacbo 1 dokazal da je tudi altruisticna oblika obnaSanja upraviCena izbira, Ce sta
posameznika v sorodu (West in sod., 2007b). Zakaj bi bil posameznik do drugega osebka v
kljubovalni obliki socialnega stika in tako Skodil tudi sebi, je manj o€itno. Lahko bi bila
negativna oblika altruisticnega obnasanja. Posledi¢no se posameznik obnasa kljubovalno do
posameznika, s katerim ni v sorodu (r<0). Tak posameznik zelo verjetno nima istih genov kot
aktivni posameznik. Taka oblika obnasanja je upravicena, ker v okolju zniza frekvenco genov
tekmecev. V tem razmerju ima korist sorodnik aktivnega posameznika. Najbolj znan primer
takSnega obnaSanja je pojav zelena brade pri rdeci ognjeni mravlji (Solenopsis invicta).
Heterozigotne delavke (Bb), ki imajo na Gp-9 (ang. general protein-9) lokusu alel b, ubijejo
kraljice BB, ki tega alela nimajo. Pomanjkanje alela b poimenujemo pojav zelena brade, saj
zgleda kot da delavke neposredno identificirajo kraljice brez tega alela (Foster in sod., 2001).
Foster in sod. (2006) navajajo, da ima gen Gp-9 zapis za protein, ki veze feromone. Pojav
zelene brade je Dawkins leta 1976 razlozil kot pojav, pri katerem imajo nosilci gena, ki je
potreben za altruizem neko ocitno lastnost s pomocjo katere se prepoznavajo z ostalimi nosilci
gena, ki so prav tako altruisti (Foster in sod., 2001). Populacij, ki temeljijo na pojavu zelene
brade je malo, saj jih lahko prevaranti, ki pridobijo lastnost, po kateri se populacija med seboj
prepoznava (zeleno brado), hitro prerastejo (West in sod., 2007b).
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2.2 NARAVNI RDECE OBARVAN IZOLAT Vibrio sp.

Bakterijo Vibrio sp. DSM 14379 (Vibrio sp.) so izolirali iz braki¢nih voda Trzaskega zaliva.
Izolat za rast potrebuje Na' (Gnezda-Meijer in sod., 2005). Danev¢i¢ (2006) navaja, da v
gojis¢u PKS Vibrio sp. raste do vkljutno 17% (w/V) NaCl in je torej halotoleranten
mikroorganizem. Najbolj ugodna koncentracija NaCl za rast je 3% (w/V) v gojis¢u PKS
(Danev¢ic, 2006). Bakterija raste v temperaturnem razponu od 15 do 43°C (Danevc¢ic, 2006).
Na podlagi morfoloskih in biokemicnih lastnosti so bakterijo uvrstili v rod Vibrio. Sev je
deponiran v DSMZ kot Vibrio sp. (DSM 14379) (Gnezda-Meijer in sod., 2005).

Ena izmed najbolj opaznih lastnosti Vibrio sp. je sinteza rdeega pigmenta (Stari¢, 2007).
Sinteza pigmenta je najvisja pri 3% (w/V) NaCl. Ce koncentracijo NaCl zvisamo ali zniZzamo,
sinteza pigmenta mo¢no upade. Na sintezo pigmenta vpliva tudi temperatura, njegova sinteza
je najintenzivnejsa pri temperaturi 28°C (Stari¢, 2007). Povecano sintezo pigmenta so opazili
po prehodu v stacionarno fazo rasti, zato lahko sklepamo, da je pigment sekundarni metabolit
(Stari¢, 2007). Pigment je po absorpcijskem spektru prodigiozinu podobna molekula (Straser,
2008).

Poleg divjega seva Vibrio sp. (DSM 14379) (Gnezda-Meijer in sod., 2005) poznamo Se dve
njegovi nepigmentirani mutanti, in sicer mutanto R (rahlo roznata mutanta), pridobljeno z
UV mutagenezo ter mutanto B (bela mutanta), pridobljeno s staranjem kulture v teko¢em
gojiséu PKS (Straser, 2008).

2.2.1 Prodigionini in prodigiozin

Glede na strukturo delimo prodigionine v 4 razrede. V prvem razredu najdemo le
prodigionine, ki imajo ravne alkilne skupine (Slika 3,A) (Bennett in Bentley, 2000;
Williamson in sod., 2006). Sem uvr§¢amo tudi prodigiozine. V ostale tri razrede se uvr§€ajo
cikli¢ne oblike prodigioninov (Slika 3, B, C, D).
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Slika 3: Strukturni razredi prodigioninov (Bennett in Bentley, 2000: 12,13)

Leta 1902 so iz bakterije Serratia marcenscens izolirali rde¢ pigment, poimenovan
prodigiozin. Ime prodigiozin v literaturi uporabljajo kot splosen izraz za druzino podobnih
pigmentov. Osnovno strukturo pigmenta so trivialno poimenovali prodigiozen, strukturo z
dodatno metoksi skupino na Sestem ogljiku prodigionin. Redke naravne analoge z OH
skupino na Sestem ogljikovem atomu norprodigionine (Slika 1) (Bennett in Bentley, 2000).
Prodigiozini sodijo v druzino naravnih pigmentov, ki jih sintetizirajo Serratia marcenscens,
Pseudomonas magnesiorubra, Vibrio psychroerythrus (Huh in sod., 2007), Streptomyces
coelicolor (Williamson in sod., 2006) in drugi. Natan¢no mesto prodigiozina v celici je Se
nejasno. Zgodnje Studije so pokazale, da je to zelo hidrofobna molekula, ki je verjetno
povezana s celicnim ovojem. Pri bakteriji Serratia marcenscens je pigment v notranji
membranl, kjer nastopa v kompleksu s 100-kDa velikim proteinom (Williamson in sod.,
20006).

Bennett in Bentley (2000) navajata, da je prodigiozin tipicni sekundarni metabolit. Ima
nenavadno strukturo iz treh pirolnih obrocev. Dva od teh obrocev sta neposredno povezana,
tretji je na strukturo povezan preko metenskega mosticka. Celotna struktura se imenuje piril
dipiril meten in ima molekulsko formulo Cy)H,sN3;O. Pomembno vlogo pri sintezi
prodigiozina imajo ocetna kislina, glicin, prolin, serin, alanin (Bennett in Bentley, 2000),
acetat ter metionin (Harris in sod., 2004), sama biosinteza prodigiozina poteka po dveh
lo¢enih poteh, katerih zadnja stopnja sinteze je encimska kondenzacija 2-metil-3-n-amil pirola
(MAP) s 4-metoksi-2,2'-bipirol-5-karbaldehida (MBC) (Fineran in sod., 2005). Bakterija
Serratia sp. ATCC 39006 sintetizira vrsto signalih molekul, ki sodelujejo pri uravnavi sinteze
prodigiozinov (Slater in sod., 2003). Tako je pri bakteriji Serratia sp. ATCC 39006 sinteza
pigmenta uravnana preko zaznavanja celine gostote, s katerim uravnavajo sintezo genov
pigA-O v operonu Pig. V primeru bakterije Serratia sp. ATCC 39006 so homologi luxIR
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molekule smal ter smaR (aktivator sekundarnega metabolizma). Smal je N-acil homoserin
lakton (N-AHL) sintetaza (Fineran in sod., 2005), ki sintetizira dvoje signalnih molekul- N-
butanoil-L-homoserin laktone (C4-HSL) ter N-heksanoil-L-homoserin laktone (C6-HSL)
(Williamson in sod., 2006). Ko je gostota celic prenizka, SmaR onemogoca prepis pig skupine
(Williamson in sod., 2006) tako, da se veze na DNA. Ko je gostota celic dovolj visoka, se
nivo C4-HSL ter C6-HSL povisa (Fineran in sod., 2005). Molekule C4-HSL ter C6-HSL
zavirajo sposobnost SmaR, da se veze na DNA molekulo (Williamson in sod., 2006).
Posledi¢no stece biosinteza pigmenta (Williamson in sod., 2006).

