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Prokarionti so sposobni rasti v raznolikih ekosistemih, zato proizvajajo encime, ki
so stabilni in aktivni v razliénih razmerah. Tak$ni biokatalizatorji so zanimivi
zaradi potencialne uporabe v industrijskih procesih. Tradicionalno so encime
pridobivali iz bakterijskih izolatov, kar je bila glavna omejitev apliciranja takega
nacina pridobivanja v industriji, saj ve¢ine mikroorganizmov ne znamo gojiti v
laboratoriju. Podro¢je metagenomike se je razvilo iz napredka pri metodah izolacije
DNK in kloniranju okoljskih vzorcev. V okviru diplomskega dela smo Zzeleli
pripraviti metagenomsko knjiznico, ki bi vsebovala rekombinantni sev z encimom,
ki depolimerizira enega od rastlinskih polimerov. Metagenomsko DNK, izolirano iz
vsebine kuncjega slepega Crevesa, smo uporabili za pripravo plazmidne knjiznice.
Za vzorec smo izbrali vsebino kuncjega slepega Crevesa, ker vsebuje
mikroorganizme, ki so sposobni razgrajevati lignocelulozo. Dolocili smo
taksonomsko hierarhijo in primerjavo 16S rRNK knjiznic mikrobnih zdruzb
kuncjega slepega crevesa ter ugotovili, da v vzorcu lahko pri¢akujemo raznolike
mikroorganizme z encimi, ki razgrajujejo kompleksne rastlinske polimere. 1z
vzorca smo izolirali kvalitetno kromosomsko DNK ter pripravili inserte primerne
dolzine. Pridobili smo metagenomsko knjiznico, veliko 18,1 x 10° bp. Vsebovala je
5880 rekombinantnih sevov, pri katerih je bila povprecna dolzina inserta 3081 bp.
Knjiznico smo s presejalnimi testi pregledali za pozitivne rekombinantne seve z

.....

.....

substrati smo inkubirali zdruzene meSanice rekombinantnih sevov, ki so bili ali celi
ali pa lizirani z ultrazvokom. Inhibirali smo celicno rast ter dodali reagent
PAHBAH, ki ob prisotnosti reduktivnih sladkorjev spremeni barvo. Rezultatom
smo sledili spektrofotometri¢no in zasledili rekombinantne seve, ki so razgrajevali
dodane substrate (celuloza, ksilan, Skrob, pektin, lichenan, laminarin in gelan).
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Prokaryotes are able to grow in a vast range of environments therefore are carrying
enzymes that are stable and active under diverse conditions. These biocatalysts are
interesting because of their potential use in industrial processes. Traditionally,
bacterial isolates were the only source of biocatalysts and that was considered the
main limitation to application of biocatalysts in industry because the majority of
microorganisms are nonculturable. The field of metagenomics developed from
progress in DNA isolation methods and cloning techniques from environmental
samples. In the context of the graduation work, our goal was to prepare a
metagenomic library with a clone that was capable of depolimerising one of plant
polymers. Metagenomic DNA, isolated from the content of rabbit caeca was used to
generate a plasmid library. Our sample was used because it contains
microorganisms that are capable of lignocellulose degradation. We also determined
the taxonomic hierarchy of rabbit caecal 16S rRNA libraries which are accessible in
the online databases and compared them. Results show that we could expect diverse
microorganisms with complex enzymes that break down plant polymers in our
sample. We extracted quality chromosomal DNA and prepared inserts of
appropriate size. The size of generated metagenomic library was 18,1 x 10° bp with
5880 clones and average insert size of 3081 bp. The library was screened for
positive clones with functional-based analysis. No positive clones were found by
growing on solid medium. In liquid media with various substrates the mixture of
clones, either whole cells or cells broken by ultrasound, were grown. We inhibited
cell growth and added PAHBAH reagent that changes color in the presence of
reducing sugars. Results were determined spectrofotometrically and clones that are
capable of plant polysaccharide (cellulose, xylan, starch, pectin, lichenan, laminarin
and gellan) degradation were discovered.
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1 UVOD

Mikroorganizmi predstavljajo dve tretjini celotne bioloske raznolikosti na Zemlji. S
tradicionalnimi pristopi za raziskovanje mikrobne biodiverzitete v okolju velike vecine
mikroorganizmov ne zaznamo, ker jih ne znamo gojiti na klasicen nafin. Ta nacin
dodan primeren vir ogljika, energije in elektronskega akceptorja. Vendar pa taksSno gojenje
v laboratoriju povzroca selekcijski pritisk in s tem prepreCuje rast velikega Stevila
mikroorganizmov. Tu nastopi metagenomika, ki nam omogoca analizo mikrobnega
genoma brez predhodnega namnoZevanja mikroorganizma. Tako se nam odpre svet Se
neznanih mikroorganizmov in s tem tudi neznanih ter edinstvenih encimskih procesov, ki
jih s pridom lahko izkoris¢amo in uporabljamo v industriji ter vsakdanjem zivljenju. V
industriji encimska tehnologija predstavlja pomembno orodje, saj z razvojem tehnoloskih
procesov nastajajo vedno vecje potrebe po novih ali izboljSanih razli¢icah biokatalizatorjev
encimskih reakcij. Za odkrivanje novih variant encimov tako uporabljamo metagenomski
pristop. Pripravljajo se velike metagenomske knjiznice fragmentov genomske DNK,
izolirane iz okolja, ki se nato testirajo za razli¢ne industrijsko pomembne encime. Nas so
zanimali encimi za razgradnjo rastlinskih polimerov iz mikrobiote kunéjega slepega
Crevesa. Le-ta vsebuje veliko Stevilo mikroorganizmov z visoko sposobnostjo
depolimerizacije kompleksnih rastlinskih polisaharidov. Omenjeni encimi se v industriji
zelo pogosto uporabljajo, in to predvsem v prehrambeni, tekstilni, kozmeti¢ni in papirni ter

v gospodinjstvu, kmetijstvu, medicini in znanosti.
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1.1  CILJIRAZISKOVANJA

Glavni cilj diplomskega dela je bil pridobiti in odkriti rekombinantni sev z encimom, ki
depolimerizira enega od rastlinskih polimerov. V ta namen smo najprej dolocali
taksonomsko hirearhijo 16S rRNK knjiznic mikrobnih zdruzb kuncjega crevesa, ki so
dostopne v podatkovnih zbirkah na spletu. Predvidevali smo, da bomo tako dobili podatke
o mikroorganizmih, ki najpogosteje naseljujejo slepo ¢revo kunca, in posledi¢no tudi o
tem, katere encime lahko pricakujemo v nasem vzorcu ter ali lahko pri¢akujemo encime, ki
razgrajujejo kompleksne rastlinske polimere. Nato smo knjiznice med seboj primerjali, da
bi dobili vpogled v raznolikost mikrobiote slepega Crevesa ter razlike med razli¢nimi
Studijami. Sledila je priprava metagenomskih knjiznic z dolzino fragmentov, ki ustrezajo
dolzini posameznih genov. Ekstrakcijo kvalitethe DNK iz kompleksnega vzorca kuncjega
¢revesa smo optimizirali in jo klonirali kot dovolj dolge fragmente DNK v vektor, ki smo

ga prenesli v gostitelja E. coli. Nazadnje smo rekombinantne seve testirali s presejalnimi

.....

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

- Prebavila kuncev predstavljajo primeren vir hidroliticnih encimov rastlinskih
polimerov.

- Iz vsebine kuncjega slepega crevesa ekstrahirana DNK je primerne kvalitete za
pripravo insertov metagenomske knjiznice.

- Dolzine kloniranih fragmentov metagenomske DNK bodo v rangu dolzin tar¢nih
genov.

- Razviti presejalni testi omogocajo zaznavo pozitivne aktivnosti izrazenih genov.

- Metagenomska knjiznica bo vsebovala nekaj rekombinantnih sevov z encimi, ki so

sposobni depolimerizacije enega od rastlinskih polimerov.
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2 PREGLED OBJAV

Encime komercialno pridobivamo tako iz rastlin in zivali kot tudi iz mikroorganizmov.
Glavni vir industrijskih encimov so prav slednji (Uchiyama in Miyazaki, 2009).
Mikroorganizmi so zelo primerni zaradi tega, ker so tako zelo Steviléni in raznoliki.
Ocenjuje se, da je na Zemlji priblizno 4-6 x 10%° prokariontskih celic (Sleator in sod.,
2008) od tega pa ve¢ kot 99 % mikroorganizmov iz mnogih ekosistemov Se ne znamo
gojiti v laboratoriju. Tako smo mocno prikraj$ani za nove lastnosti in vloge, ki jih imajo
mnogostevilni mikroorganizmi v svojem naravnem okolju. Z metagenomskim pristopom
se izognemo tezavam in omejitvam gojenja in takoj pridobimo sekvence DNK vecine
mikroorganizmov v vzorcu, tudi tistih, ki jih Se ne znamo gojiti. Le-ti pa so gonilna sila
novih biotehnoloskih, farmacevtskih in ostalih industrijskih aplikacij (Streit in Schmitz,
2004). V naravi se torej skriva Se neodkrit potencial in metagenomika je klju¢ za nova
odkritja na podrocju kompleksnih mikrobnih populacij iz razli¢cnih ekosistemov. Eden
pomembnejsih je prebavni trakt sesalcev. Razvijal se je milijone let in vsebuje raznoliko
populacijo simbiontskih mikroorganizmov, sestavljeno iz ve¢ kot 400 razli¢nih vrst, ki ima
velik vpliv na imunoloske, prehrambene in fizioloSke procese gostitelja (Savage, 1977). V
preteklosti se je izkazalo, da je mikroflora prebavnega trakta neskoncen vir zdravil,
encimov, genov in povsem novih produktov, ki jih lahko izkoristimo v razlicne namene
(Singh in sod., 2008). Potreba po novih mikrobnih produktih je velika in zaradi
neraziskanosti mikrobne zdruzbe, ki ga naseljuje, je prebavni trakt kuncev biotehnolosko

in industrijsko zelo zanimiv.

2.1 KUNCI

Kunci so rastlinojedi neprezvekovalci. Vec€ino njihovega prebavnega trakta predstavlja
slepo crevo. To je organ, kjer poteka glavnina mikrobne aktivnosti, torej na tem mestu
kunci pridobijo najvec hranil iz zauZzite krme. Poleg tega izlocajo iztrebke iz debelega in
slepega Crevesa. Prvi so trdi, slednji pa mehki, imenujemo jih cekotrofi. Posebnost je
prehranjevanje z iztrebki slepega crevesa (cekofagija), ki vsebujejo delno prebavljene

hranljive snovi, predvsem beljakovine in vlaknine ter precejSen delez mikrobne biomase.
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Ta pojav verjetno omogoca boljSe izkoristke v prebavi, saj kunec s ponovnim zauzitjem
iztrebkov pridobi veliko hranljivih snovi in tako naravno obogati svojo krmo. Zanje je
znacilen tudi visok vnos krme (65-80 g/kg telesne teze) in hitra prebava (Carabafio in

Piquer, 1998).

2.2 RASTLINSKA BIOMASA

V krmi rastlinskega izvora prevladujejo polisaharidi skupaj z manjSimi koli¢inami
strukturnih glikoproteinov. To so gradniki rastlinske celicne stene, ki jih kunci s svojimi
prebavnimi encimi niso sposobni razgraditi, in zdruzujemo jih pod skupnim imenom
lignoceluloza. Glavni polisaharidi so celuloza, hemiceluloza in pektin. Celulozne
mikrofibrile v celi¢ni steni rastlin povezuje hemiceluloza, vmes pa se prepleta Se pektin,
eden od najkompleksnejSih polisaharidov. NajpogostejSe oblike hemiceluloze so ksilan,

ksiloglukan in manan. Na hemicelulozo se kovalentno veze Se lignin (Cosgrove, 2005).

2.3 PROFIL BAKTERIJ V SLEPEM CREVESU

Kunci so, kot mnoge druge rastlinojede Zivali, sposobni prebavljati vecino rastlinskih
polimerov zaradi prisotnosti mikroorganizmov v prebavilih. Kar 70 % prebave predstavlja
mikrobna fermentacija. Populacija mikroorganizmov je v slepem ¢revesu mnogostevilna,
saj ga naseljuje kar 10'°-10'" anaerobnih bakterij na gram vsebine slepega &revesa (Padilha
in sod., 1995). Prevladujejo torej striktno anaerobne bakterije, katerih substrati so zgoraj
omenjeni ogljikovi hidrati in proteini, ki se razgradijo do kratkoveriznih mas¢obnih kislin

in drugih molekul (amini, vitamini, ogljikov dioksid in metan) (Flint in sod., 2008).