V primeru prodigiozinu podobnega rdeCega pigmenta bakterije Vibrio sp. je Stari¢ (2007)
pokazal, da je njegova sinteza odvisna od dejavnikov okolja kot so slanost, temperatura,
koncentracija glukoze in vira ogljika.

Sekundarni metaboliti so razlicne molekule z nizko molekulsko maso, ki v celici obi¢ajno
nimajo vidne vloge. Najbolj intenzivna sinteza teh molekul poteka v stacionarni fazi celi¢ni
rasti. Sinteza sekundarnih metabolitov poteka po druga¢nih poteh kot sinteza primarnih
metabolitov. Predvideva se na primer, da je vir pirolnih skupin, potrebnih za sintezo
prodigiozina, amino kisline in acetat in ne intermediat cikla sukcinat-glicin kot pri porfirinih
(primarni metaboliti). Torej te molekule niso potrebne za celicno rast in njihovo
razmnozevanje (Williams, 1972).

Zakaj torej mikroorganizmi sploh sintetizirajo sekundarne metabolite? Na vprasanje obstaja
ve¢ odgovorov. Dva najbolj skrajna sta, da sekundarni metaboliti nimajo nikakrSnega vpliva
na celice. Nasprotno prepri¢anje pa pravi, da ima oziroma je neko¢ na neki stopnji evolucije
imel biolosko aktivnost, ki je vplivala na fitnes mikroorganizmov (Firn in Jones, 2000). Slater
in sod. (2003) navajajo, da bi lahko bila sinteza prodigiozina pri bakteriji Serratia sp. ATCC
39006 metabolni odtok presezka produktov primarnega metabolizma.

Prodigionini imajo kot sekundarni metaboliti protimikrobni ucinek proti Staphylococcus
aureus, Micrococcus smegmatis (Gerber, 1971), Bacillus subtilis (Cang in sod., 2000). Poleg
tega ima pigment protiglivni ucinek proti patogenim glivam kot so Blastomyces dermatitidis,
Histoplazma capsulatum ter Sporotrichum schenkii (Castro in sod., 1967). Kot antibiotiki v
humani medicini prodigionini niso primerni, ker imajo pri ucinkovitih koncentracijah
sistemske ucinke. V humani medicini je bolj zanimivo njihovo delovanje proti prazivalim
(npr. Cloveskega parazita Plasmodium falciparum, ki povzroca malarijo). Nanj deluje Ze pri
koncentracijah, ki niso citotoksi¢ne (Castro in sod., 1967). Zanimiva lastnost prodigioninov je
tudi njihova sposobnost povzro€itve programirane celicne smrti rakavih celicnih linij z
minimalnim vplivom na normalne celice (Harris in sod., 2004).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

O 0O 0O 0O O oo o o o o oo o o

aceton C,H O M_ = 58,08 g/mol (Merck, Nemcija)

agar-agar (Biolife, Italija)

destilirana voda

D-(+)-glukoza C H,,0,M_=180,16 g/mol (Kemika, Hrvaska)

dinatrijev hidrogen fosfat Na,HPO,M_ = 141,96 g/mol (Merck, Nem¢ija)

etanol 96 % (V/V) C;HsOH M = 46,07 g/mol (Merck, Nemcija)

kalcijev klorid dihidrat CaCl,-2H,0 M_ = 147,02 g/mol (Zorka Sabac, Srbija)
kalijev dihidrogen fosfat KH PO, M = 136,09 g/mol (Merck, Nem¢ija)

kvasni ekstrakt (Biolife, Italija)

magnezijev klorid heksahidrat MgC12-6H20 M =203,3 g/mol (Merck, Nemcija)
magnezijev sulfat heptahidrat MgSO,-7H,0 M_ = 246,48 g/mol (Merck, Nemcija)
natrijev hidroksid NaOH M = 40,00 g/mol (Merck, Nemcija)

natrijev klorid NaCl M_ = 58,5 g/mol (Merck, Nemcija)

peptokompleks (Biolife, Italija)

tripton (Biolife, Italija)

3.1.2 Gojiséa

0 Gojisce PKS (pepton-kvasni ekstrakt): 5 g peptokompleks

1 g kvasni ekstrakt

2 g MgCl,-6H,0

30 g (3% (w/V) PKS) ali 100g (10%(w/V)
PKS) NaCl

1000 mL destilirane vode
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0 Gojis¢e M9: 200 ml 5xM9 soli (64 g Na,HPO42H0, 15 g KH,PO4, 5 g NH4CI, 150 g
NaCl ter 1000 mL destilirane vode)

2 mL 1M MgSO4-7H,O
0,1 mL IM CaCl,-2H,0
10 mL 500 g L™ glukoze (konéna koncentracija glukoze v gojiscu 5 g L")
750 mL destilirane vode

Za trdna gojisca PKS smo dodali 15 g agar-agar na 1000 mL tekocega gojisca.

3.1.3 Bakterijski sevi

0 Vibrio sp. DSM14379 (Vibrio sp.)

0 Vibrio sp. DSM14379 (rahlo roznata mutanta, mutanta R), pridobljena z UV

mutagenezo

0 Vibrio sp. DSM14379 (bela mutanta, mutanta B), pridobljena s staranjem kulture v
tekocem gojis¢u PKS

3.2 GOJENJE BAKTERIJSKIH KULTUR

3.2.1 Gojenje bakterije Vibrio sp.

Kulturo divjega (pigmentiranega) seva Vibrio sp. ter kulturo nepigmentiranih mutant (mutante
R in mutante B) smo iz trdnega gojis¢a PKS s 3% (w/V) NaCl precepili v 5 mL tekocega
gojisa PKS s 3% (w/V) NaCl oziroma gojis¢a M9 s 5 g L glukoze. Kulture smo nacepili
posamezno. Gojis¢a, nacepljena s pigmentiranim sevom Vibrio sp. oziroma z eno izmed
nepigmentiranih mutant, smo gojili 8 ur na stresalniku (Vibromix 40, Tehtnica, Slovenija) pri
200 obratih na minuto pri 28°C.
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33 DOLOCANJE VPLIVA DIVIJEGA SEVA Vibrio sp. NA
NEPIGMENTIRANI MUTANTI

3.3.1 Dolo¢anje CFU pigmentiranega seva Vibrio sp. ter nepigmentiranih mutant
kot monokultur in kokultur

3.3.1.1 Dolocanja zacetnega Stevila celic pigmentiranega seva Vibrio sp., nepigmentirane
nepigmentirne mutante R ter nepigmentirane mutante B

Iz 5 mL tekocega gojisc¢a PKS s 3% (w/V) NaCl oziroma gojis¢a M9 s 5 g/L glukoze) (3.2.1)
smo odvzeli 100 pL kulture pigmentiranega seva Vibrio sp. oziroma eno izmed
nepigmentiranih mutant ter naredili red¢itveno vrsto. Na PKS plos¢e s 3% (w/V) NaCl smo

nanesli red¢itve 10, 107, 10™® v dveh ponovitvah. To je predstavljalo zagetno 3tevilo celic.

3.3.1.2 Priprava vzorcev kokulture divjega seva Vibrio sp. nepigmentirane mutante R ali
B ter dolocitev kon¢nega Stevila celic divjega seva Vibrio sp. ter nepigmentiranih
mutant

Za dolocanje vpliva pigmentiranega seva Vibrio sp. na nepigmentirani mutanti smo
vzporedno z 3.3.1.1 iz 5 mL tekocCega gojisca PKS s 3% (w/V) NaCl oziroma gojis¢a M9 s 5
g/L glukoze odvzeli po 1% (V/V) inokuluma pigmentiranega seva oziroma ustreznega deleza
ene izmed nepigmentiranih mutant. Ta volumen smo nacepili v 50 mL gojis¢a PKS s 3% ali
10 % (w/V) NaCl, ¢e smo kulturo odvzeli iz 5 mL PKS tekocega gojis¢a s 3% (w/V) NaCl
oziroma v 50 mL gojis¢a M9 s 5 g/LL glukoze, ¢e smo kulturo odvzeli iz 5 mL tekocCega
gojis¢a M9 s 5 g/ glukoze. Volumska razmerja med pigmentiranim sevom  ter
nepigmentirano mutanto smo spreminjali kot je prikazano v preglednici 2.
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Preglednica 2: Volumska razmerja med pigmentiranim sevom Vibrio sp. ter nepigmentiranima mutantama.
Stevilka za mutanto R oziroma B predstavlja volumski delez te mutante v kokulturi. Delez smo izracunali tako,
da smo volumen mutante R ali B v kokulturi delili z volumnom divjega seva Vibrio sp. v kokulturi.

Oznaka kokulture Razmerje v kokulturi | Gojisce
0,5 mL divjega seva | PKS s 3% (w/V)
WTR2 WTB2 ter | mL mutante NaCl, M9 s 5 g/L
glukoze
0,5 mL divjega seva | PKS s 3% (w/V)
WTRI1,5 WTBI,5
ter 0,75 mL mutante | NaCl
0,5 mL divjega seva | PKS s 3% ter 10%
WTRI1 WTBI1 ter 0,5 mL mutante (w/V) NaCl, M9 s 5
g/L glukoze
0,5 mL divjega seva | PKS s 3% (w/V)
WTRO,5 WTBO0,5 ter 0,25 mL mutante | NaCl, M9 s 5 g/L
glukoze
0,5 mL divjega seva | PKS s 3% (w/V)
WTRO,2 WTBO0,2
ter 0,1 mL mutante NaCl
0,5 mL divjega seva | PKS s 3% (w/V)
WTRO,1 WTBO,1
ter 0,05 mL mutante | NaCl

Nacepljena 50 mL tekoca gojis¢a smo inkubirali na stresalniku (Vibromix 40, Tehtnica,
Slovenija) pri 200 obratih na minuto pri 28°C preko noci (16 ur). Naslednji dan smo izmerili
opti¢no gostoto pri 650 nm (ODgsp) na fotometru (Photometer MA9510, Iskra, Slovenija) ter
naredili red&itveno vrsto vseh nacepljenih mono- oziroma ko-kultur. Red¢itve 107, 10 smo v
dveh ponovitvah nanesli na PKS plosce s 3% (w/V) NaCl. S tem smo dolocili kon¢no Stevilo

celic.

3.3.1.3 Dolocitev konkurencne sposobnosti nepigmentiranih mutant v kokulturi

Presteli smo kolonije na plos¢ah PKS s 3% (w/V) NaCl, ki so predstavljale zaetno oziroma
kon¢no Stevilo celic. Nato smo doloc€ili zacetni ter kon¢ni deleZz nepigmentirane mutante.
Zacetni delez (x;) nepigmentiranih mutant smo izracunali tako, da smo CFU zacetnega stanja
monokulture mutante (mutanta R, mutanta B) delili s seStevkom zacetnega stanja divjega seva
Vibrio sp. in ustrezne nepigmentirane mutante. Koncni delez (x;) nepigmentiranih mutant smo
dolocili tako, da smo CFU kon¢nega stanja mutante v kokulturi z divjim sevom Vibrio sp.
delili s sestevkom CFU nepigmentirane mutante ter divjega seva Vibrio sp.
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Na podlagi zacetnih ter kon¢nih delezev nepigmentiranih mutant v kokulturi z divjim sevom
Vibrio sp. smo izracunali relativni fitnes oziroma konkurencno sposobnost roznate ali bele
mutante glede na divji sev Vibrio sp. s pomocjo enacbe

X (1-xy)
W= x—,_- A—x,) w(3)

kjer sta x; zacetni delez prevarantov v populaciji in X, konéni delez prevarantov v populaciji
ter izracunali relativni fitnes oziroma konkuren¢no sposobnost roznate ali bele mutante glede
na divji sev Vibrio sp. (W) (Diggle in sod., 2007b).

3.3.2 Dolocitev rastne krivulje nepigmentiranih mutant R ali B, divjega seva
Vibrio sp. ter kokultur divjega seva in nepigmentiranih mutant

1 % (V/V) prekono¢ne kulture divjega seva Vibrio sp. ter nepigmentiranih mutant iz 5 mL
gojisa PKS s 3% (w/V) NaCl smo nacepili v 50 mL gojis¢a PKS s 3% (w/V) NaCl kot
monokulture (divji sev Vibrio sp., mutanta R, mutanta B) ali kot kokulture WTR1, WTR2 in
WTBI1, WTB2. Takoj smo izmerili optino gostoto pri 650 nm (ODgsp) na fotometru
(Photometer MA9510, Iskra, Slovenija). Postopek smo ponovili v urnih intervalih do osmih
ur stresanja na stresalniku (Vibromix 40, Tehtnica, Slovenija) pri 200 obratih na minuto pri
28°C. S pomocjo izmerjenih opti¢nih gostot pri 650 nm smo narisali rastne krivulje za
monokulture in kokulture.

3.3.2.1 Dolocitev hitrosti rasti monokultur (p) in kokultur ter nosilnosti okolja (K)
S pomocjo logisti¢ne enacbe

K- ODsso,zO
ODGSO,tO +e (K - ODsso,zO)

ODgs5 (1) = (%)

kjer je K nosilnost okolja (zgornja meja $tevilénosti populacije), p hitrost rasti (h™), ODgso . je
opti¢na gostota pri 650 nm pri ¢asu ty (Danevcic, 2005) smo v programu OriginPro8 dolocili
hitrost rasti ter nosilnost okolja monokultur ter kokultur.
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3.3.3 Dolocitev koncentracije nastalega pigmenta pri divjem sevu Vibrio sp.,
nepigmentiranih mutantah in njihovih kokulturah

Prekono¢nim monokulturam (divji sev Vibrio sp., mutanta R, mutanta B) oziroma kokulturam
(divji sev Vibrio sp. z eno izmed mutant v razli¢nih razmerjih) v tekocem gojis¢u PKS s 3%
ali 10% (w/V) NaCl ali gojisc¢u M9 s 5 g/L glukoze (3.3.1.2) smo izmerili ODgso s fotometrom
(Photometer MA9510, Iskra, Slovenija). Nato smo 1,5 mL kulture monokulture in kokultur v
mikrocentrifugikah centrifugirali 10 minut pri 10000 obratih in 4°C (Laboratory centrifuges
SIGMA 3K30, Nemcija). Po centrifugiranju smo odlili supernatant ter pigment ekstrahirali z
acetonom (Giri in sod., 2004) tako, da smo usedlino celic resuspendirali v enakem volumnu
acetona. Ekstrakt v acetonu smo nato stresali 90 minut na stresalniku. Po stresanju smo
ostanke celic odstranili s centrifugiranjem 15 min pri 10000 obratih in 4°C.

3.3.3.1 Dolocanje koncentracije pigmenta

300 pL ekstrakta pigmenta v acetonu vsakega vzorca smo v treh ponovitvah nanesli na
mikrotitrsko plosco ter izmerili absorbcijski spekter z opti¢nim ¢italcem (Multiscan Spectrum,
THERMO, Finska) pri valovnih dolzinah od 380 do 600 nm (korak po 5 nm, locljivost 2 nm).
Za ni¢litev smo uporabili Cisto topilo-aceton. Dobljene spektre smo s programom OriginPro 8
integrirali. Iz povrSine integriranega spektra smo s pomocjo umeritvene krivulje dolocili
koncentracijo pigmenta v mg L. Koli¢ino pigmenta, ekstrahiranega iz kokultur divjega seva
Vibrio sp. in ene izmed nepigmentiranih mutant, smo normirali na Stevilo celic divjega seva
Vibrio sp. v kokulturi. V primeru ekstrakcije pigmenta iz monokulture divjega seva Vibrio sp.
smo koli¢ino pigmenta normirali na Stevilo celic divjega seva Vibrio sp..
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4 REZULTATI

4.1 RAST NEPIGMENTIRANIH SEVOV Vibrio sp. V KOKULTURI Z
DIVJIM SEVOM Vibrio sp. DSM 14379

Rast pigmentiranega seva ter nepigmentiranih mutant v monokulturi in kokulturi je prikazana
na sliki 4. Kot je razvidno iz slike (Priloga A) je rastna krivulja monokultur divjega seva ter
nepigmentiranih sevov (mutanta R ter mutanta B) je zelo podobna. Nepigmentirani sevi so v
¢isti kulturi rahlo obarvani (mutanta R) oziroma niso obarvani (mutanta B).