O mikrobni diverziteti slepega Crevesa pri kuncih je bilo opravljenih ve¢ raziskav.
Bennegadi in sod. (2003) so s pomocjo hibridizacije dot-blot ocenili mikrobno populacijo
slepega Crevesa pri kuncih. Le-ti so bili hibridi kalifornijca in novozelandskega belega
kunca (INRA A1067). Sonde 16S rRNK so pokazale prevlado skupine Flexibacter-
Cytophaga-Bacteroides ter prisotnost celuloliticnih bakterij (Fibrobacter succinogenes,

F. intestinalis, Ruminococcus albus in R. flavefaciens). Najbolj zastopani sta
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R. flavefaciens in R. albus. Ceprav je Prevotella ruminicola zelo pogosta vrsta bakterij v
zivalskih prebavnih traktih in so jo prej vkljucevali v prevladujoco bakterijsko floro
kuncjega slepega Crevesa, je v tej raziskavi niso zaznali. Abecia in sod. (2005) so slepo
¢revo pridobili iz novozelandskih belih kuncev. Namnozili so izolirane gene 16S rRNA z
metodo PCR, pripravili klonsko knjiznico in analizirali dobljene sekvence. Odkrili so 44
novih vrst, ki so Se najbolj podobne Ze opisanim bakterijam iz prebavnih traktov drugih
zivali. Nasli niso nobene sekvence, ki bi katerega od rekombinantnih sevov uvrscala v
skupino Prevotella/Bacteroidetes. 1zkazalo se je, da le eno zaporedje deli 97-odstotno
podobnost s sekvencami iz bakterij, ki so jih nasli tudi v prebavilih drugih zivali. Poleg
tega so dolocene sekvence spadale v skupino brez znanih predstavnikov, zaradi ¢esa so
zakljucili, da mikrobna zdruzba v slepem ¢revesu kunca vsebuje organizme, ki jih do sedaj
Se niso odkrili. Monteils in sod. (2008) so v svoji raziskavi prav tako preucevali bakterijsko
zdruzbo kuncjega slepega Crevesa na nivoju 16S rRNK. Za poskus so uporabili kuncje
krizance INRA 1067 x PS HYPLUS 79. Ugotovili so, da je za prebavni trakt kunca
znacilna velika diverziteta. Najve¢ pridobljenih sekvenc je bilo opaZenih tudi v drugih
herbivorih, in sicer v debelem crevesu kopitarjev in vampu prezvekovalcev. Odkrili so 56
novih nukleotidnih sekvenc, 14 pa jih je bilo zelo podobnih (97 %) ze prej sekvenciranim
zaporedjem. V deblo Firmicutes se je uvrstilo najve¢ (94 %) sekvenc. Zasledili so
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens. Nekaj sekvenc se je uvrstilo v deblo
Bacteroidetes, nobena pa v rod Prevotella. Le ena sekvenca je imela ve¢ kot 97 %

podobnost z gojeno vrsto, in sicer Variovorax sp., ki je bila prej izolirana iz tal.

2.3.1 Mikrobna aktivnost v slepem ¢revesu

Bakterije v slepem ¢revesu po vecini sintetizirajo ve¢ encimov, ki razgrajujejo rastlinske
polisaharide. Samo nekatere bakterije pa so dejansko vklju¢ene v razpad kompleksnih in
tezko razgradljivih rastlinskih celicnih sten oziroma lignoceluloze. To so celuloliticne
bakterije, katerih poglavitni vir ogljika je celuloza. V ta namen sintetizirajo celulaze. Ker
pa je celuloza nedostopna, saj je mocno prepletena z drugimi makromolekulami, so
primorane razgrajevati tudi ksilan, manan in pektin. Marounek in sod. (1995) so porocali o

aktivnosti pektinaz, amilaz, laktaz, ksilanaz, celulaz, B-glukozidaz ter ureaz v kuncjem
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slepem cCrevesu. Prav tako je aktivnost proteaz in amilaz ve¢ja v kunc¢jem slepem Crevesu

kot v vampu prezvekovalcev (Makkar in Singh, 1987).

Celuloliticne bakterije se pritrdijo na povrsino rastline v obliki biofilma. Zelo pogosta in
tudi dobro preucena celuloliticna, po Gramu pozitivna bakterija je Ruminococcus
flavefaciens. Producira celo vrsto glikozidnih hidrolaz, polisaharidnih liaz in esteraz, ki
lahko tvorijo celulosom. Celulosom je ekstracelularni, veCkomponentni, multiencimski
kompleks, ki ga najdemo v celuloliticnih bakterijah. Omogoca vecjo aktivnost razli¢nih
encimov za bolj ucinkovito razgradnjo celuloznih in hemiceluloznih substratov rastlinske
celicne stene (Flint in sod., 2008). Tudi R. albus zdruzuje celuloliténe encime v celulosom,
a hkrati uporablja Se pile, s katerimi naj bi se po mnenju nekaterih znanstvenikov vezala na
celulozo (Morrison in Miron, 2006). Fibrobacter succinogenes je ena pomembnejSih
razgrajevalk celuloze, a ne tvori celulosoma. Vseeno pa se ta po Gramu negativna bakterija
za ucinkovito porabo celuloze veZze na substrat (Flint in sod., 2008). Znano je, da sodeluje
pri razgradnji kristalizirane celuloze in drugih strukturnih polisaharidov rastlin s hitrostjo,
ki preseze vecino drugih mikroorganizmov (Halliwell in Bryant, 1963), kar kaze na to, da
so glikozidne hidrolaze F. succinogenes zelo ucinkovite (Morrison in sod., 2009).
Raziskave odkrivajo, da v slepem crevesu najdemo tudi nekaj predstavnikov debla
Bacteriodetes, ki pa po zadnjih podatkih ne sintetizirajo toliko encimov. Najdemo samo
nekaj glikozidnih hidrolaz, ki delujejo kot samostojni encimi, katerih substrati so samo

manjsi in topni ogljikovi hidrati (Flint in sod., 2008).

2.4  METAGENOMIKA

Za uspesno, ucinkovito in cenovno ugodno pridobivanje novih naravnih mikrobnih
produktov iz okoljskih vzorcev se posluZzujemo metagenomike. Omogoca nam dostop do
razlicnih ekosistemov. Mikrobiota kuncjega slepega Crevesa, ki fermentira rastlinsko
biomaso, je industrijsko in biotehnolosko lahko zelo zanimiva. Metagenomski nacin
pridobivanja encimov sestoji iz ve¢ korakov (Slika 1). Najprej je na vrsti vzorCenje ter
izolacija in ciS¢enje metagenomske DNK iz vzorca. Sledi priprava metagenomske

knjiznice z izbiro primernega vektorja in gostiteljskega organizma. Nazadnje se lotimo
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iskanja zazelene lastnosti v metagenomski knjiznici s presejalnimi testi ali z doloCanjem
zaporedja (Daniel, 2002). Verjetnost, da bomo na zgoraj opisani nacin identificirali
dolocen gen, je odvisna od ve¢ dejavnikov, ki so med seboj tesno povezani: izbira vektorja
in gostitelja, ucinkovitost heterolognega genskega izrazanja v gostiteljski celici, dolzina
tarnega gena, Stevilcnost tarCnega gena v metagenomu in izbira metode identifikacije

(Uchiyama in Miyazaki, 2009).

Wzorec iz okolja

Mikrobiota

Metagenomska knjiZnica
S22
4 -

Analiza na osnovi funkcije Analiza na osnovi zaporedja
——— CCATCACGTATGEC

Slika 1: Shematicni pregled priprave metagenomske knjiznice iz razli¢nih ekosistemov in analiza le-teh na
osnovi funkcije ali zaporedja (Sleator in sod., 2008: 362).
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2.4.1 Izolacija in priprava metagenomske DNK na kloniranje

DNK iz vzorca je treba izolirati tako, da pridobimo ¢im ve¢ nukleinske kisline s ¢im manj
necistoami, ki bi lahko vplivale na ucinkovitost kloniranja (Kakirde in sod., 2010).
Ekstrakcije in ¢iS¢enja DNK iz okolja se lahko lotimo na dva nacina. Prvi je neposredna
izolacija DNK. Ta pristop temelji na lizi mikrobnih celic v vzorcu, sledi pa ji loCevanje
DNK od ostankov celic in vsebine vzorca. Pri posredni metodi pa se iz vzorca najprej
izolirajo celice in nato sledi ekstrakcija DNK z lizo celic. Raziskave, ki se ukvarjajo z
vprasanjem, katera od metod je boljsa, kazejo v prid posredni metodi. S tem pristopom naj
bi sicer pridobili manj skupne DNK iz okolja kot v primeru neposredne metode, a gre
toliko vecjo koli¢ino pripisati predvsem evkariontski DNK, ki je z neposredno metodo
izoliramo kar 61-93 %. Poleg tega, da s posredno metodo torej izoliramo manj
evkariontske DNK (< 8 %), pa je sama raznolikost izolirane DNK vec¢ja kot v primerjavi z
neposrednim pristopom. Kljub vsem prednostim posrednih metod pa je primernost le-te
najbolj odvisna od samega okolja, ki ga vzor¢imo (Gabor in sod., 2003). Pred izolacijo
lahko uporabimo tudi obogatitvene tehnike, ki omogocCajo povecanje Stevila
mikroorganizmov z zazelenimi fenotipi in posledi¢no tudi ustreznimi tarénimi geni iz
katerih nato pridobimo nukleinske kisline. DNK po ekstrakciji in ¢iS¢enju obdelamo
mehansko ali z restrikcijskimi encimi, da pridobimo inserte primerne dolzine (Kakirde in

sod., 2010).

Dolzina insertov za kloniranje je odvisna od dolZine tarénih genov. Ce Zelimo identificirati
genske produkte, katerih zapis lezi, tako kot ve€ina encimov ali zapisov za odpornost proti
antibiotikom, na relativno malem genetskem lokusu, je dovolj, da pripravimo
metagenomsko knjiznico z inserti do 10 kbp (Parsley in sod., 2010). V primeru, da je nas
cilj pridobiti rekombinantne seve, ki bi vsebovali neposkodovane poti biosinteze, vkljucene
v nastanek protimikrobnih spojin, multiplih encimov s katabolno aktivnostjo ali operonov,
ki kodirajo druge kompleksne metabolne funkcije, pa pripravimo velike metagenomske

knjiznice, katerih inserti so daljsi od 20 kbp (Kakirde in sod., 2010).
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2.4.2 Izbira vektorja in gostiteljskega organizma ter priprava metagenomske
knjiZnice

Vektor za pripravo metagenomskih knjiznic si izberemo glede na dolzino inserta. V
primeru inserta, krajsega od 10 kbp, je najbolj primerna izbira plazmidni vektor. Ce so
inserti daljsi (30 kbp do 40 kbp), je bolje izbrati kozmide ali fozmide. Vektorji BAC pa
imajo lahko fragmente DNK, dolge tudi ve¢ 100 kbp. Plazmidni vektor mora vsebovati
promotor za transkripcijo kloniranega inserta in mora biti kompatibilen z gostiteljem,
izbranim za presejalne teste. Sledi izbira gostitelja. E. coli je Ze dobro uveljavljen gostitelj
in tudi vecina komercialnih vektorjev je prilagojena omenjeni bakteriji (Kakirde in sod.,
2010). Prednost uporabe E. coli je v tem, da je ta organizem dobro raziskan, enostavno se
transformira in je pogosto vkljuen v industrijskih fermentacijah (Daniel, 2002). Kljub
vsem pozitivnim lastnostim omenjene bakterije pa ima le-ta omejeno sposobnost izrazanja
metagenomske DNK ter hkrati majhno frekvenco odkrivanja pozitivnih rekombinantnih
sevov (< 0,01 %). Pred kratkim so Gabor in sod. (2004) statisticno preverjali ucinkovitost
izrazanja genov v E. coli in ugotovili, da bi lahko detektirali najve¢ 40 % genov neke
metagenomske DNK. To odkritje lahko pripiSemo dejstvu, da nekateri geni za izrazanje
potrebujejo dolocene faktorje transkripcije in lastnosti gostiteljskega organizma, ki pa jih v
E. coli ni. Tako je na primer pomembno, da gostitelj zazna promotorsko regijo tujega gena,
da uporablja dolocene kodone za translacijo, da ima doloCene posttranslacijske
mehanizme, ki naredijo protein funkcionalen, ter da ima potrebne mehanizme za sekrecijo
tujih ekstracelularnih genskih produktov. Zato sta potrebna razvoj in uporaba novih in
drugacnih gostiteljev, ki omogocajo odkrivanje veCjega Stevila genov in operonov.
Upostevati in razmisliti moramo tudi o zmoznosti podvojevanja vektorja v gostitelju

(Kakirde in sod., 2010).

Streit in Schmitz (2004) opisujeta uporabo Streptomyces lividans (Courtois in sod., 2003)
za identifikacijo novih antibiotikov ter razvoj drugih, po Gramu negativnih gostiteljev, ki
naj bi mocno povecali ucinkovitost odkrivanja novih genskih produktov. Za detekcijo
bioaktivnih spojin pa so uporabili tudi druge alternativne gostitelje, kot so Rhizobium
leguminosarum, Pseudomonas aeruginosa, P. Putida, Ralstonia metallidurans in bakterije

iz rodu Bacillus (Singh in sod., 2009; Rondon in sod., 1999). Raziskave kazejo tudi v smer
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genskih modifikacij, da bi povecali funkcijsko izrazanje tujih genov v uveljavljenih
gostiteljih (E. coli). Obstaja tudi moznost, da inserte kloniramo v prenosljive (angl. shuttle)
vektorje, ki jih najprej transformiramo v E. coli, nato pa s konjugacijo prenesemo v druge
gostitelje, kot je na primer zgoraj omenjena aktinomiceta S. Lividans, in izvedemo
presejalne teste. Zelo pogosto raziskovalci v metagenomskih Studijah odkrijejo drugacne
pozitivne rekombinantne seve, ko isto¢asno uporabijo ve¢ razli¢nih gostiteljev (Martinez in

sod., 2004).