Kokultura divjega seva Vibrio sp. ter ene izmed nepigmentiranih mutant je imela opazno
kraj$i prehod v hitro eksponentno rast kot Ciste kulture (monokulture), vendar se hitrost rasti
(h™") ni zelo razlikovala (Preglednica 3, parameter ). Kokulture ter monokulture so dosegle
primerljivo nosilnost okolja (K) in so po priblizno petih urah presle v stacionarno fazo rasti
(Preglednica 3, parameter K).

——WT R —#—B ——WTR1 —WTR2 —=—WTB1 —&—WTB2

opti¢na gostota (ODgsp)

. 4
cas (h)

Slika 4: Rastna krivulja divjega sev Vibrio sp. DSM 14379, nepigmentiranih sevov Vibrio sp. ter kokultur divjega
seva in nepigmentiranega seva v dveh razli¢nih razmerjih, ki so rasli v gojisc¢u PKS s 3% (w/V) NaCl pri 28 °C.
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Preglednica 3: Hitrost rasti (p) ter nosilnost okolja (K) ter njuni standardni napaki (st p, st K) ¢istih kultur ter
kokultur (Slika 4). Parametra smo dobili s programom OriginPro8 (preko logisti¢ne enacbe, enacba 4)

1

u, h st, h'! K st K
WT 1,25 0,09 1,09 0,02
R 1,36 0,08 1,06 0,02
B 1,25 0,10 1,12 0,03
WTRI1 1,29 0,09 1,05 0,02
WTR2 1,30 0,07 1,07 0,01
WTBI 1,23 0,10 1,08 0,02
WTB2 1,30 0,08 1,08 0,02

4.2 VPLIV PIGMENTIRANEGA DIVIEGA SEVA Vibrio sp. DSM14379 NA
NEPIGMENTIRANE SEVE Vibrio sp.

Konkuren¢na sposobnost nepigmentiranih mutant v kokulturi s pigmentiranim sevom Vibrio
sp. je prikazana na sliki 5 in 6. Konkurencna sposobnost (W) mutante R se je v kokulturi z
divjim sevom nizala z vi§jim zafetnim delezem mutante tako v primeru gojis¢a PKS s 3%
(w/V) NaCl (Slika 5, priloga B2) kot v gojis¢u M9 s 5 g/L glukoze (Slika 5, priloga B1).

2.5
2 - L 4
£ 15 -
= .
g .: s °e
L R ® . Te T L4 EE.
= * -‘
* ] ] *
0.5 -
]
0 T T T 1
0% 20% _ 40% 60% 80%
zacetni deleZ mutanteR, x1 (%)

Slika 5: Relativni fitnes (w) mutante R glede na zacetni delez mutante R (x,), ki je rasla v kokulturi z divjim
sevom Vibrio sp. v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl (modri karo) oziroma v gojis¢u M9 s 5g/L glukoze (rdeci
kvadrati) pri 28 °C. Vodoravna Crta predstavlja nespremenjeno konkurencéno sposobnost mutante v kokulturi z
divjim sevom Vibrio sp v vrednosti 1.

Podobno lahko iz slike 6 domnevamo tudi za mutanto B (Priloga B3, B4). Tudi v primeru
bele mutante njena konkuren¢na sposobnost v kokulturi z divjim sevom Vibrio sp. pada z

vecanjem njenega zacetnega deleza v kokulturi z Vibrio sp.. V obeh primerih (mutanta R in
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mutanta B) je padanje konkurencne sposobnosti bolj izrazito v gojisc¢u PKS s 3% (w/V) NaCl
kot v gojis¢u M9 s 5 g/L glukoze.

relativni fitnes (W)
]

0% 20% 40% 60% 80% 100%

zacetni delez mutante B, x1(%)

Slika 6: Relativni fitnes mutante B (w) glede na zacetni delez mutante B (x), ki je rasla v kokulturi z divjim
sevom Vibrio sp. v gojiscu gojisc¢e PKS s 3% (w/V) NaCl (modri karo) oziroma v gojis¢u M9 s 5 g/L glukoze
(rdeci kvadrati) pri 28 °C. Vodoravna ¢rta predstavlja nespremenjeno konkurenéno sposobnost mutante v
kokulturi z divjim sevom Vibrio sp. v vrednosti 1.

Vodoravni ¢rti na sliki 5 in 6 razmejita deleze tistih prevarantov (nepigmentiranih mutant), ki
so v kokulturi z divjim sevom Vibrio sp. zvisali svoj fitnes (w>1), od tistih, ki se jim je fitnes
zmanjSal (w<1) oziroma tistih, katerih fitnes je ostal enak (w=1). Rezultati kazejo, da se je

konkurenc¢na sposobnost mutante R in mutante B pri njenih nizjih zacetnih delezih povecala.

Odvisnost mutante in divjega seva smo podali tudi kot razmerje med prevaranti in
kooperativnimi osebki na zacetku in koncu eksperimenta. Zacetno razmerje predstavlja
razmerje med zacetnim delezem prevaranta (x;) ter zaCetnim delezem kooperativnega osebka
(pigmentiran sev Vibrio sp.) (I-x;). Zacetno razmerje smo primerjali s konénim razmejem
med isto mutanto ter divjim sevom (x; oziroma /-x;) (Slika 7 in 8, priloga B5 in B6 za
mutanto R oziroma B7 in B8 za mutanto B) (Ross-Gillespie in sod., 2007). Tocke, ki so na
slikah 8 in 9 nad ¢rtkano Crto, predstavljajo tista razmerja med mutanto R oziroma B ter
divjim sevom Vibrio sp., kjer je mutanta R oziroma B rastla v kokulturi bolje kot divji sev. Pri
mutanti R (Slika 7) vidimo, da je mutanta v kokulturiv gojis¢u M9 z 5 g/L glukoze rastla v
vecini primerov bolje kot divji sev, nasprotno v primeru gojis¢a PKS s 3% (w/V) NaCl ne
opazimo izrazitega trenda v korist mutante glede na zacetno razmerje med mutanto R in
divjim sevom Vibrio sp..
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Slika 7: Primerjava zacetnega razmerja med mutanto R in divjim sevom Vibrio sp. (x,/(1-x;)) s kon¢nim
razmerjem mutante R in divjega seva Vibrio sp. (xo/(1-X;)). Kokultura je rasla v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl
(modri karo) ali gojiscu M9 s 5 g/L glukoze (rdeci kvadrati) pri 28 °C.
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Slika 8: Primerjava za¢etnega razmerja med mutanto B in divjim sevom Vibrio sp. (x,/(1-x;)) s kon¢nim
razmerjem mutante B in divjega seva Vibrio sp. (xo/(1-X;)). Kokultura je rasla v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl
(modri karo) oziroma v gojis¢u M9 s 5 g/L glukoze (rdeci kvadrati) pri 28 °C.

V primeru mutante B za razliko od mutante R opazimo izrazito negativno odvisnost med
zacetnimi ter konénimi razmerji med mutanto in divjim sevom Vibrio sp (Slika 8). V gojiscu
M9 z 5 g/L glukoze je vecina odvisnosti med zacetnim in kon¢nim razmerjem med mutanto B

ter divjim sevom pozitivnih (Slika 8).
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43. VPLIV SLANOSTI NA KONKURENCNO SPOSOBNOST
NEPIGMENTIRANIH MUTANT

4.3.1 Vpliv slanosti na delez nepigmentirane roznate oziroma bele mutante v
kokulturi z divjim sevom Vibrio sp.

Vpliv okoljskega dejavnika na kon¢ni delez nepigmentirane mutante v kokulturi z divjim
sevom Vibrio sp. je prikazan na slikah 9 in 10. Optimalno okolje za rast bakterije Vibrio sp. je
predstavljalo tekoce gojisc¢e PKS s 3% (w/V) NaCl, ekstremno okolje je predstavljalo gojisce
PKS z 10% (w/V) NacCl.

Primerjali smo odvisnost med zacetnim ter koncnim delezem nepigmentirane mutante R ali B
v meSanici WTR1 ter WTBI in ugotovili, da je v primeru gojis¢a PKS s 3% (w/V) NaCl
(Slika 9) konéni delez mutante R visji kot njen zacetni delez, vendar razlika ni znacilna.
Kon¢ni delez mutante B je nizji kot njen zacetni delez. V primeru povecane slanosti (Slika 10,
priloga C) kon¢ni delez obeh mutant znacilno nizji od zacetnega deleza.

v 100% - m zacetni delez mutante R ®mkonéni delez mutante R
= % - . .
= 90% zacetni delez mutante B ®mkonc¢ni delez mutante B
= 0% -
E y
2 70% -
2~
=L  60% -
Eaiiat
S 50% -
2 T: o
o= £ P
g 40%
& 30% -
S
= 30':!’;) n
S 10% -
o~
-]
0% -

Slika 9: Primerjava zacetnega deleza mutante R ali B v kokulturi z divjim sevom v mes$anici WTR1 in WTBI s
kon¢nim delezem ustrezne mutante v kokulturi z divjim sevom. Kokultura je rasla v gojiscu PKS s 3% (w/V)
NaCl pri 28 °C.



24

Benko J. Vpliv divjega tipa Vibrio sp. na konkuren¢no sposobnost nepigmentiranih sevov Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2009

Hzacetni delez, R B konc¢nidelez, R

. 100% - zacetni delez. B ® konénidelez, B
2 90% -
= 80% -
= 70% -
= -
=& 60% -
E= i I
2AMA 50% -
- T: o
[~ £ P
g 40%
& 30% -
]
= 20% -
g 10% -
=
]

0% -

Slika 10: Primerjava zacetnega deleza mutante R ali B v kokulturi z divjim sevom v meSanici WTR1 in WTBI1 s
kon¢nim delezem ustrezne mutante v kokulturi z divjim sevom. Kokultura je rasla v gojis¢u PKS z 10% (w/V)
NaCl pri 28 °C.

4.3.2 Vpliv slanosti na pigmentiranost divjega seva Vibrio sp. v kokulturi z
nepigmentiranima mutantama R ali B

Ob gojenju celic v gojiscu PKS s 3% (w/V) NaCl se v kokulturi z mutanto koli¢ina pigmenta
divjega seva Vibrio sp. na celico divjega seva Vibrio sp. zmanjSa v primerjavi s ¢isto kulturo
divjega seva (Slika 11, priloga D1). V primeru ko je zacetni deleZ nepigmentiranih mutant
manjsi od divjega seva (WTRO,5 in WTBO0,5), je koli¢ina pigmenta mo¢no povecana, tako se
v kokulturi z mutanto R koli¢ina pigmenta poveca za priblizno 3,8-krat, medtem ko se v
kokulturi z mutanto B poveca za 3,15-krat. Razliko med koli¢inama ekstrahiranega pigmenta
iz kokulture divjega seva in mutante B oziroma divjega seva in mutante R lahko povezemo
tudi z opaZzanji na sliki 12. Na sliki 12 vidimo,da se kolonije mutante R v blizini divjega seva
obarvajo (I.). Kolonije mutante R, ki niso v bliZini, ostanejo neobarvane (II.). Leva plosca
predstavlja kokulturo divjega seva Vibrio sp. ter mutante B. V tem primeru mutanta B ni v

nobenem primeru obarvana.
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Slika 11: Koli¢ina pigmenta (mg pigmenta/celico wt) Ciste kulture divjega seva Vibrio sp. ter kokultur divjega
seva z mutanto v razli¢nih razmerjih. Kulture so rasle v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl pri 28 °C.

koli¢ina pigmenta (ing pig./celico wt)

divji sev Vibrio sp.

divji sev Vibrio sp.

mutanta B

Slika 12: Plos¢i PKS (3% (w/V) NaCl) s kokulturo mutante B z divjim sevom (levo) ter kokulturo mutante R z
divjim sevom (desno), red¢itev 10™® (Benko, 2009).
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V primeru gojis¢a M9 je koli¢ina ekstrahiranega pigmenta v vseh primerih visja kot v gojiscu
PKS s 3% (w/V) NaCl (Slika 13, priloga D2). Koli¢ina pigmenta divjega seva v kokulturi z
mutanto R se ne spreminja znacilno v primerjavi s Cisto kulturo, medtem ko je koli¢ina
pigmenta divjega seva v kokulturi z mutanto B nizja v vseh uporabljenih razmerjih v
primerjavi s Cisto kulturo divjega seva Vibrio sp. (Slika 13) in narasca s padanjem zaletnega
volumskega deleza mutante B.
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Slika 13: Koli¢ina pigmenta (mg pigmenta/celico wt) Ciste kulture divjega seva Vibrio sp., ter kokultur divjega
seva z mutanto v razliénih razmerjih. Kulture so rasle v gojis¢u M9 s 5g/L glukoze pri 28 °C.

Ko slanost povisamo, (gojis€e PKS z 10% (w/V) NaCl) (Slika 14, priloga D3) je koli¢ina
ekstrahiranega pigmenta manj$a kot v primeru gojis¢a PKS s 3% (w/V) NaCl. V primeru ¢iste
kulture divjega seva Vibrio sp. v gojis¢éu PKS s 10% (w/V) NaCl smo ekstrahirali 4,5 krat
manj pigmenta kot v primeru goji§¢a PKS s 3% (w/V) NaCl, v primeru mesanice WTRI1 4,4
krat manj kot pri WTRI pri optimalni slanosti in v primeru meSanice WTR1 2,8-krat manj
pigmenta kot pri WTB1 pri optimalni slanosti.
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Slika 14: Koli¢ina pigmenta (mg pigmenta/celico wt) Ciste kulture divjega seva Vibrio sp. ter kokultur divjega
seva z mutanto R ali B v meSanici WTR1 in WTBI. Kulture so rasle v gojis¢u PKS z 10% (w/V) NaCl pri 28
°C.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Cilj diplomskega dela je preuciti vpliv divjega seva Vibrio sp. na konkurencno sposobnost
nepigmentiranih mutant (R in B). V ta namen smo gojili mutanto in divji sev v kokulturi ter
ugotavljali vpliv prisotnosti divjega seva Vibiro sp. na rast in konkurencno sposobnost
nepigmentiranih mutant ter preucili ali zacetni delez mutante v kokulturi z divjim sevom

vpliva na konkuren¢no sposobnost mutante pri razli¢nih okoljskih pogojih.

5.1 RAST NEPIGMENTIRANIH SEVOV Vibrio sp. V KOKULTURI Z
DIVJIM SEVOM Vibrio sp. DSM 14379

Pokazali smo, da prisotnost divjega seva Vibrio sp. ne vpliva na rast rahlo roznate mutante (R)
ter bele (B) mutante (Slika 4). Prisotnost divjega seva ne vpliva ne na hitrost rasti (p) niti na
nosilnost okolja (K) (Preglednica 3). Vi§ja opticna gostota pri 650 nm je verjetno posledica
vecjega zacetnega volumna celic v kokulturah. Prav tako ne moremo trditi, da divji sev Vibrio
sp. vpliva na lag fazo rasti kokultur, saj je bolj strma zacetna faza v primeru kokultur zelo
verjetno posledica vecje zacetne biomase in ne krajSe lag faze. Tezava z meritvijo opticne
gostote je, da ne moremo lociti med prispevkom mutante in divjega seva. V kokulturi obstaja
moznost dopolnjevanja pri rasti v kokulturi (npr. divji sev lahko raste poCasneje, mutanta
hitreje) in zato ni opazne spremembe v optic¢ni gostoti. V naSih poskusih predpostavljamo, da
je edina razlika med mutantama in divjim sevom v sposobnosti sinteze pigmenta, vendar ga
divji sev pri¢ne sintetizirat Sele v pozni stacionarni fazi, kar verjetno razlozi odsotnost razlik v
eksponentni fazi rasti. Da bi to potrdili, bi morali ODgso kultur meriti dalj ¢asa, a bi se
posledicno soocili s problemom propadanja kultur.