Knjiznico pripravimo z ligacijo vektorja in insertov primerne dolzine. Sledi transformacija
v kompetentne gostiteljske celice in selekcija transformant. Rekombinantne celice nato
namnozimo na agarskih plos¢ah. Kvaliteto knjiznice dolo¢imo tako, da izraCunamo
odstotek gostiteljskih celic, ki vsebujejo vektor z insertom, in dolo¢imo povprecno dolzino
insertov (Daniel, 2002). Kako velika naj bi knjiznica bila, je odvisno od ve¢ dejavnikov, in
sicer od dolzine zelenega tarénega gena do organizma, za katerga predvidevamo, da ima
zapis za taréni gen. Ce kot primer vzamemo metagenom tal, ki je lahko dom ve¢ 1000
bakterijskim vrstam, in kot povprecno dolzino genoma upostevamo 4 Mbp, potem bi
knjiznica, ki bi predstavljala celoten metagenom, morala biti velika 4,6 x 10" bp.
Vsebovala bi 107 plazmidnih (5 kbp inserti) ali skoraj 10° BAC (100 kbp inserti)
rekombinantnih sevov (Handelsman in sod., 1998). Te Stevilke temeljijo na idealizirani
predpostavki, da so vse bakterijske vrste enakopravno zastopane tako v izolirani
metagenomski DNK kot v ustrezni knjiznici. Ce bi bil na$ cilj imeti celoten naravno
prisoten metagenom v knjiznici, potem bi se potrebna velikost knjiZnice drasti¢no povecala
(Lorenz in Schleper, 2002). Riesenfeld in sod. (2004) so predpostavili, da bi morala
knjiznica, ki bi zajela tudi redke taksonomske skupine, prisotne v tleh, vsebovati kar 10"’
BAC rekombinantnih sevov. Novejse raziskave pa kazejo, da podobno velja tudi za
metagenom prebavnega trakta. Feng in sod. (2007) so izracunali, da bi, ob podobnih
predpostavkah glede velikosti povpreCnega genoma in samo 375 filotipih, odkritih v
prasi¢jem prebavnem traktu z omejenim kloniranjem in sekvenciranjem majhnih knjiznic,
metagenom v kun&jem slepem Grevesu obsegal 1,5 x 10° bp. Z upostevanjem novejsih

podatkov iz pirosekvenciranja bi se te ocene nedvomno pribliZale ocenam tal.
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2.4.3 Analiza metagenomske knjiZnice

Metagenomsko knjiznico lahko analiziramo na osnovi funkcije ali pa na osnovi zaporedja.
Glede na tip knjiznice in zelene aktivnosti, ki jih iS¢emo, ter glede na Cas in sredstva, ki jih
imamo na voljo, se odlo¢imo za primeren pristop. Analiza na osnovi funkcije vkljucuje
presejalne teste za zaznavanje izrazene lastnosti, ki jo je gostitelj pridobil z rekombinantno
DNK. Tako na gojiscu s specificnim substratom zaznamo rekombinantne seve, ki imajo
nov fenotip (Kakirde in sod., 2010). Za detekcijo E. coli s celulazno aktivnostjo na primer
lahko uporabimo petrijevke z gojisS¢em LB, ki mu je dodana celuloza (CMC).
Rekombinante E. coli, ki izrazajo Zelene gene, zaznamo po prelivanju petrijevk z lugolom
ze po petih minutah, ko s prostim o¢esom opazimo cono zbistritve okoli kolonije (Kasana
in sod., 2008). Analiza metagenomske knjiznice na osnovi funkcije je zelo mo¢no orodje
pri odkrivanju novih naravnih produktov ali metabolnih aktivnosti iz organizmov, ki jih Se
ne znamo gojiti, a je pogosto odvisna od uspesne transkripcije in translacije gena, zvijanja
proteinov in sekrecije iz gostiteljskega organizma (Kakirde in sod., 2010). Tudi ¢e je gen
izrazen, je lahko stopnja ekspresije tako nizka, da ga je s funkcionalno analizo nemogoce
odkriti (Steele in sod., 2008). Frekvenca odkrivanja novih biokatalizatorjev iz
metagenomskih knjiznic je obicajno nizka (Preglednica 1), zato so se kot najbolj u€inkovit
nacin za detekcijo funkcije izkazali visoko zmogljivostni presejalni testi, ki vkljucujejo
avtomatizirano (robotsko) pregledovanje velikega Stevila (do 30.000 rekombinantnih

sevov/dan) rekombinantnih sevov (Daniel, 2002).
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Preglednica 1: Ve¢ primerov funkcijske analize metagenomskih knjiznic za nove biomolekule iz razli¢nih
ekosistemov (Mocali in Benedetti, 2010: 499; Uchiyama in Miyazaki, 2009: 617).

Povpretna St yelikest  §t.+ St.+
. dolZina testiranih cew . . rekombin-

Biomolekula Vektor . . knjiZznice = rekombi- .

inserta rekombina- (Mbp) nant ant/velikost

(kbp) nt knjiZnice
Esteraza/lipaza Plazmid 6 286.000 1716 3 1/572
Esteraza/lipaza Plazmid 6 730.000 4380 1 1/4380
Esteraza/lipaza BAC 27 3648 100 2 1/50
Oksidacija poliolov ~ Plazmid 3 900.000 2700 15 1/180
Oksidacijski encimi ~ Kozmid 25 10.000.000 400.000 25 1/16.000
Alko. oksidoredukt.  Plazmid 4 400.000 1600 10 1/160
Amidaza Plazmid 5 193.000 965 7 1/138
Amilaza BAC 27 3648 100 8 1/12
Produkcija biotina Kozmid 35 50.000 1750 7 1/250
Proteaza Plazmid 10 100.000 1000 1 1/100
B-Laktamaza Plazmid 5 80.000 400 4 1/100
Celulaza Kozmid 22 1700 37 8 1/5
Antibiotik Fozmid 35,6 100.000 3560 13 1/274
Antibiotik BAC 63 12.000 756 4 1/189
Antibiotik BAC 44,5 24.546 1092 3 1/364
Ksilanaza Plazmid 8,5 24.000 204 1 1/204
DNK Polimeraza I Plazmid 4 230.000 920 230 1/4
DNK Polimeraza | Fozmid 36 4000 144 20 1/7,2
Celulaza Kozmid 35,1 32.500 1141 11 1/103,7
Odpornost nanikelj  Plazmid 2,5 726.500 1816 13 1/139,7

Drugi pristop k analizi metagenomske DNK temelji na podlagi nukleotidnega zaporedja.
Prva moznost je priprava degeneriranih oligonukleotidnih zacetnikov, s katerimi v
knjiznici podvojimo iskane gene in jih nato sekvenciramo in analiziramo z racunalniskimi
orodji. Tako ni treba izvajati obseznih in zamudnih presejalnih fizioloskih testov. Lahko pa
se izognemo tudi veliki veCini laboratorijskega dela (kloniranje) s tem, da zaporedja
sekvenciramo Ze takoj po izolaciji DNK (Kakirde in sod., 2010). Vendar na ta nacin
pridobimo samo tiste sekvence genov, ki so homologna zaporedju sonde oziroma
oligonukleotidnih zacetnikov. Tako ne moremo zaznati novih encimov oziroma njihovih
nukleotidnih zapisov, ki jih v podatkovnih bazah (Se) ni (Uchiyama in Miyazaki, 2009).
Obe metodi imata svoje prednosti in slabosti. Tako analiza, ki temelji na funkciji, omogoca
identifikacijo novih zanimivih genov, ki jih na podlagi zaporedja ne bi mogli odkriti. Po
drugi strani pa z analizo knjiznice na osnovi zaporedja lahko identificiramo zaporedja, ki
sicer ne bi bila izraZena v gostitelju. Za napredovanje na podrocju odkrivanja novih
funkcionalnih genov je tako potrebna kombinacija obeh metod presejalnih testov

(Riesenfeld in sod., 2004).
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2.5 UPORABA ENCIMOV

Kompleksen mikrobiom kuncjega slepega crevesa deluje kot ucinkovit sistem za pretvorbo
rastlinske biomase v mikrobne proteine, sladkorje, kratkoverizne mascobne kisline in
pline. Kot tak je odli¢en vir encimov, ki bi jih v industriji in biotehnologiji s pridom lahko
izkoris¢ali (Brulc in sod., 2009). Ze zelo dolgo encimi igrajo pomembno vlogo v kemijskih
reakcijah, ki potekajo pri peki kruha, varjenju piva in izdelavi sira. Biokatalizatorji reakcij
ustvarjajo manj odpadnih snovi in omogocajo izvajanje industrijskih procesov v milejsih
razmerah. So torej okolju prijazna alternativa v primerjavi s klasicnimi kemijskimi
katalizatorji (Schwienhorst, 2002). Uporabljajo se v prehrambeni, tekstilni, kozmeti¢ni in

papirni industriji, v gospodinstvu, kmetijstvu, medicini in znanosti.

Glede na to, da smo ljudje vedno bolj ozavesceni o kratkorocnih in dolgoroc¢nih posledicah
uporabe kemicnih katalizatorjev, se vodilni znanstveniki ¢edalje bolj osredotocajo na t. i.
zeleno kemijo. Pri slednji gre za razvoj koncepta uporabe biokatalizatorjev, celih
mikroorganizmov ali samo encimov (bela biotehnologija) v smislu okolju prijaznih
procesov, proizvodnje obnovljivih in Cistih virov energije ter remediacijo toksicnih spojin
iz okolja. Nedavne Studije odkrivanja novih okolju prijaznih procesov, pri katerih ne bi bila
potrebna uporaba kemikalij, si pomagajo z uporabo modernih molekularnih orodij,
proteinskega inziniringa, metagenomike ter proteomike. Hkrati se osredotocajo tudi na
zniZzanje stroskov proizvodnje ter povecanje donosa in ucinkovitosti (Alcalde in sod.,

2006).

2.5.1 Cista energija

Primer zelene kemije so biogoriva, ki so v zadnjih letih pritegnila veliko pozornosti kot
alternativen in obnovljiv vir energije predvsem zaradi vse vec¢jega pomanjkanja fosilnih
goriv, nase odvisnosti od le-teh ter naraSCajoCe ozaveSCenosti o posledicah njihove
uporabe. Ze nekaj Gasa raziskovalci rastlinsko biomaso obravnavajo kot alternativo za
proizvodnjo biogoriv. Ustrezni encimi razgrajujejo kompleksno celi¢no steno rastlin in

produkti razgradnje so fermentabilni sladkorji, ki se v procesu fermentacije lahko
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pretvorijo v biogorivo. Da bi lahko biogoriva predstavljala konkurenco oziroma zamenjala
fosilna goriva, morajo biti energetsko, koli¢insko in ekonomsko ucinkovita ter okolju
prijazna, njihova proizvodnja pa mora biti cenovno ugodna. Nepopolno znanje o zgradbi
celicne stene in razgradnji le-te predstavlja oviro, ki jo moramo premagati, da bi bila
proizvodnja in uporaba teh goriv konkuren¢na fosilnim gorivom. Potrebnih je veliko
raziskav v smeri sestave celi¢nih sten pri rastlinah, encimske ter mikrobne hidrolize in/ali
fermentacije rastlinske biomase, razvoja novih metabolnih poti in iskanja novih

biokatalizatorjev (Li in sod., 2009).

Bioenergija danes predstavlja priblizno 15 % celoletne porabe energije na svetu in potreba
po cistejSih virih energije je vedno vecja. Predvideva se, da bo ¢ez 20 do 40 let mozno
ucinkovito pretvarjati biomaso v zelena transportna goriva (MacLean in sod., 2000). Glede
na encime in biomaso, uporabljeno pri proizvodnji, lo¢imo tri glavne skupine biogoriv.
Predelava rastlinskega olja v metil- ali druge kratkoverizne estre v reakciji
transesterifikacije z lipazami vodi v produkcijo biodizla. Drugo skupino predstavlja
biovodik. Vodik je brez vonja, barve in okusa ter ni toksi¢en. Edin stranski produkt pri
njegovem izgorevanju je voda. Pridobimo ga lahko, poleg ustaljenih postopkov
pridobivanja iz vode, tudi iz biomase. Tako so s pomo¢jo Rhodobacter spheroides pridobili
vodik z razgradnjo odpadnega sadja in zelenjave. Ta preces je trenutno v fazi
laboratorijskega testiranja in izboljSevanja. Vecina znanstvenikov se osredotoa na
uporabo hidrogenaz za proizvodnjo vodika iz odpadkov, vendar so za sedaj doprinosi
premajhni, da bi lahko ta oblika energije zazivela v realnosti. Bioetanol pa je Se tretja
opcija, z njim namre¢ lahko nadomestimo naftna goriva ali ga uporabimo kot dodatek
le-tem. V razvoju so alternativne tehnologije, ki s pomocjo encimov, kot so amilaze,
glukoamilaze, invertaze, laktaze, celulaze in hemicelulaze, hidrolizirajo skrob, saharozo,
laktozo, celulozo ali hemicelulozo v fermentabilne sladkorje. Ti se naprej fermentirajo s
pomocjo bakterij ali kvasovk za produkcijo etanola. S tem se izognemo uporabi moc¢nih
kislin in toksi¢nim odpadnim produktom. Tako pridobimo obnovljiv vir energije iz
odpadnih snovi, zmanjSamo Skodljive avtomobilske ter tovarniske emisije in pripomoremo

k cistejSemu okolju (Alcalde in sod., 2006).
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2.5.2 Celulaze

Poleg biotehnoloske aplikacije celulaz v proizvodnji biogoriv se lahko le-te uporabljajo
tudi v tekstilni industriji ter industriji detergentov (Steele in sod., 2008). Dodajanje celulaz
v detergente pripomore k odstranjevanju dolocenih vrst madeZzev, meh¢anju in lepsi barvi
oblacil. Med noSenjem in pranjem se le-ta poSkodujejo. Poskodbe so vidne na nivoju
mikrometrov, vendar tudi do milimetrov. Prav celulaze naj bi odstranjevale poskodbe, ki
svetlobo odbijajo drugace in spremenijo barvo, teksturo in obliko oblacila. Uporabljajo se
tudi v konc¢nih stopnjah priprave tekstila. Celulaze omogocajo t. i. postaran izgled oblacila,
poudarijo barve, omehcajo oblacilo ali pa ga naredijo odpornejSega na muckanje in trganje.
Pomembna je njihova koncentracija, saj prevelika koli¢ina lahko oblacila oziroma tkanino

poskoduje (Aehle, 2004).