5.2 VPLIV PIGMENTIRANEGA DIVIJEGA SEVA Vibrio sp. NA
NEPIGMENTIRANE MUTANTE

Rezultati na slikah 5 in 6 kazejo, da je konkuren¢na sposobnost mutant R ali B v kokulturi z
pigmentiranim sevom Vibrio sp. odvisna od zacetnega deleza mutant v kokulturi. Pokazali
smo, da z viSanjem zacCetnega deleza mutante R oziroma mutante B njuna konkurenc¢na
sposobnost pada. Isto navajajo tudi Ross-Gillespie in sodelavei (2007), ki opisujejo, da se
konkuren¢na sposobnost prevaranta zniZzuje z viSanjem zacletnega deleza prevaranta ter s
sorodnostjo v populaciji (r) (Slika 2, A). Oziroma, ¢e predpostavimo, da sta mutanti v
populaciji prevaranta, se v primeru visoke zastopanosti prevarantov v populaciji zniza
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sorodnost populacije. Tako divji sev ne sodeluje vec s prevaranti, ki posledicno ne more vec
izkoriscati javnih dobrin, ki jih divji sev sintetizira.

Na slikah 7 in 8, ki prikazujeta odvisnost med zacetnim ter kon¢nim razmerjem med mutanto
R ali B in divjim sevom Vibrio sp., diagonala loci tocke, ki predstavljajo kokulture, v katerih
je mutanta rastla bolje kot divji sev Vibrio sp., od tistih, kjer je divji sev uspeval bolje kot
nepigmentirana mutanta R ali B. Odstopanje od diagonal torej kaZe na prisotnost ali odsotnost
interakcij (soodvisnot) mutante z divjim sevom. Glede na dobljene rezultate lahko trdimo, da
je opazna pozitivna interakcija med divjim sevom in mutantama v gojis¢u M9 s 5 g/L
glukoze, verjetno zaradi lazje dostopnih hranil. V gojiscu PKS s 3% (w/V) NaCl je interakcija
med divjim sevom in mutanto R nevtralna, med divjim sevom ter mutanto B pa negativna.
Torej, ve¢ kot je mutante B, manj koristi ima od divjega seva in zato slabse raste.

53 VPLIV SLANOSTI NA KONKURENCNO SPOSOBNOST
NEPIGMENTIRANIH MUTANT

Iz rezultatov (Sliki 9 in 10) je razvidno, da okolje vpliva na konkuren¢no sposobnost mutante
R in B. V ekstremnem okolju (Slika 10), ki ga predstavlja gojis¢e PKS z 10% (w/V) NaCl,
mutanti v kokulturi z divjim sevom Vibrio sp. prezivita v manjSem kon¢nem delezu kot v
gojiscu PKS s 3% (w/V) NaCl (Slika 9).

Podobne rezultate kot na sliki 9 navajajo tudi Diggle in sodelavci (2007b), ki so primerjali
rast signal negativnih prevarantov oziroma signal slepih prevarantov v kokulturi z divjim
tipom Pseudomonas aeruginosa (Slika 1). Ker se v naSem primeru v gojis¢u PKS s 3% (w/V)
NaCl pri mutanti R zacetno in kon¢no stanje v okviru eksperimentalne napake ne razlikujeta,
pri mutanti B pa je kon¢no stanje niZje, bi lahko sklepali, da je mutanta R v naSem primeru
signal negativni prevarant, ki signala ne sintetizira, a nanj odgovarja. Mutanta B bi lahko bila

signal slepi prevarant, ki na signal ne odgovarja.

Domnevo o signal negativnem in slepem prevarantu lahko povezemo tudi z rezultati na slikah
11 in 13. V primeru, da imamo v kokulturi velik volumen mutant (WTR1, WTR2 in WTBI,
WTB2) deluje prisotnost mutant zaviralno na sintezo pigmenta divjega seva tako v gojiscu
PKS s 3% (w/V) kot v gojis¢u PKS z 10% (w/V) NaCl (Slika 14). Mozno je, da se v primeru
vecjega volumna kokultur, signal, ki je potreben za sintezo pigmenta in ga sintetizira le divji
sev Vibrio sp., red¢i in se tako sinteza pigmenta tudi zmanjsa. To lahko povezemo z navajanji
West-a in sodelavcev (2006b, priloga E), ki so pokazali, da je produktivnost kokulture
kooperativnega osebka ter prevaranta niZja kot produktivnost populacije, sestavljene le iz
kooperativnih osebkov. Podobno navajajo tudi Ross-Gillespie in sodelavci (2007) (Slika 2,
B). Pri nizkih zacetnih koncentracijah mutant v kokulturi (WTRO0,5 in WTBO0,5) sinteza

pigmenta iz $e¢ nepojasnjenih razlogov mo¢no naraste ne glede na vrsto mutante. Se bolj
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nenavadno je obnaSanje v gojis¢u M9 s 5g/L glukoze, kjer zaviralni u¢inek mutante R na
sintezo pigmenta izgine, a ni porasta sinteze pigmenta pri majhnih zacetnih delezih mutant. V
tem tipu gojis€a in pri tej mutanti je verjetno vecja produkcija pigmenta divjega seva
posledica lazje dostopnih hranil (glukoza). Tudi Stari¢ (2007) navaja, da je v primeru gojisca
M9 s 5 g/L glukoze, koli¢ina ekstrahiranega pigmenta divjega seva vecja kot v gojiscu PKS s
3% (w/V) NaCl. Ce primerjamo sliki 11 (gojis¢e PKS s 3% (w/V) NaCl) in 14 lahko vidimo,
da je v primeru slike 14 (gojisce PKS z 10% (w/V) NacCl) koli¢ina ekstrahiranega pigmenta v
vseh primerih niZja kot na sliki 11. V gojis¢u PKS z 10% (w/V) NaCl divji sev namre¢
sintetizira 31 krat manj pigmenta kot v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl (Staric, 2007).

Rezultati, ki so prikazani v tej diplomski nalogi predstavljajo zacetek raziskovanja vpliva
bliznjih sorodnikov na sintezo pigmenta. Rezultati so zanimivi, saj kazejo na to, da je sinteza
pigmenta kot je Ze poznano uravnana in odvisna od signalnih molekul, poleg tega je odvisna
tudi od okoljskih dejavnikov, kar je manj znano dejstvo ter od prisotnosti bliznjih sorodnih

vrst, kar je povsem na novo odprta tema.
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5.4 SKLEPI

Z nasimi eksperimenti smo potrdili, da:

0 divji sev Vibrio sp. DSM14379 v kokulturi z nepigmentirano mutanto ne vpliva na
eksponentno fazo rasti nepigmentiranih mutant R in B

O na rast mutante R in mutante B v prisotnosti pigmentiranega seva Vibrio sp. v gojiscu
vpliva tudi okolje

0 konkuren¢na sposobnost mutante R oziroma B je odvisna od zaCetnega deleza ustrezne
mutante v kokulturi z divjim sevom Vibrio sp.