Vv v

Postajamo bolj ekoloSko osvesceni, zato je voda vse bolj dragocena surovina. Detergenti za
pranje bodo v prihodnosti potrebovali manj ¢asa, vode in energije za CiSCenje, hkrati pa
bodo bolj ucinkoviti. Seveda se bo njihova sestava prilagajala potrebam potrosnikov in
novim vrstam tkanin in posode. Encimi bodo najbolj pripomogli k vecji u€inkovitosti
detergentov. Industrija bo iskala vedno boljSe razli¢ice encimov, nove encime z zelenimi

funkcijami in cenejSe postopke pridelave encimov (Aehle, 2004).

2.5.3 Ksilanaze

Ksilanaze so hidroliticni encimi, ki razgrajujejo ksilan, eno od sestavin rastlinske celi¢ne
stene. Uporabljajo se tako v kmetijstvu in prehrambeni industriji kot tudi v tekstilni in
papirni industriji (Steele in sod., 2008). Ze starodavni Egip&ani so pri peki kruha nevede
uporabljali encime, naravno prisotne v moki, a Sele v 20. stoletju smo moki namenoma
zaceli dodajati encime. Vanjo dodajamo tudi ksilanaze, natan¢neje endo-1,4-B-ksilanaze, ki
jo delajo bolj kvalitetno in polnovredno, z njimi nadzorujemo volumen in drobljivost
kon¢nega produkta in ga ohranjamo dlje Casa svezega. Aplikacija encimov v kmetijstvu je

ze vsesplosno sprejeta. Uporaba je pogosta predvsem pri mokrem mletju koruze in kot
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dodatek zivalski krmi. V krmi je prisoten velik odstotek vlaknin. Nekatere zivali (svinje,
koko$i in druga perutnina) nimajo encimov, ki razgrajujejo vlaknine. Tu nastopijo

ksilanaze, ki se najpogosteje dodajajo krmi (Aehle, 2004).

Naravna genska raznolikost in kompleksnost, ki jo najdemo v razli¢nih ekosistemih, je
izjemna. Ponuja nam idealen neusahljiv vir novih procesov ter biokatalizatorjev, ki
ucinkovito razgrajujejo odporno rastlinsko biomaso v fermentabilne sladkorje za
proizvodnjo biogoriv in drugih kemi¢nih dobrin (Li in sod., 2009). Encimi, pridobljeni z
metagenomskim pristopom, nam lahko omogocajo dostop do novih substratov in
posledi¢no do novih produktov, katerih sinteza ni mogoca z encimi, ki jih poznamo sedaj.
Poleg tega pa lahko s pomocjo metagenomike odkrijemo biokatalizatorje, ki delujejo v
ekstremnih razmerah (taks$nih, pri katerih ne deluje noben do sedaj znan encim) in bi jih

lahko uporabljali v mnogih industrijskih procesih (Steele in sod., 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1

POTEK DELA

Molekmlarne analize 165 tBENK genov iz objavljenih klonskih kmjimic mikrobnih zdmZzb
slepega frevesa kuncev

Erevesa kmnesv

Razvoj genetskih orodij za priprave metagenomskih knjiinic encimov iz zdmzbe slepega

\.

INSERTI VEKTOR
- Izolacijia KDNE L - Izolacijz pDNE
- Bspldil KOMPETENTNE - BamHIl
- Izezovanje vedjih CELICE - Ciifenje in
fragmentov defosforilacija
Pripravljene = Priptav]jene na
CaCl, elektroporacijo
LIGACLJA
+
- Klasifna transformacija - Doloéanje
- Elektroporacija povprefne
dolzine
mserta
- Delotanje
optimalne
velikosti
kmpimics
PRESEJALNI
FIZIOLOSKI TESTI
za ekstracelularne in
intracelularne encime
Trdna gojisca Tekota gojisca

- cone zbistritve okoli kolong
- cone zbistritve okoli
supematants po ZamezZovanj n
edtaljevanju

- reduktrvnt sladkerp v supematantu
celic liziranth z ultrazvokom
- reduktivni sladkerji v supematantu

meinic

Slika 2: Shematski prikaz poteka dela.
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Vzorec

Vzorec kuncjega slepega ¢evesa smo pridobili iz kunc¢je samice (us. st. 76478), slovenske
mesne linije SIKA (krizanec belega novofundlandca in kalifornijca), ki je bila rejena na
Biotehniski fakulteti, na Oddelku za zootehniko (Rodica). Od odstavitve in do usmrtitve
(12. 3. 2009, stara 4 mesece, 2800 g) je bila samica krmljena s komercialnimi peleti (Jata
Emona, Slovenija; 17 % CP, 14 % CF) ad libitum. Vzorci vsebine slepega Crevesa so bili
odvzeti v anaerobni komori Vinyl Anerobic Chamber (Coy Laboratories, ZDA) in

shranjeni z zamrzovanjem na —20 °C.

3.2.2 Gojisca
a) Trdno gojis¢e Luria-Bertani (LB)

Za pripravo 1 1 trdnega LB smo v primerno steklovino s tehtnico PN-163 (Mettler-Toledo,
Svica) zatehtali:

- 10 g triptona,

10 g NaCl,

- 5 g kvasnega ekstrakta,
15 g agarja.

Dolili smo destilirano vodo do 1 1 ter meSali na magnetnem mesSalu Yellow line MSH basic
(IKA, Nemcija) tako dolgo, da so se sestavine raztopile. Gojis¢e smo nato avtoklavirali v
avtoklavu A-21CA (Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija). Po avtoklaviranju smo
pocakali, da se malo ohladi, po potrebi dodali antibiotik ali IPTG in ga razlili v petrijevke.
Plo3¢e z gojiséem smo posusili v laminariju (Scholzen Technik, Svica) in jih shranili pri

4 °C.



19
Blazi¢ B. Razvoj genetskih orodij za pripravo metagenomskih knjiznic industrijsko pomembnih encimov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2011

b) Tekoce gojisce Luria-Bertani (LB)

Za pripravo 1 1 tekoCega LB smo v primerno steklovino zatehtali:

- 10 g triptona,
- 10 g NaCl,
- 5 g kvasnega ekstrakta.

Dolili smo destilirano vodo do 1 | ter meSali na magnetnem meSalu tako dolgo, da so se

sestavine raztopile. Gojis¢e smo avtoklavirali in pocakali, da se ohladi. Po potrebi smo

dodali antibiotik.

c) Teko¢ pufer Luria-Bertani (LB) za zamrzovanje

Za pripravo 1 I tekoCega LB za zamrzovanje smo v primerno steklovino zatehtali:

- 10 g triptona,

- 5 g kvasnega ekstrakta,

- 10 gNaCl,

- 6,3 g K2HP 04,

- 1,8 g KH2P04,

- 0,5 g CgHsNazO7 x 2H20,

- 1 gMgS0O4 x 7TH,0,

- 09 g (NH4)ZSO4,

- 44 ml 100 % glicerol,

- do 1000 ml destilirane vode.

Sestavine smo postopoma raztopili v 1 1 LB. Odmerili smo 95,6 ml raztopine v svezo
steklenicko in dodali 4,4 ml glicerola. Dobro smo premesali, s pH metrom Orion 520A
(Thermo Scientific, ZDA) gojiscu zagotovili pH 7,5 in ga avtoklavirali. Po potrebi smo

ohlajenemu gojiscu dodali antibiotik.

d) Gojisce za presejalne fizioloske teste

Za pripravo 1 | trdnega LB smo v primerno steklovino zatehtali:

- 10 g triptona,

- 10 gNaCl,

- 5 gkvasnega ekstrakta,

- 15 gagarja,

- 6 gksilana/ CMC/ mleka v prahu.
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Dolili smo destilirano vodo do 1 | ter meSali na magnetnem meSalu tako dolgo, da so se
sestavine raztopile. Gojis¢e smo nato avtoklavirali in pocakali, da se malo ohladi, po

potrebi dodali antibiotik ali IPTG in ga razlili v petrijevke. Plos¢e z gojis¢em smo posusili

v laminariju in jih shranili pri 4 °C.

3.2.3 Raztopine in kemikalije

Pri delu smo uporabili raztopine in kemikalije, navedene v Preglednici 2.

Preglednica 2: Seznam pri delu uporabljenih raztopin in kemikalij.

Kemikalija Proizvajalec DrZava porekla
IPTG Fermentas Nemcija
X-gal Fermentas Nemcija
Tripton Biolife Italija
NaCl Merck KgaA Nemcija
Kvasni ekstrakt Biolife Italija
Agar Bacteriological Biolife Italija
KH,PO, Merck KgaA Nemcija
(NH,),SO4 Merck KgaA Nemcija
MgSO, x TH,O Merck KgaA Nemcija
K,HPO, Kemika Hrvaska
C¢HsNa;0, x 2H,0 Kemika Hrvaska
Glicerol (=99 %) Sigma-Aldrich ZDA

1 kb lestvica Fermentas Nemcija
Streptomicin Fermentas Nemcija
Ampicilin Fermentas Nemcija
Izopropanol Merck KgaA Nemcija
Kloroform Merck KgaA Nemcija
Fenol Sigma-Aldrich ZDA
PAHBAH Sigma-Aldrich ZDA
Agaroza (Seakem LE Agarose) Cambrex ZDA

3.2.4 Genotip gostitelja

Za gostitelja smo izbrali E. coli TOP 10 (Invitrogen, ZDA). Genotip je sledec:

TOP 10 F—mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR

araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG
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3.3 METODE

3.3.1 Analiza mikrobne zdruZzbe v slepem ¢revesu

Za potrebe analize mikrobne populacije kuncjega slepega Crevesa smo na spletni strani
NCBI (NCBI, 2010) v podatkovni zbirki GeneBank (Benson in sod., 2008) poiskali
nukleotidne sekvence 16S rRNK knjiznic, ki so jih objavili Abecia in sod. (2005) ter
Monteils in sod. (2008). Na voljo smo imeli tudi e neobjavljene sekvence iz Studije Fanedl
in sod. (2009). S pomocjo internetnega orodja RDP Classifier (Wang in sod., 2007) za
analizo 16S rRNK, ki ga najdemo na spletni strani Ribosomal Database Project (RDP,
2010), smo dolocili taksonomsko hirearhijo vseh treh knjiznic in jih nato z orodjem

Library Compare, dostopnim na isti spletni strani, med seboj tudi primerjali.

3.3.2 Priprava insertov

3.3.2.1 Izolacija DNK

DNK iz kuncjega slepega Crevesa smo izolirali v laminariju. Vzorec smo najprej red¢ili v
10 mM pufru TE (pH 8,5). Sledilo je spiranje celic v TE pufru s centrifugiranjem v mali
centrifugi Mini Spin Plus (Eppendorf, Nemcija) pri 4000 x g. Celice smo sprali dvakrat in
odstranili supernatant. Nato smo jih resuspendirali v 567 pul 10 mM pufra TE in dodali
EDTA do 10 mM. Vsebino mikrocentrifugirke smo rahlo premesali in suspenziji dodali
3 pl proteinaze K (20 mg/ml) ter 30 pl 10 % SDS. Suspenzijo smo moc¢no premesali ter v
termobloku CH-100 (BioSan, Latvija) inkubirali 60 min pri 50 °C. Dodali smo 100 ul 5 M
NaCl in premesali, nato Se 80 ul 10 % CTAB v 0,7 % NaCl, segretega na 65 °C.
Suspenzijo smo premesali in inkubirali 10 min pri 65 °C. Sledila je ekstrakcija v enakem
volumnu kloroforma. MeSanico smo premesali in centrifugirali 10 min pri 8000 x g.
Zgornjo fazo smo odpipetirali v novo mikrocentrifugirko in dodali isti volumen fenola.
Mesanico smo premesali in centrifugirali. Zgornjo fazo smo prenesli v novo centrifugirko
in dodali 0,6 volumna izopropanola. MeSanico smo premesali in centrifugirali pri

14.000 x g. Po centrifugiranju smo iz mikrocentrifugirke odstranili supernatant in sprali
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usedlino ter stene z 1 ml ledeno hladnega etanola. Nato smo centrifugirali 10 min pri
14.000 x g in odstranili supernatant. Nukleinsko kislino smo posusili na sobni temperaturi
in raztopili v 20 pul 10 mM TE. Po potrebi smo dodali Se RNazo (1 pl na 200 pl raztopljene
nukleinske kisline). DNK smo shranili na —20 °C.