0 konkuren¢na sposobnost mutante R ali B v kokulturi z divjim sevom Vibrio sp. se
znizuje z veCanjem njenega zacetnega deleza v kokulturi

O mutanta B bi lahko bila signal slepi prevarant, mutanta R signal negativni prevarant
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6 POVZETEK

Pojavi sodelovanja med mikroorganizmi so danes Ze povsem sprejeti koncepti (Velicer,
2003). Ze leta 1963 je Hamilton opisal pojav altruizma med mikroorganizmi (Hamilton,
1963), ki ga je kasneje Crespi opredelil kot dejanje, ki Skoduje osebku, ki ga izvrsi, a
pozitivno vpliva na osebek, ki mu je bilo to dejanje namenjeno (Crespi, 2001). Hamilton je
pojav altruizma poimenoval teorija inkluzivnega fitnesa (konkurenéne sposobnosti)
(Hamilton, 1963). Tako torej ta oblika sodelovanja negativno vpliva na neposredeno
konkuren¢no sposobnost ali fitnes, ki predstavlja zmoznost proizvajanja lastnih potomcev
(West in sod., 2007a). Hkrati altruizem vpliva tudi na posreden fitnes posameznika, ki mu je
bilo altruisticno dejanje namenjeno (West in sod., 2007a). SeStevek posrednega ter
neposredenega fitnesa se imenuje inkluzivni fitnes (inclusive fitness) (West in sod., 2007b).
Ker altruisti¢na oblika stika negativno vpliva na aktiven osebek, Hamilton (1963) navaja, da
se ta oblika sodelovanja pojavlja predvsem med sorodniki. Prav zaradi tega je teorijo
inkluzivnega fitnesa Maynard Smith preimenoval v bolj znano teorijo o izboru na podlagi
sorodstva (kin selection theory) (Foster in sod., 2005). Tako torej nosilcu gena, ki je bil izbran
v selekciji, ni potrebno zviSati neposreden fitnes, saj ga lahko v naslednje generacije prenasa
tudi preko sorodnikov, ki nosijo isti gen (Hamilton, 1964). V razmerjih, kjer ima prejemnik
korist s strani drugega osebka, se lahko hitro pojavijo prevaranti, ki niso kooperativni, a
uzivajo vse dobrine altruisti¢ne oblike stika (Stevens in Hauser, 2004). Diggle in sod. (2007b)
delijo prevarante na signal negativne ter na signal slepe.

V diplomski nalogi smo preucevali divji sev Vibrio sp. DSM14379 ter njegov vpliv na
nepigmentirana seva Vibrio sp.—mutanto R ter mutanto B. V ta namen smo v razli¢nih tekocih
divjega seva Vibrio sp. z eno izmed mutant v razliénih razmerjih. Preverjali smo vpliv divjega
seva na rast mutant v kokulturi, produkcijo pigmenta divjega seva v kokulturi z mutanto ter
spremembe konkurenc¢ne sposobnosti mutante v kokulturi z divjim sevom.

Dobljeni rezultati kazejo, da prisotnost divjega seva Vibrio sp. ne vpliva na eksponentno fazo
rasti mutante R in mutante B. Relativni fitnes se z viSanjem zaletnega deleza mutante v
kokulturi z divjim sevom znizuje, prav tako je odvisen tudi od okolja. Koli¢ina pigmenta v
kokulturi je odvisna od deleza mutante v tej kokulturi in se z viSanjem deleza mutante znizuje.
Iz dobljenih rezultatov domnevamo, da je mutanta R signal negativni prevarant in mutanta B

signal slepi prevarant.
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Priloga A: Opti¢na gostota (OD pri 650 nm) monokultur in kokultur divjega seva Vibrio sp. in nepigmentiranih
mutant R in B po dolo¢enem ¢asu (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ur stresanja) v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl pri 28 °C.

PRILOGE

Rezultati so podani kot povprecja in standardne napake 3 neodvisnih gojenj mono in kokultur.

0D650 st. nap.
cas (h) WT 0 R B WTRI1
0 0,015 0,005 0,024 0,019 0,011 0,008 0,032 0,016
1 0,032 0,008 0,033 0,001 0,031 0,014 0,065 0,011
2 0,125 0,004 0,120 0,005 0,127 0,004 0,214 0,013
3 0,320 0,023 0,319 0,017 0,323 0,013 0,494 0,025
4 0,693 0,033 0,697 0,019 0,703 0,028 0,845 0,023
5 0,923 0,015 0,936 0,013 0,945 0,010 0,940 0,003
6 0,976 0,002 0,972 0,005 0,980 0,012 0,987 0,006
7 1,130 0,007 1,086 0,024 1,162 0,018 1,098 0,013
cas (h) WTR2 0 WTB1 WTB2
0 0,047 0,005 0,045 0,009 0,042 0,006
1 0,114 0,008 0,082 0,005 0,104 0,002
2 0,289 0,015 0,238 0,009 0,308 0,014
3 0,636 0,011 0,504 0,027 0,650 0,035
4 0,932 0,006 0,878 0,020 0,933 0,007
5 0,982 0,007 0,964 0,008 0,984 0,012
6 1,016 0,010 0,991 0,018 1,022 0,011
7 1,116 0,008 1,139 0,011 1,131 0,004
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Priloga B1: Zacetni (x,) ter konc¢ni (x,) delez mutante R ter izracunana sprememba konkurencne sposobnosti (w)
glede na deleze iste mutante. Kokultura je rasla v gojiscu PKS s 3% (w/V) NaCl pri 28 °C.

Zacetni delez Kon¢ni delez | Konkurenéna
mutante, X, mutante, X, sposobnost, W
WTRI1 0,737 0,496 1,291
0,280 0,687 1,067
0,435 0,556 1,005
0,565 0,510 1,017
0,572 0,674 0,897
0,362 0,449 1,071
WTR2 0,606 0,462 1,041
0,722 0,825 0,718
0,728 0,629 1,177
0,532 0,582 0,977
WTRO0,5 0,278 0,520 1,244
0,393 0,330 0,926
0,308 0,325 1,029
0,308 0,357 1,077
WTRO0,2 0,156 0,161 1,029
WTRO,1 0,087 0,201 2,029
WTR1,5 0,419 0,532 1,023
0,700 0,549 1,179

Priloga B2: Zacetni (x;) ter kon¢ni (X;) delez mutante R ter izracunana sprememba konkurenéne sposobnosti (w)
glede na deleze iste mutante. Kokultura je rasla v gojis¢u M9 s 5 g/L glukoze pri 28 °C.

Zacetni delez Konc¢ni delez | Konkuren¢na

mutante, X mutante, X, | sposobnost, W
0,263 0,526 1,287
0,541 0,466 1,002
0,563 0,581 0,990
0,693 0,860 0,565
0,583 0,900 0,370
0,693 0,788 0,786
0,583 0,750 0,771
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Priloga B3: Zacetni (x;) ter kon¢ni (x;) delez mutante B ter izracunana sprememba konkurenéne sposobnosti (w)
glede na deleze iste mutante. Kokultura je rasla v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl pri 28 °C.

Zacetni delez | Kon¢ni delez | Konkuren¢na
mutante, X; mutante, X, | sposobnost, W
WTBI 0,843 0,393 0,115
0,675 0,525 0,355
0,339 0,454 1,621
0,584 0,609 1,111
0,723 0,528 0,430
0,563 0,521 0,847
WTB2 0,506 0,626 1,632
0,738 0,618 0,575
0,839 0,576 0,261
0,720 0,683 0,836
WTBO0,5 0,204 0,424 2,872
0,413 0,428 1,064
0,406 0,449 1,194
0,406 0,421 1,065
WTBO0,2 0,101 0,147 1,538
WTBO,1 0,061 0,052 0,844
WTBI1,5 0,696 0,567 0,572
0,792 0,794 1,009

Priloga B4: Zacetni (x;) ter kon¢ni (X,) delez mutante B ter izracunana sprememba konkuren¢ne sposobnosti (w)
glede na deleze iste mutante. Kokultura je rasla v gojis¢u M9 s 5 g/L glukoze pri 28 °C.

Zacetni delez | Kon¢ni delez | Konkuren¢na

mutante, X mutante, X, sposobnost, W
0,403 0,300 0,635
0,709 0,802 1,666
0,749 0,773 1,147
0,733 0,834 1,841
0,434 0,738 3,668
0,733 0,165 0,072
0,434 0,536 1,505
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Priloga BS: Izracunano zacetno ter kon¢no razmerje med mutanto R in divjim sevom Vibrio sp.. Kokultura je
rasla v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl pri 28 °C.

Zacetno Kon¢no
razmerje, |razmerje,
Xi/(1-Xy) | Xo/(1-X5)
WTRI1 2,809 0,984
0,388 2,194
0,769 1,251
1,296 1,042
1,335 2,068
0,568 0,815
WTR2 1,538 0,857
2,593 4,726
2,671 1,695
1,135 1,393
WTRO0,5 0,384 1,083
0,648 0,492
0,445 0,481
0,445 0,556
WTRO0,2 0,185 0,193
WTRO,1 0,095 0,251
WTRI1,5 0,721 1,138
2,334 1,216

Priloga B6: Izracunano zacetno ter kon¢no razmerje med mutanto R in divjim sevom Vibrio sp.. Kokultura je
rasla v gojisc¢u M9 s 5 g/L glukoze pri 28 °C.