3.3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza

Koli¢ino in kvaliteto izolirane DNK smo preverjali z agarozno gelsko elektroforezo.
Pripravili smo 0,8 % agarozni gel, in sicer tako, da smo s segrevanjem v 40 ml
0,5-kratnega pufra TBE raztopili 0,32 g agaroze in jo razlili v zatesnjen nosilec s
primernim glavnikom ter pocakali, da se je gel strdil. Zatem smo v elektroforetsko banjico
Mini Sub Cell GT oziroma Wide Mini Sub Cell GT (Bio-Rad, ZDA) nalili toliko
0,5-kratnega TBE, da je bil gel prelit. Pred nanosom v Zepke gela smo vzorec obarvali in
obtezili z nanaSalnim pufrom in uporabili 1 kb lestvico kot marker, ki vsebuje DNK
fragmente naslednjih dolzin: 250 bp, 500 bp, 750 bp, 1000 bp, 1500 bp, 2000 bp, 2500 bp,
3000 bp, 3500 bp, 4000 bp, 5000 bp, 6000 bp, 8000 bp ter 10.000 bp. Elektroforeza
PowerPac (Bio-Rad, ZDA) je potekala 60 min pri 100 V. Gel¢ke smo 10 min barvali v
raztopini etidijevega bromida v destilirani vodi ter 10 min razbarvali v destilirani vodi.
Slikali smo jih v komori s kamero za slikanje gleCkov Gel Doc 1000 (Bio-Rad, ZDA) pod
UV lugjo pri valovni dolzini 254 nm in fotografije urejali s programom Molecular Analyst

Software 1.5 (Bio-Rad, ZDA).

3.3.2.3 Delna restrikcija

Kromosomsko DNK iz vzorca smo cepili z restrikcijskim encimom Bsp1431 (Fermentas,
Nemcija), da smo dobili inserte primerne dolzine. Pripravili smo si dve mikrocentrifugirki,
saj smo iste reakcijske meSanice inkubirali razlicno dolgo ter dodali 25,5 ul DNK, 3 ul
10-kratnega pufra Buffer Bsp1431 in 1,5 pl encima Bsp1431 do kon¢nega volumna 30 pl.
Mikrocentrifugirke so bile ves Cas na ledu. Ko so bile vse sestavine v mikrocentrifugirki,
smo s pipeto premesali vsebino in na hitro centrifugirali (0 °C, 10.000 x g, »short spin«).

Sledila je inkubacija v vodni kopeli na 37 °C za 30 in 35 min. Po inkubaciji smo dodali
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EDTA do 10 mM in dobro premesali. Uspesnost delne restrikcije smo preverili z agarozno
gelsko elektroforezo (0,8 % gel) in sicer tako, da smo cepljeno DNK primerjali z

necepljeno, ki je predstavljala kontrolo.

3.3.2.4 Priprava insertov na ligacijo

Za pridobivanje daljsih insertov oziroma fragmentov kromosomske DNK smo iz gela
izrezali fragmente, ki so daljsi od 5 kbp. Gel smo pripravili po Ze opisanem postopku. Po
slikanju gela nismo zavrgli, temve¢ smo ga polozili na prozorno mapo, znotraj katere je
bila slika gela iste velikosti kot gel sam. Tako smo glede na sliko s skalpelom, izrezali
koscke gela, kjer so fragmenti vecji od 5 kbp. Po cepitvi smo gel Se enkrat pogledali v Gel
Doc 1000 komori in preverili, ali je bila cepitev uspesna. DNK smo ocistili necisto¢ s
komercialno dostopnim kompletom po navodilih proizvajalca (QIAGEN, 2008). Najprej
smo stehtali 2 ml-mikrocentrifugirke in vanje dali kosc¢ke izrezane DNK. Dodali smo
3 volumne pufra Buffer QG na 1 volumen gela. Sledila je 10-minutna inkubacija pri 50 °C
z obCasnim meSanjem na vrtinénem meSalu Vortex-Genie 2 (Scientific industries Inc.,
ZDA). Po inkubaciji smo v meSanico dodali 1 volumen izopropanola in premesali. Vsebino
mikrocentrifugirke smo prenesli v QIAquick kolono in centrifugirali 1 min pri 17.900 x g.
Za cisCenje smo v kolono dali 0,75 ml pufra Buffer PE in centrifugirali 1 min.
Centrifugiranje smo ponovili §e enkrat. QIAquick kolono smo prenesli v ¢isto 1,5 ml
mikrocentrifugirko in za spiranje dodali 30 do 50 pL pufra Buffer EB ter centrifugirali

A%

1 min. Nato smo tako ocis¢eno DNK spet preverili z agarozno gelsko elektroforezo (0,8 %

gel).

3.3.3 Priprava vektorja

3.3.3.1 Izolacija plazmidne DNK

Za vektor smo izbrali plazmid pUC19 (Invitrogen, ZDA). Cez no¢ smo v stresalniku
RVI-403 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija) v 4 ml teko¢ega gojis¢a LB z ampicilinom na

37 °C in pri 200 obratih/min namnozili £. coli TOP 10, transformirano z zgoraj omenjenim
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plazmidom. Stiri ml prekonoéne kulture smo nato prenesli v mikrocentrifugirke in veckrat
centrifugirali, da smo dobili potrebno gostoto celic. 1zolacijo smo izvedli v laminariju s
komercialno dostopnim kompletom po navodilih proizvajalca (Roche, 2004). Pelet smo
resuspendirali v 250 pl pufra Suspension Buffer z dodano RNazo. Nato smo mesanici
dodali 250 pL pufra Lysis Buffer, nezno premesali in pri sobni temperaturi 5 min
inkubirali. Lizirani raztopini smo dodali 350 pl pufra Binding Buffer, nezno premesali in
5 min inkubirali na ledu. Sledilo je 10-minutno centrifugiranje pri 13.000 X g. Supernatant
smo prenesli v mikrocentrifugirko s filtrom in jo vstavili v zbiralno mikrocentrifugirko.
Centrifugirali smo 1 min. Celice smo odstranili tako, da smo dodali 700 pul pufra Wash
Buffer II in centrifugirali 2-krat po 1 min. DNK smo eluirali v sterilno 1,5 ml
mikrocentrifugirko z 100 pl pufra Elution Buffer in centrifugirali 1 min. Eluirano
plazmidno DNK smo shranili na —20 °C. UspeS$nost izolacije smo preverili z agarozno

gelsko elektroforezo (0,8 % gel).

3.3.3.2 Restrikcija

Plazmid pUC19 smo cepili z restrikcijskim encimom BamHI (Fermentas, Nemcija), da bi
ga lahko uporabili kot vektor. Pripravili smo reakcijsko meSanico s 43 ul plazmidne DNK,
5 pl 10-kratnega pufra Buffer BamHI in 1,5 pl restrikcijskega encima BamHI.
Mikrocentrifugirke so bile ves ¢as na ledu. Ko so bile vse sestavine v mikrocentrifugirki,
smo s pipeto premesali vsebino in na hitro (»short spin«) centrifugirali v veliki centrifugi
Mikro 200R (Hettich zentrifugen, Nemcija) pri 0 °C in 10.000 x g. Sledila je inkubacija v
vodni kopeli WB-13 (Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija) za 60 min na 37 °C. Po
60-minutni inkubaciji smo spet dodali 1,5 pl encima ter inkubirali 2 h v vodni kopeli na
37 °C. Cepljen plazmid smo shranili na —20 °C. UspesSnost restrikcije smo preverili z

agarozno gelsko elektroforezo.

3.3.3.3 Priprava vektorja na ligacijo

Cepljen plazmid pUCI19 smo ocistili s komercialno dostopnim kompletom po navodilih

proizvajalca (Roche, 2008). Najprej smo v mikrocentrifugirko dodali 500 pl pufra Binding
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Buffer in dobro premesali. MeSanico smo prenesli v mikrocentrifugirko s filtrom in jo
vstavili v zbiralno mikrocentrifugirko. Centrifugirali smo 1 min pri 13.000 x g. Odstranili
smo tekoCino v zbiralni mikrocentrifugirki, dodali 500 pl pufra Wash Buffer in
centrifugirali 1 min. Spet smo odstranili teko¢ino v zbiralni mikrocentrifugirki in dodali
200 pl istega pufra. Filter smo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko, dodali 50 pl pufra
Elution Buffer ter centrifugirali 1 min. Nato smo ga zavrgli. O¢iS€en vektor smo shranili na

—20 °C.

Plazmid smo naknadno defosforilirali z alkalno fosfatazo. Pripravili smo reakcijsko
mesanico, in sicer tako, da smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 62 pl plazmidne DNK,
10 pl 10-kratnega pufra FastAP, 26 pl vode brez nukleaz in 2 pl encima FastAP.
Reakcijsko mesSanico smo inkubirali 10 min pri 37 °C. Reakcijo smo zaustavili tako, da
smo meSanico inkubirali 5 min pri 75 °C. Vektor smo po koncani defosforilaciji zopet
ocistili s komercialno dostopnim kompletom po navodilih proizvajalca (Roche, 2008) in

Vv oW

uspesnost defosforilacije ter ¢iScenja preverili z agarozno gelsko elektroforezo (0,8 %).

3.3.4 Ligacija

Ligacijsko meSanico smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 1 pl
vektorja (20 ng DNK), 1 ul insertov kromosomske DNK (katere 10 ul je prikazanih na
Sliki 6), 7 pl 10-kratnega pufra T4 DNA Ligase Buffer in 1 pl ligaze T4 DNA Ligase
(Fermentas, Nemcija). Vsebino mikrocentrifugirke smo dobro premesali in inkubirali
90 min na 22 °C. Inaktivacija encima je potekala 10 min pri 65 °C. Ligacijska meSanica je

bila tako pripravljena za transformacijo.

3.3.4.1 Priprava kemi¢no kompetentnih celic

Nacepili smo kulturo E. coli TOP 10 na trdno gojis¢e LB s streptomicinom. Inkubirali smo
v komori [-50 (Kambic¢ laboratorijska oprema, Slovenija) ¢ez no¢ na 37 °C. Naslednji dan
smo prenesli eno kolonijo v erlenmajerico s 100 ml tekocega LB z dodanim

streptomicinom (100 pg/ml) in inkubirali na 37 °C v stresalniku pri 250 obratih/min. En ml
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prekonocne kulture TOP 10 smo prenesli v 100 ml svezega tekocega LB gojisca in stresali
v stresalniku na 37 °C pri 250 obratih/min. Vsake pol ure smo merili opti¢no gostoto pri
600 nm v spektrofotometru Jenway 6305 UV/VIS Spectrofotometer (Daigger, ZDA).
Erlenmajerico smo postavili na led, ko je bila ODgg blizu 0,4. Vsebino erlenmajerice smo
prenesli v centrifugirke in centrifuriali 10 min pri 0 °C in 2700 % g v veliki centrifugi. Nato
smo centrifugirke postavili na led, odstranili supernatant in resuspendirali pelet v 10 ml
CaCl,. Zopet smo centrifugirali in odstranili supernatant. Pelet smo resuspendirali v
2,353 ml CaCl;, s 15 % glicerola ter meSanico razporedili v mikrocentrifugirke po 100 pl.

Mikrocentrifugirke s kompetentnimi celicami smo shranili v zamrzovalniku na =70 °C.

3.3.4.2 Priprava kompetentnih celic za elektroporacijo

Nacepili smo kulturo E. coli TOP 10 v 5 ml tekocega LB in inkubirali v stresalniku prek
noci na 37 °C in 250 obratih/min. En ml prekono¢ne kulture smo naslednji dan prenesli v
100 ml tekocega LB z nizko vsebnostjo NaCl (0,1 g/100 ml) in kulturo inkubirali na 37 °C
pri 300 obratih/min. Sproti smo merili opti¢no gostoto pri 600 nm do vrednosti 0,6.
Kulturo smo prenesli v centrifugirke in jih postavili na led za 15 min. Centrifugirali smo
5 min pri 3000 x g in 0 °C. Odlili smo supernatant in resuspendirali z meSanjem na ledu v
30 ml ledeno hladne sterilne vode. Centrifugirali smo 2 min pri 10.000 x g in 0 °C.
supernatanta z meSanjem na ledu. Vsebino centrifugirke smo razdelili v mikrocentrifugirke
po 100 pl. Eno mikrocentrifugirko smo uporabili za merjenje upora, ostale smo zamrznili

na —70 °C.

3.3.4.3 Transformacija kemi¢no kompetentnih celic

Sto pl kompetentnih celic smo dodali 10 pl ligacijske meSanice in nezno premesali.
Suspenzijo smo 30 min inkubirali na ledu in nato 90 s na 42°C. Spet smo
mikrocentrifugirko inkubirali na ledu, in sicer 3 min. Dodali smo 400 pl LB in inkubirali
60 min na stresalniku pri 150 obratih/min in 37 °C. Po inkubaciji smo prenesli 200 pl

kulture na trdno gojisc¢e LB z ampicilinom (100 pg/ml) ter spojino X-gal (15 pg/ml) in
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plosce Cez no¢ inkubirali na 37 °C. Naslednji dan smo dolocili razmerje modro-belih

kolonij in frekvenco transformacije.

3.3.4.4 Elektroporacija

Preden smo se lotili transformacije z elektroporacijo, smo z dializo, ki je trajala 2 h,
ligacijsko meSanico ocistili soli. Dializo smo izvedli s komercialno dostopnim kompletom
po navodilih proizvajalca (New England BioLabs, 2002). V petrijevko smo nalili 30 ml
dvakrat destilirane vode (miliQ) in na teko¢ino polozili membrano/nitrocelulozni filter
(premer filtra 25 mm, velikost por 0,025 um; Millipore) tako, da je bila svetleca stran filtra
obrnjena navzgor. Plavajoci filter smo pustili tako 5 min, da se je popolnoma prepojil z
vodo. Nato smo na sredino filtra previdno odpipetirali ligacijsko meSanico (10 pl).
Petrijevko smo pokrili in pustili, da dializa poteka 2 h. Po dializi smo s pomocjo pipete s
filtra previdno zajeli ligacijsko meSanico in jo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko.
Potem smo z rahlim meSanjem zdruzili kompetentne celice za elektroporacijo (100 pl) in
dializirano ligacijsko meSanico (10 pl) ter inkubirali 1 min na ledu. Elektroporacijsko
mesanico smo prenesli v ohlajeno elektroporacijsko kiveto in izvedli elektroporacijo z
elektroporacijskim sistemom Gene Pulser (Bio-Rad, ZDA) pri 2,5 kV in 25 pF. Celicam
smo dodali 2 ml tekoCega gojis¢a LB in inkubirali 1 h na 37 °C in 50 obratih/min. Kulture
smo nacepili na trda gojis¢a LB, ki so vsebovala ampicilin (100 pg/ml) ter X-gal
(15 pg/ml) in ez noC inkubirali na 37 °C. Naslednji dan smo dolo€ili razmerje

modro-belih kolonij in frekvenco transformacije.

3.3.4.5 Pregledovanje dolZine insertov

Nekaj belih kolonij smo prek noci inkubirali v 5 ml teko¢ega LB z ampicilinom na 37 °C
ter 250 obratih/min. Iz prekono¢nih kultur smo izolirali plazmidno DNK s komercialno
dostopnim kompletom po navodilih proizvajalca (Roche, 2004). Sledila je restrikcija
plazmida z restrikcijskim encimom FastDigest Psfl (Fermentas, Nemcija). V restrikcijsko
meSanico smo dodali 3 pl plazmida, 5 pl destilirane vode, 1 pl 10-kratnega pufra

FastDigest Buffer ter 1 pl encima FastDigest Psfl. Inkubirali smo 10 min pri 37 °C in
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preverili uspesnost restrikcije z gelsko elektroforezo (0,8 % gel, 80 ml 0,5-kratnega TBE,
0,64 g agaroze). Gel smo nato analizirali z uporabo racunalniSkega programa GeneTools

(SYNGENE, Velika Britanija).

3.3.4.6 Dolocanje optimalne velikosti knjiznice za pridobitev rekombinantnega seva z
zeleno lastnostjo

Za izracun optimalne velikosti knjiZznice oziroma Stevila rekombinantnih sevov, ki jih je
treba imeti v knjiznici, da lahko zagotovimo, da se katerokoli zaporedje DNK iz vzorca

nahaja v njej, uporabimo formulo (Wabhl in sod., 1987):

N=In(I-P)/In(1-)) (D)

Kjer je: N — optimalna velikost knjiZnice
P — verjetnost (izrazena kot delez)

f— delez genoma v enem rekombinantnem sevu

Kot primer lahko izrac¢unamo Stevilo rekombinantnih sevov, ki so potrebni, da se z 99 %
verjetnostjo dolocena sekvenca DNK iz genoma E. coli nahaja v knjiznici, sestavljeni iz

insertov dolgih 40 kbp:

N=In(l-099)/In(1—{4x10"bp/47 % 10° bp)) = 461 rekombinantnih sevov

3.3.5 Presejalni fizioloSKki testi za preverjanje encimske aktivnosti

Metagenomsko knjiznico smo analizirali na osnovi funkcije. Odlocili smo se za dva

pristopa. Najprej smo pripravili klasi¢ne presejalne teste na trdnih in nato Se v tekocih

.....
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.....

Bele kolonije smo s postopkom pikiranja prenesli na trdno gojis¢e LB z ampicilinom in
IPTG ali v mikrotitrske plos¢e s teko¢im LB pufrom za zamrzovanje. Pustili smo, da se
rekombinantni sevi namnozijo ¢ez no¢ na 37 °C in 100 obratih/min ter jih odtisnili na trdna
gojis¢a LB z dodanim ampicilinom, IPTG (do 0,1 mM) ter s substrati za ksilanaze,
celulaze ali proteaze. Mikrotitrske plos¢e smo shranili tako, da smo jih zamrznili (=20 °C),
plosce pa pri 37 °C inkubirali 7 dni. Kolonije smo nato pregledovali za ksilanazne in
celulazne encimske aktivnosti tako, da smo jih 5 do 15 min barvali z lugolom. Nekaj
rekombinantnih sevov pa smo preverili tudi za proteazno aktivnost, in sicer tako, da smo
plosc¢e 10 min barvali z 1 M HCI. Iskali smo vidne cone razbarvanja okoli kolonij.

Petrijevke smo dokumentirali z digitalnim fotoaparatom (Canon, Japonska).

Rekombinantne seve iz mikrotitrske plosce s tekocim LB pufrom za zamrzovanje smo
precepili v druge mikrotitrske plosce z istim gojis¢em ter jih zamrznili jih pri =70 °C in
odtalili pri 50 °C. Ekstrakte smo prenesli na detekcijsko plos¢o z dodanimi substrati ter jih
48 h inkubirali pri 37 °C. Kolonije smo nato pregledovali za ksilanazne in celulazne
encimske aktivnosti tako, da smo jih 5 do 15 min barvali z lugolom. Iskali smo vidne cone

razbarvanja okoli kolonij. Plos¢e smo dokumentirali z digitalnim fotoaparatom.

.....

Rekombinantne seve shranjene v zamrznjenih mikrotitrskih plos¢ah smo ozivljali tako, da
smo jih razporedili v o¢iS¢en laminarij s prizganim gorilnikom in ventilacijo. Precepili smo
jih v dveh ponovitvah. Eno serijo smo ponovno zamrznili (—20 °C) za shranjevanje, drugo
serijo pa smo prek noc¢i inkubirali na 37 °C s stresanjem pri 100 obratih/min ter jih do
uporabe shranili na 4 °C. Pred pipetiranjem smo vsebino ploS¢ dobro premesali z
mesalnikom mikrotitrskih plo§¢ Vibromiks 30 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija) pri
150 obratih/min za 5 min. Iz luknjic v mikrotitrskih plo§¢ah smo sterilno odvzeli celotne
volumne (150 pl) in jih prenesli v sterilno epruveto z zamaskom Falcon (BD, ZDA) ter

vsebino dobro premesali na vrtinénem meSalu. Tako smo dobili 14 ml mesanice vseh
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rekombinantnih sevov z ene mikrotitrske plosce. Postopek smo ponovili Se za ostalih 19
mikrotitrskih ploS¢. Celoten volumen ene epruvete z zamaskom Falcon smo alikvotirali in
prvo polovico volumna meSanice rekombinantnih sevov 45 min razbijali v ledeni kopeli z
ultrazvokom. Vhodna jakost ultrazvoka je znaSala 220-230 V in 155 W, izhodna pa 70 W
ter 42 kHz. Drugo polovico meSanice rekombinantnih sevov smo pustili intaktno. Sledil je
test, s katerim smo dolocali aktivnost kloniranih zaporedij prek poviSane koncentracije
reduktivnih sladkorjev na rac¢un razgradnje rastlinskih polimernih substratov. V posamezno
luknjico v mikrotitrski plos¢i smo odpipetirali po 100 pl meSanice rekombinantnih sevov,
50 ul 0,05 % substrata (CMC, ksilan, Skrob, laminarin, pektin, gelan in lichenan) z
0,001-odstotnim Na-azidom. Tako pripravljene meSanice rekombinantnih sevov smo 72 h
inkubirali pri 37 °C. Prisotnosti reduktivnih sladkorjev po hidrolizi razli¢nih polimerov
smo kvalitativno sledili prek reagenta PAHBAH (Lever, 1977). Pripravili smo 50 ml
reagenta PAHBAH, in sicer tako, da smo zmesali 2,5 ml 1 M Na,SOs;, 2,5 ml 0,8 M
Na-citrata (pH 7,5) ter 2,5 ml 5 M NaOH. Dodali smo 30 ml destilirane vode in med
meSanjem pocasi dodali e 2,5 ml 0,2 M CaCl, in nato $e 1 g PAHBAH. Na koncu smo
dodali destilirano vodo do skupnega volumna 50 ml. Po 20 pl posamezne meSanice
rekombinantnih sevov z dodanimi substrati in E. coli brez insertov smo odpipetirali v
mikrotitrske bloke Deep weel (Thermo Fisher Scientific, ZDA) ter dodali 1 ml reagenta
PAHBAH. Po 10 min inkubaciji pri 100 °C za razvijanje reakcije smo dolocili intenziteto
rumene barve spektrofotometri¢no pri 415 nm. Iz rezultatov ponovitev E. coli brez insertov
smo izracunali povprecje in 2-kratno standardno deviacijo. Vrednosti absorpcije, dolocene
za raztopine rekombinantnih sevov, ki so bile ve¢je od vsote 2-kratne standardne deviacije

ter povprecja meritev za E. coli brez insertov, smo privzeli kot pozitivne.
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4 REZULTATI

4.1  ANALIZA MIKROBNE ZDRUZBE V SLEPEM CREVESU

Hipotezo, da prebavila kuncev predstavljajo primeren vir hidroliticnih encimov
lignoceluloze, smo preverili tako, da smo analizirali in med seboj primerjali 16S rRNK
knjiznice, objavljene v podatkovnih zbirkah, ter eno neobjavljeno Studijo o mikrobni

populaciji v kun¢jem slepem crevesu.

4.1.1 Taksonomska uvrstitev

Abecia in sod. (2005) so z analizo 16S rRNK knjiznice dobili 46 sekvenc. Od tega se jih je
73,9 % uvrstilo v deblo Firmicutes, 10,9 % v deblo Verrucomicrobia, 2,2 % v deblo
Bacteroidetes in ostalih 13 % med neklasificirane bakterije. Med slednje se je uvrstilo 6
sekvenc. Vecina (60,6 %) firmikutov je spadala v druzino Lachnospiraceae, od tega je
vseh 21 sekvenc Se neklasificiranih. Ena sekvenca firmikutov se je uvrstila med
neklasificirane ruminokoke, 9 med neklasificirane klostridije, 2 pa v rod Acetivibrio. V
deblu Verrucomicrobia so 3 sekvence spadale v rod Akkermansia, 2 pa med neklasificirane
verukomikrobije. Deblo Bacteroidetes je zajela 1 sekvenca, ki se je uvrstila v

neklasificirano druzino Porphyromonadaceae.

Monteils in sod. (2008) so v podatkovno bazo GeneBank posredovali 70 sekvenc. Najvec;ji
odstotek (91,4 %) jih je spadalo v deblo Firmicutes, 4,3 % v deblo Bacteroidetes, 1,4 % v
deblo Proteobacteria, 1,4 % v deblo Verrucomicrobia in $e zadnjih 1,4 % med
neklasificirane bakterije (1 sekvenca). V deblu Firmicutes je bila najstevilénejSa druzina
Ruminococcaceae (57,77 %), z 29 % ji je sledila druzina Lachnospiraceae in
Incertae Sedis XIII s 1,6 %. Kar 9,7 % (6 sekvenc) je bilo neklasificiranih klostridijev.
Zaporedje, ki se je uvrstilo v druzino Incertae Sedis XIII, je spadalo v rod Anaerovorax. V
druzino Lachnospiraceae je spadalo 17 sekvenc, od tega je bilo ena iz rodu
Marvinbryantia, ostala pa so spadala med neklasificirane Lachnospiraceae. V druzino

Ruminococcaceae so se uvstili rodovi Anaerotruncus (1 sekvenca), Subdoligranulum (1
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sekvenca), Ruminococcus (1 sekvenca), Oscillibacter (4 sekvence), Acetivibrio (8 sekvenc)
in 22 sekvenc neklasificiranih ruminokokov. Deblo Bacteroidetes je z eno sekvenco
predstavljalo rod Butyricimonas, ostali 2 sekvenci pa sta spadali med tiste, ki jih ni bilo
mogoc¢e natanéneje uvrstiti. V deblo proteobakterij se je z 1 sekvenco uvrstil rod

Variovorax, v deblo Verrucomicrobia pa rod Akkermansia.

Fanedl in sod. (2009) so v neobjavljeni Studiji dobili 492 sekvenc. Kar 85 % bakterijskih
sekvenc je spadalo v deblo Firmicutes, ostale pa so se porazporedile v debla Bacteroidetes
(5,9 %), Verrucomicrobia (1,6 %), Proteobacteria (0,7 %) in TM7 (2 %). Triindvajset
sekvenc ni imelo taksonomske uvrstitve. Vecina (56,3 %) firmikutov je spadala v druzino
Ruminococcaceae, od tega 18 sekvenc v rod Ruminococcus, 13 sekvenc v Acetivibrio, 10
sekvenc v rod Butyricicoccus, po 5 sekvenc v rodova Oscillibacter in Anaerotruncus, 2
sekvenci v rod Subdoligranulum, po ena sekvenca v rodova Lactonifactor in Papillibacter,
najve¢ (168 sekvenc) pa med neklasificirane ruminokoke. Ostalih 19 % firmikutov smo
uvrstili v druzino Lachnospiraceae, od katerih je 6 sekvenc spadalo v rod Coprococcus, 1
sekvenca v rod Marvinbryantia in 69 v Se neklasificirane rodove. Majhen delez (0,8 %)
firmikutov se je uvrstil v druzino Clostridiaceae in rod Clostridium (3 sekvence). Med
firmikuti pa se je znaSlo tudi 5 sekvenc rodu Bacillus in 1 sekvenca rodov Terribacillus,
Staphylococcus, Allobaculum in Anaerovorax. V druzino neklasificiranih klostridijev je
spadalo 23,8 % firmikutov. Od proteobakterij smo nasli alfa-, beta- in
gamaproteobakterije. Mednje so se uvrscali rodovi Xanthobacter, Variovorax (1 sekvenca)
in Escherichia/Shigella. V deblu Bacteroidetes so se nahajali rodovi Bacteroides s 15
sekvencami, Alistipes, Odoribacter, Butyricimonas in 3 neklasificirane sekvence. Med
verukomikrobiji smo naleteli na 7 sekvenc rodu Akkermansia in 2 neklasificirani sekvenci.
V deblo TM7 se je uvrstilo 10 sekvenc. Majhnega odstotka (0,8 %) sekvenc iz te knjiznice
pa nismo mogli uvrstiti v domeno bakterij. Vse 4 sekvence najverjetneje spadajo med

arheje, a je odstotek sorodnosti zelo majhen (od 14 % do najvec 46 %).
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4.1.2 Primerjava knjiZnic

Knjitnica | Knjifnica Il Knjiinica Il
{(Abecia in sod., 2005) {Monteils in sod., 2008) {Fanedl in sod., 2008}
BO% 226 Lqggy 4% 43% 20%-~ 7% 5 9%
' 14% - 0.7% 1.6%
73,9% 91.4% 84,8%

O Bacteroidefes B Verrucomicrobia
O Firmicutes O Profeobacteria
mTMT O neklasificirane bakterije

Slika 3: Graficni prikaz taksonomske primerjave knjiznic (Abecia in sod., 2005; Monteils in sod., 2008;
Fanedl in sod., 2009) na nivoju debel.