Zacetno Konéno
razmerje, |razmetje,
X/(A-X)) [ Xy/(1-X5)
WTR1 0,356 1,111
1,177 0,871
1,290 1,385
WTR2 2,260 6,167
1,398 9,000
WTRO0,5 2,260 3,714
1,398 3,000
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Priloga B7: Izracunano zacetno ter kon¢no razmerje med mutanto B in divjim sevom Vibrio sp.. Kokultura je
rasla v gojis¢u PKS s 3% (w/V) NaCl pri 28 °C.

Zacetno Konéno
razmerje, |razmerje,
X1/(1-X1) | X2/(1-X2)
WTBI1 5,356 0,647
2,079 1,106
0,513 0,831
1,405 1,560
2,605 1,120
1,286 1,090
WTB2 1,025 1,673
2,810 1,617
5,210 1,359
2,571 2,150
WTBO0,5 0,256 0,736
0,702 0,748
0,683 0,815
0,683 0,727
WTBO0,2 0,112 0,172
WTB0,1 0,064 0,054
WTBI1,5 2,291 1,311
3,814 3,848

Priloga B8: Izracunano zacetno ter kon¢no razmerje med mutanto B in divjim sevom Vibrio sp.. Kokultura je
rasla v gojisc¢u M9 s 5 g/L glukoze pri 28 °C.

Zacetno Konéno
razmerje, |razmetje,
X1/(1-X1) | X2/(1-X2)
WTBI1 0,675 0,429
2,438 4,063
2,977 3,415
WTB2 2,739 5,042
0,767 2,813
WTBO0,5 2,739 0,197
0,767 1,154
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Priloga C: Zacetni (x,) ter kon¢ni (x,) delez mutante R ali B v kokulturi z divjim sevom Vibrio sp. Kokultura je
rasla v gojis¢u PKS s 10% (w/V) NaCl pri 28 °C.

WTRI1 WTB1
Zacetni Kon¢ni Zacetni Kon¢ni
delez, X; |delez, X, |delez, X; |delez, X,

0,516 0,412 0,557 0,405
0,516 0,338 0,557 0,396
0,540 0,287 0,492 0,275
0,516 0,421 0,557 0,357
0,522 0,364 0,541 0,358 | povp
0,006 0,032 0,016 0,030 |6
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Priloga D1: Koli¢ine ekstrakta pigmenta (mg pigmenta/celico wt) posameznih Cistih kultur divjega seva Vibrio
sp ter kokultur mutante R oziroma mutante B z divjim sevom Vibrio sp. v razli¢nih razmerjih v gojis¢u PKS s
3% (w/V) NaCl pri 28 °C. V preglednici so podane se meritve ter povprecja in standardne napake koli¢ine
ekstrahiranega pigmenta.

Kolicina ekstrahiranega pigmenta

(mg pigmenta/celico wt)

WT WTR1 |WTR2 |WTR0,5
8,09E-12| 1,06E-11| 4,36E-12| 5.16E-11
8,64E-12| 1,01E-11| 4,68E-12| 537E-11
8,59E-12| 1,13E-11| 3,06E-12| 544E-11
8,61E-12| 5.88E-12| 3.45E-12| 5,17E-11
9,87E-12| 6,83E-12| 341E-12| 5,33E-11
1,02E-11| 6,89E-12 521E-11
7,57E-12
8,27E-12
8,38E-12
8,18E-12
8,51E-12
8,61E-12
2,85E-11
2,91E-11
2,81E-11
2,11E-11
2,13E-11
2,10E-11
1,40B-11| 8,60E-12| 3,79E-12| 5,28E-11 | povpregje
1,93E-12| 9,52E-13| 3,09E-13| 4,75E-13|6

WTB1 |WTB2 | WTBO,5
6,72E-12| 4,61E-12| 5,53E-11
6,96E-12| 4,79E-12| 5,87E-11
7,11E-12| 4,51E-12| 5,84E-11
3,39E-12| 1,93E-12| 3,06E-11
3,85E-12| 4,44E-12| 3,09E-11
3,98E-12| 4,73E-12| 3,06E-11
5,34E-12| 4,17E-12| 441E-11|povpregje
7,20E-13| 4,50E-13| 6,00E-12 |6
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Priloga D2: Koli¢ine ekstrakta pigmenta (mg pigmenta/celico wt) Ciste kulture divjega seva Vibrio sp ter
kokultur mutante R oziroma mutante B z divjim sevom Vibrio sp. v razli¢nih razmerjih v gojiséu M9 z 5 g L™!
glukoze pri 28 °C. V preglednici so podane vse meritve ter povprecja in standardne napake koli¢ine
ekstrahiranega pigmenta.

Koli¢ina ekstrahiranega pigmenta
(mg pigmenta/celico wt)

WT WTR1 WTR2 WTRO0,5
1,04E-10| 1,66E-10| 3.49E-10| 1,79E-10
9,58E-11| 1,61E-10| 3,81E-10| 1,94E-10
1,07E-10| 1,55E-10| 3,83E-10| 1,96E-10
4,58E-10| 4,12E-10| 2,33E-10| 5,76E-10
4,52E-10| 3,92E-10| 2,65E-10| 1,19E-10
4,45E-10| 4,11E-10| 2,48E-10| 7,03E-11
1,68E-10| 8,82E-11

1,67E-10| 9,38E-11

1,87E-10| 9,38E-11

1,77E-10| 2,1E-10

1,88E-10| 2,29E-10

1,93E-10| 2,17E-10

2,2E-10

2,24E-10

2,13E-10

4,38E-10

4,48E-10

4,43E-10

2,63E-10| 2,19E-10| 3,1E-10| 2,22E-10 | povprecje
3,28E-11| 3,52E-11| 2,8E-11| 7,36E-11|6
WTBI1 WTB2 WTBO0,5

6,27E-12| 1,1E-10| 1,41E-10
7,75E-12| 1,16E-10| 1,46E-10
7,34E-12| 1,16E-10| 1,43E-10
1,13E-10| 6,2E-11| 6,28E-11
1,14E-10| 1,18E-10| 9,1E-11
1,L11E-10| 6,87E-11| 6,48E-11
4,78E-11

4,76E-11

5,06E-11

5,29E-11

5,41E-11

5,5E-11

5,57E-11] 9,85E-11| 1,08E-10 | povprecje
1,14E-11| 1,06E-11| 1,63E-11]|6
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Priloga D3: Koli¢ine ekstrakta pigmenta (mg pigmenta/celico wt) iste kulture Vibrio sp. ter kokultur mutante R
oziroma mutante B z divjim sevom Vibrio sp. v razli¢nih razmerjih v gojis¢e PKS s 10% (w/V) NaCl pri 28 °C.

Kolicina ekstrakta pigmenta

(mg pigmenta/celico wt)

WT WTR1 WTBI
2,66E-12 3,11E-12 3,11E-12
2,78E-12 3,31E-12 3,78E-12
3,00E-12 3,37E-12 3,32E-12
2,39E-12 2,10E-12 2,70E-12
2,52E-12 2,11E-12 3,16E-12
2,91E-12 2,14E-12 8,93E-13
3,60E-12 1,06E-12 8,54E-13
3,79E-12 8,38E-13 8,85E-13
4,08E-12 7,18E-13 5,74E-13
2,77E-12 1,61E-12 9,16E-13

3,64E-12 1,31E-12 7,64E-13
3,04E-12 1,47E-12
3,10E-12 1,93E-12 1,91E-12 | povp

1,57E-13 2,70E-13 3,86E-13 |6
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Priloga E: Prednosti in slabosti sinteze molekul za skupno dobro (West in sod., 2006b: 603). Slika a predstavlja
rast populacije, ki jo gradijo le kooperativni osebki (cooperators) oziroma rast populacije, ki jo gradijo le

prevaranti (cheats). Slika b predstavlja rast populacije, sestavljene iz kooperativnih osebkov in prevarantov v
razmerju 1:1.

a b
kooperatoriji
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