Vse tri knjiznice smo primerjali med seboj, da bi ugotovili, kaj imajo skupnega in v ¢em se
najbolj razlikujejo. Ze iz slike (Slika 3) je razvidno, da je v vseh treh knjiznicah
prevladovala skupina bakterij iz debla Firmicutes. NajStevilénejsi skupini sta bili
neklasificirana druZina Lachnospiraceae in Ruminococcace. V knjiznici I (Abecia in sod.,
2005) je bilo ve¢ sekvenc iz druzine neklasificiranih Lachnospiraceae (45,7 % oz. 21
sekvenc) kot neklasificiranih Ruminococcace (2,2 % oz. 1 sekvenca), v ostalih dveh
knjiznicah pa je veljalo ravno obratno. V knjiznici II (Monteils in sod., 2008) je bilo
31,4 % neklasificiranih ruminokokov (22 sekvenc) in 24,3 % neklasificiranih sekvenc iz
druzine Lachnospiraceae (17 sekvenc), v knjiznici III (Fanedl in sod., 2009) pa 35,2 %
sekvenc, ki so spadale v druzino neklasificiranih Ruminococcaceae (173 sekvenc) in
14,6% neklasificiranih sekvenc iz druzine Lachnospiraceae (72). Kar precej je izstopala
tudi druzina neklasificiranih klostridijev, kamor smo iz knjiznice I uvrstili 9 sekvenc
(19,6 %), iz knjiznice II 6 sekvenc (8,6 %) in iz knjiznice III 94 sekvenc (19,1 %).
Knjiznica I je imela smo 2 sekvenci (4,3 %), ki sta klasificirani. To sta bili sekvenci iz rodu

Acetivibiro. Tudi v knjiznici II smo s 11,4 % naleteli na ta rod in v knjiznici III z 2,6 %.
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Najve¢ klasificiranih predstavnikov iz debla Firmicutes v knjiznici III je imela druzina
Ruminococcaceae. Najsteveil¢nejsi je bil rod Ruminococcus (16 sekvenc oz. 3,3 %), nekaj
je bilo tudi sekvenc iz rodu Butyricoccus (10 sekvenc oz. 2 %) in Oscillibacter (5 sekvenc
0oz. 1 %). Rodove, kot so Lactinofactor (0,2 %), Sporobacter (0,2 %), Papillibacter
(0,2 %), Bacillus (1 %), Terribacillus (0,2 %), Staphylococcus (0,2 %), Coprococcus

(1,2 %) in Allobaculum (0,2 %), smo zasledili samo v knjiznici III.

Deblo Bacteroidetes je bilo s kar 5,9 % najbolj zastopano v knjiznici III, a v primerjavi s
knjiznicama I (2,2 %) in II (4,3 %) to ni bilo prav veliko ve€. V knjiznici I smo nasli samo
1 sekvenco, ki je spadala v to deblo, natan¢neje med neklasificirane Porphyromonadaceae.
Med slednje se je uvrstila tudi ena sekvenca iz knjiznice II, ostali dve pa v rod
Butyricimonas in druzino neklasificiranih Bacteroidales. Za knjiznico III je bila znacilna
nekoliko vecja pestrost. Kar 15 sekvenc (3 %) je pripadalo rodu Bacteroides, 4 sekvence
rodu Alistipes, 2 sekvenci rodu Odoribacter in ena rodu Butyricimonas. 1,4 % sekvenc je

ustrezalo neklasificiranim druzinam Porphyromonadaceae in Bacteroidales.

Med verukomikrobije se je uvrstilo najve¢ sekvenc iz knjiznice III. Kar 6 sekvenc (1,2 %)
je bilo iz rodu Akkermansia. V knjiznici Il je bila tega rodu le 1 (1,4 %) in v kniznici I le 2
sekvenci (4,3 %). Iz knjiznic I in III so se po 3 sekvence uvrstile v neklasificirano druzino

Verrucomicrobiaceae.

Bakterij iz debla proteobakterij ni bilo moc¢ zaslediti v knjiznici L. Je pa bila prisotna po 1
sekvenca iz rodu Variovorax tako v knjiznici Il kot v knjiznici III. Na najvec
predstavnikov tega debla smo naleteli v slednji. Poleg ze omenjenga rodu Variovorax smo
s po eno sekvenco nasli Se rod Escherichia/Shigella, rod Xanthobacter in neklasificirano

druzino Xanthobacteraceae.

V skupino bakterij debla TM7 je spadalo 10 sekvenc (2 %) iz knjiznice III, natan¢neje v

rod Incertae Sedis. Zaporedja iz ostalih knjiznic niso spadala v to deblo.

Zelo veliko sekvenc se je uvrstilo med neklasificirane bakterije. Najvec, kar 13 % (6

sekvenc), je bilo sekvenc iz knjiznice 1. Sledila ji je knjiznica Il s 5,5 % ali 27 sekvencami
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in knjiznica II z 1,4 % oziroma 1 sekvenco. Zanimivo je tudi odkritje mikroorganizmov, ki

ne sodijo k bakterijam in najverjetneje spadajo med arheje (najve¢ 46 % podobnost).

4.2  INSERT

Najprej smo iz vzorca izolirali kromosomsko DNK. Na Sliki 4 je prikazan razultat gelske
elektroforeze kromosomske DNK, ki smo ji dodali encim RNazo. Razvidno je, da je

kromosomska DNA fragmentirana in dolga najve¢ 50—70 kb.

1 ””H]H ! , £ B
11 i il ] [ # ¥
Slika 4: Izolacija kromosomske DNK obdelane z encimom RNazo.

Legenda: 1 — standardna 1kbp DNK lestvica, 2 — kromosomska DNK

Insert smo pripravili tako, da smo izvedli delno restrikcijo kromosomske DNK. Na Sliki 5
je prikazan rezultat gelske elektroforeze ene od delnih restrikcij kromosomske DNK, ki je
protrebna za pripravo insertov za metagenomske knjiznice. DNK smo cepili z

restrikcijskim encimom Bsp1431.

Slika 5: Primer agarozne (0,8 %) gelske elektroforeze delne restrikcije kromosomske DNK.

Legenda: 1 — standardna 1kbp DNK lestvica, 2 — delna restrikcija kromosomske DNK (30 min), 3 — delna
restrikcija kromosomske DNK (35 min), 4 — kromosomska DNK
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Sledila je priprava insertov na ligacijo. To smo storili tako, da smo vso cepljeno
kromosomsko DNK nanesli na gel in nato izrezali fragmente, vecje od 5 kbp. Po cepitvi
smo DNK o¢istili necisto¢ s komercialno dostopnim kompletom po navodilih proizvajalca
(QIAGEN, 2008). Uspesnost cepljenja in ¢is¢enja kromosomske DNK smo preverili na
gelu (Slika 6).

Slika 6: Preverjanje upesnosti cepljenja in ¢is¢enja kromosomske DNK po delni restrikciji.

Legenda: 1 — standardna 1kbp DNK lestvica, 2 — cepljena in o¢is¢ena DNK po delni restrikciji, 3 —
kromosomska DNK

4.3 VEKTOR

Vektor smo pripravili s komercialno dostopnim kompletom po navodilih proizvajalca

(Roche, 2004). Nato smo plazmid cepili z restrikcijskim encimom BamHI in ocistili s

komercialno dostopnim kompletom po navodilih proizvajalca (Roche 2008) (Slika 7).

™

Slika 7: Ociscen cepljen plazmid pUC19.

I

Legenda: 1 — standardna 1kbp DNA lestvica, 2 — o¢iS¢en cepljen plazmid, 3 — necepljen in neociscen plazmid
(opazimo vec¢ oblik plazmida: odprti krog, linearno in superzvito obliko)
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Sledila je defosforilacija z alkalno fosfatazo in ponovno ¢is¢enje plazmida (Slika 8).

A T
0 Wi
&

Slika 8: Cepljena, ociScena ter defosforilirana plazmidna DNA.

Legenda: 1 — standardna 1kbp DNK lestvica (1 pl), 2 — standardna 1kbp DNK lestvica (3 pl), 3 — standardna
1kbp DNK lestvica (5 pl), 4 — cepljen, ociscen ter defosforiliran pUC19

4.4 DOLOCANIJE OPTIMALNE VELIKOSTI KNJIZNICE ZA POPOLNO
POKRITOST KNJIZNICE IN PRIDOBITEV REKOMBINANTNEGA SEVA Z
ZELJENO LASTNOSTJO

Da z 99 % verjetnostjo (P) zagotovimo prisotnost vsakega fragmenta iz genoma E. coli v
metagenomski knjiznici s fragmenti ustrezne dolzine (v) 6000 bp pri velikosti genoma (G)

4,7 x 10° bp, bi potrebovali:

N=in(l-P)/In(1-(/G) Q)

N=1In(l—-099)/In(l— (610 bp/4,7 x 10° bp))= 3605 rekombinantnih
sevov

V primeru drugacnih dolzin insertov in drugacnih verjetnosti detekcije posameznih
rekombinantnih sevov v metagenomski knjiznici genoma E. coli se spremeni tudi velikost
knjiznice (Preglednica 3). Za izracun Stevila rekombinantnih sevov za popolno pokritost
knjiznice pri doloCeni dolzini inserta in doloCeni verjetnosti smo uporabili naslednje
priblizke: za velikost genoma smo privzeli velikost genoma E. coli (4,7 x 10° bp), kot
spodnjo mejo Stevila razli¢nih genomov smo privzeli 500 vrst (Wang in sod., 2005), kot

zgornjo pa Stevilo 10° (Ley in sod., 2008). Torej je velikost mikrobnega metagenoma v
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slepem &revesu kunca vsaj 500 do 10° x velikosti genoma E. coli, pri ¢emer razlike v
zastopanosti posameznih mikrobnih skupin v mikrobni zdruzbi $e niso bile upostevane. Za
zajetje take raznovrstnosti bi ob konservativnih ocenah spodnje meje potrebovali od

1.802.540 do 3609 x 10° rekombinantnih sevov.

Preglednica 3: Stevilo rekombinantnih sevov, potrebnih za detekcijo poljubne sekvence genoma E. coli
dolocene dolZine pri izbrani verjetnosti (P) (za ekstrapolacijo na metagenom kuncjega slepega Crevesa
vrednosti pomnozimo s 500 ali 10° rekombinantnih sevov).

Dolzina Velikost knjiZnice (§t. rekombinantnih sevov)
inserta (bp) P=0,99 P =0,95 P=10,90 P =10,80 P=0,70 P =0,50
500 43.332 28.198 21.619 15.133 11.279 6486
1000 21.665 14.098 10.809 7566 5639 3243
2000 10.831 7048 5404 3783 2819 1621
3000 7220 4698 3602 2522 1879 1081
4000 5414 3523 2701 1891 1409 810
5000 4331 2818 2161 1513 1127 6438
6000 3609 2348 1801 1260 939 540
10.000 2164 1408 1080 756 563 324
30.000 720 468 359 251 187 108
60.000 359 233 179 125 93 54
100.000 214 139 107 75 56 32
150.000 142 92 71 50 37 21
1,E+08
=
2
2 1E+0T7 - —~—P=099
s L
g =P =095
<
Q
] P =0,90
)
S 1,E+06 -
L2 P =0,80
8
= —*—P =0,70
=Y
2 1E+05 ——P =0,50
¢
o)
>
1,E+04 : : |
1,E+03 1,E+04 1,E+05 1,E+06

Dolzina inserta (log (bp))

Slika 9: Odvisnost Stevila potrebnih rekombinantnih sevov v knjiznici od dolZine inserta pri razlicnih
verjetnostih za E. coli (za ekstrapolacijo na metagenom kuncjega slepega Crevesa je treba, za konservativno
oceno Stevila potrebnih rekombinantnih sevov, na grafu predstavljeno Stevilo rekombinantnih sevov
pomnoziti s 500 ali 10°).
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4.5 LIGACIA, TRANSFORMACIJA IN ANALIZA DOLZINE INSERTOV

Za vsako ligacijo smo na novo pripravili inserte (inserti A, B in C). Vektor je bil vedno
enak. Ligacijsko meSanico smo transformirali v kompetentne celice z dvema metodama.
Najprej smo uporabili klasi¢ni pristop z uporabo kalcijevega klorida. Ker se je izkazalo, da
klasi¢na transformacija ni dovolj uspesna, smo uporabili Se metodo elektroporacije, dokler
nismo bili zadovoljni z rezultati. UspeSnost ligacije smo preverjali z modro-belim testom,

dolzino insertov pa doloc¢ali s programom GeneTools.

4.5.1 Ligacija z inserti A in kemicna transformacija

Pripravili smo ligacijsko meSanico z inserti A in dobljene rekombinantne plazmide na
klasien nacin transformirali v kompetentne celice, pripravljene s kalcijevim kloridom.
Celice smo namnozili na trdnem LB goji§cu ob dodatku ampicilina in X-gal. Dolocili smo
razmerje Stevila belih kolonij glede na Stevilo modrih in izracunali frekvenco
transformacije (Priloga A). Frekvenca transformacije je bila 1,06 x 10° kolonij/ug
plazmida. Nato smo preverili tudi dolzino insertov, in sicer tako, da smo ligacijske
produkte rezali z restrikcijskim encimom FastDigest Pstl in jih nanesli na gel. Analizirali
smo ga s programom GeneTools, da bi ugotovili priblizno dolzino insertov (Slika 10 in

Preglednica 4).
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Slika 10: Analiza insertov A (iz rekombinantnih sevov pripravljenih s kemi¢no transformacijo) z uporabo
programa GeneTools.
Legenda: 1 — standardna 1kbp DNK lestvica, 2 — pUC19, 3 — cepljen, ociscen ter defosforiliran pUC19, od 4
do 15 —ligacijski produkti A, 16 — standardna 1kbp DNK lestvica

Preglednica 4: Dolocanje priblizne dolzine insertov A iz rekombinantnih sevov pripravljenih s kemi¢no
transformacijo.

Crodukta e kb Doliina vektorja (bp)  Dolzina inserta (bp)
4 6175 2766 3409
5 4000 2766 1234
6 3595 2766 829
7 6000 2766 3234
8 3276 2766 510
9 8618 2766 5852
10 4878 2766 2112
11 6693 2766 3927
12 4309 2766 1543
13 4417 2766 1651
14 5132 2766 2366
15 3595 2766 829
Povpredje: 2291
SD: 523

Iz Preglednice 4 je razvidno, da je povprecen insert A dolg 2291 bp.
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4.5.2 Ligacija z inserti B in transformacija z elektroporacijo

Pripravili smo ligacijsko mesanico z inserti B. Kompetentne celice smo z dobljenimi
rekombinantnimi plazmidi transformirali z elektroporacijo. Dolocili razmerje Stevila belih
kolonij glede na Stevilo modrih ter izraCunali frekvenco transformacije (Priloga B).
Frekvenca transformacije je znasala 2,13 x 10® kolonij/ug plazmida. Takoj za tem smo
preverili, kako dolgi so bili inserti B. Dolocili smo povpre¢no dolzino fragmentov po Ze

omenjenem postopku (Slika 11 in Preglednica 5).

1|1 2(3|4|5|6|7 8|9 [1011112]13|14[15|16
10000bp~._ | N
— — [ o el

6000 bp —— == = =
——] — ] — -

P =" =

3000 bp o D e
1000 bp—"" | :‘_=
—— L.

Slika 11: Analiza insertov B (iz rekombinantnih sevov pripravljenih z elektroporacijo) z uporabo programa
GeneTools.

Legenda: 1 — standardna 1kbp DNK lestvica, 2 — pUC19, 3 — cepljen, ociscen ter defosforiliran pUC19, od 4
do 15 — ligacijski produkti B, 16 — standardna 1kbp DNK lestvica
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Preglednica 5: Dolocanje priblizne dolzine insertov B iz rekombinantnih sevov pripravljenih z
elektroporacijo.

;:Z\;Ll:{iilgacuskega l])):;(zil::l? t:g(:l);l)Jskega DolZina vektorja (bp) Dolzina inserta (bp)
4 12500 2739 9761
5 5115 2739 2376
6 3659 2739 920
7 8689 2739 5950
8 6787 2739 4048
9 5477 2739 2738
10 4758 2739 2019
11 3895 2739 1156
12 6604 2739 3865
13 6818 2739 4079
14 10379 2739 7640
15 5000 2739 2261
Povprecje: 3901
SD: 364

Iz Preglednice 5 je razvidno, da je povprecna dolzina insertov B 3901 bp.

4.5.3 Ligacija z inserti C in transformacija z elektroporacijo

Ligacijsko meSanico smo pripravili z inserti C in ligacijski produkt vstavili v kompetentne
celice z elektroporacijo. Nato smo doloc€ili razmerje Stevila belih kolonij glede na Stevilo
modrih ter frekvenco transformacije (Priloga C). Frekvenca transformacije je bila
4,89 x 10" kolonij/ug plazmida. Ker je bila ligacija uspesna, smo preverili tudi, kako dolge
inserte smo pridobili (Slika 12 in Preglednica 6).
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Slika 12: Analiza insertov C (iz rekombinantnih sevov pripravljenih z elektroporacijo) z uporabo programa
GeneTools.

Legenda: 1 — standardna 1kbp DNK lestvica, 2 — pUC19, 3 — cepljen, o¢iscen ter defosforiliran pUC19, od 4
do 15 — ligacijski produkti C, 16 — standardna 1kbp DNK lestvica

Preglednica 6: Dolocanje priblizne dolzine insertov C iz rekombinantnih sevov pripravljenih z

elektroporacijo.
IS):?)\(I;Ll;zl;gacljskega ];:;(Zil;ll? t:‘lg(;;l)]skega DolZina vektorja (bp) Dolzina inserta (bp)
4 5695 2739 2956
5 6029 2739 3290
6 4758 2739 2019
7 5267 2739 2528
8 3240 2739 501
9 5267 2739 2528
10 5267 2739 2528
11 6270 2739 3531
12 4573 2739 1834
13 14059 2739 11320
14 3356 2739 617
15 5695 2739 2956
Povpredje: 3051
SD: 2685

1z Preglednice 6 lahko razberemo, da je povprecna dolzina inserta C 3051 bp.
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Slika 13: Histogram, ki prikazuje Stevilo rekombinantnih sevov pri doloceni velikosti inserta.

Ob dolocanju Stevila rekombinantnih sevov (Slika 13) pri razli¢nih dolzinah insertov smo

ugotovili, da je kar tretjina (33,33 %) vseh analiziranih sevov dolga med 2000 in 3000 bp.

4.6  PRESEJALNI FIZIOLOSKI TESTI ZA PREVERJANJE ENCIMSKE
AKTIVNOSTI

Pripravili smo metagenomsko knjiznico s 5880 rekombinantnimi sevi. Povprecen insert v

18,1 Mbp veliki knjiznici je bil dolg 3081 bp.

4.6.1 Presejalni testi na trdnih gojiscih

Rekombinantne seve smo po 7 dneh inkubacije na 37 °C preverili, ¢e imajo sposobnost
razgradnje danega vira ogljika. Petrijevke s ksilanom in celulozo smo prelili z lugolom,
tiste z mlekom v prahu pa smo prelili z 1 M HCI. Pustili smo stati 5 do 15 min in nato
okoli kolonij iskali cone zbistritve. Pri nobenem od 5880 rekombinantnih sevov nismo
nasli cone zbistritve. Petrijevke smo dokumentirali z digitalnim fotoaparatom. Slika 14

predstavlja pozitivne kontrole.
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Slika 14: Petrijevki z gojis¢em LB z ampicilinom ter IPTG, ki smo jima dodali §krob ali ksilan ter ju
obarvali z lugolom. Cone zbistritve predstavljajo pozitivne kontrole z divjimi sevi. Ob testiranju
rekombinantnih sevov nismo zaznali merljivih con zbistritve.

Rekombinantne seve, ki smo jih podvrgli temperaturnemu stresu, smo preverjali za
intracelularno encimsko aktivnost. Po inkubaciji na detekcijskih plos¢ah smo kolonije
pregledovali za ksilanazne in celulazne encimske aktivnosti tako, da smo jih 5 do 15 min
barvali z lugolom. Iskali smo vidne cone razbarvanja okoli kolonij. Nobena kolonija ni
kazala merljive ksilanazne ali celulazne aktivnosti. Plos¢e smo dokumentirali z digitalnim

fotoaparatom.

4.6.2 Presejalni testi v tekocih gojiscih

.....

metagenomske rekombinantne seve, urejene na posameznih mikrotitrskih ploscah, smo
precepili na druge mikrotitrske plosce in sveze zrasle rekombinantne seve, zdruzili. Eno
polovico take meSanice rekombinantnih sevov smo lizirali z ultrazvokom, da so se encimi
lahko sprostili, drugo polovico mesanice rekombinantnih sevov pa smo pustili celo. Dodali
smo jim razli¢ne substrate (CMC, ksilan, Skrob, laminarin, pektin, gelan in lichenan). Po
inkubaciji smo izvedli test na redukcijske sladkorje z reagentom PAHBAH ter izmerili

ODy;s. Kot kontrole smo uporabili meritve E. coli brez insertov, ki smo jih obravnavali
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enako kot metagenomske rekombinantne seve. Nasli smo nekaj mikrotitrskih plosc, katerih

mesSanica rekombinantnih sevov kaze povec¢ano encimsko aktivnost (Slika 15-Slika 21).

CcMC

OD (420 nm)

suspenzija celic
—— razbite celice

12 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20

Plosca
Slika 15: Prikaz primerjave pozitivnih encimskih aktivnosti mesanic rekombinantnih sevov v suspenziji
(rumeno) in mesanic liziranih rekombinantnih sevov (roza) za CMC. Crti predstavljata povpre&je kontrolnih
meritev E. coli brez insertov s priSteto 2-kratno standardno deviacijo meritev. Vrednosti, vi§je od kontrolnih,
predstavljajo meSanice, v katerih so prisotni rekombinantni sevi z iskano aktivnostjo.
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Slika 16: Prikaz primerjave pozitivnih encimskih aktivnosti me$anic rekombinantnih sevov v suspenziji
(rumeno) in mesanic liziranih rekombinantnih sevov (roza) za ksilan. Crti predstavljata povpregje kontrolnih
meritev E. coli brez insertov s priSteto 2-kratno standardno deviacijo meritev. Vrednosti, vi§je od kontrolnih,

predstavljajo mesanice, v katerih so prisotni rekombinantni sevi z iskano aktivnostjo.
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Slika 17: Prikaz primerjave pozitivnih encimskih aktivnosti mesanic rekombinantnih sevov v suspenziji
(rumeno) in mesanic liziranih rekombinantnih sevov (roza) za pektin. Crti predstavljata povprecje kontrolnih
meritev E. coli brez insertov s pristeto 2-kratno standardno deviacijo meritev. Vrednosti, visje od kontrolnih,

OD (420 nm)

predstavljajo mesanice, v katerih so prisotni rekombinantni sevi z iskano aktivnostjo.
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Slika 18: Prikaz primerjave pozitivnih encimskih aktivnosti mesanic rekombinantnih sevov v suspenziji
(rumeno) in medanic liziranih rekombinantnih sevov (roza) za gelan. Crti predstavljata povpregje kontrolnih
meritev E. coli brez insertov s pristeto 2-kratno standardno deviacijo meritev. Vrednosti, visje od kontrolnih,

predstavljajo mesanice, v katerih so prisotni rekombinantni sevi z iskano aktivnostjo.
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Slika 19: Prikaz primerjave pozitivnih encimskih aktivnosti mesanic rekombinantnih sevov v suspenziji
(rumeno) in medanic liziranih rekombinantnih sevov (roza) za laminarin. Crti predstavljata povpreéje
kontrolnih meritev E. coli brez insertov s pristeto 2-kratno standardno deviacijo meritev. Vrednosti, vi§je od
kontrolnih, predstavljajo meSanice, v katerih so prisotni rekombinantni sevi z iskano aktivnostjo.
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Slika 20: Prikaz primerjave pozitivnih encimskih aktivnosti mesanic rekombinantnih sevov v suspenziji
(rumeno) in medanic liziranih rekombinantnih sevov (roza) za skrob. Crti predstavljata povpre&je kontrolnih
meritev E. coli brez insertov s pristeto 2-kratno standardno deviacijo meritev. Vrednosti, visje od kontrolnih,

predstavljajo mesanice, v katerih so prisotni rekombinantni sevi z iskano aktivnostjo.
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Slika 21: Prikaz primerjave pozitivnih encimskih aktivnosti mesanic rekombinantnih sevov v suspenziji
(rumeno) in mesanic liziranih rekombinantnih sevov (roza) za lichenan. Crti predstavljata povprecje
kontrolnih meritev E. coli brez insertov s pristeto 2-kratno standardno deviacijo meritev. Vrednosti, visje od
kontrolnih, predstavljajo meSanice, v katerih so prisotni rekombinantni sevi z iskano aktivnostjo.

Na Sliki 15 lahko vidimo, da je Stevilo pozitivnih meSanic rekombinantnih sevov liziranih
z ultrazvokom 13, intaknih pa je le 8. Iz Slike 16 je razvidno, da je vec pozitivnih meSanic
rekombinantnih sevov tam, kjer smo jih pustili intaktne (16) kot v primeru liziranih celic
(9). Pri naslednjem polimeru pektinu lahko opazimo, da so pozitivne samo 3 meSanice, od
tega 2 meSanici intaktnih sevov in 1 meSanica liziranih (Slika 17). V primeru gelana je
prav tako samo ena meSanica rekombinantnih sevov lizirana z ultrazvokom kazala na
poveCano aktivnost, medtem ko je bilo pozitivnih intaktnih mSanic sevov kar 15
(Slika 18). Ravno obratno opazimo na Sliki 19, kjer je le ena meSanica intaktnih sevov in
14 mesanic liziranih sevov kazalo sposobnost razgradnje laminarina. Skrob je razgrajevala
ena meSanica intaktnih rekombinantnih sevov ter 8 meSanic liziranih celic (Slika 20).
Najve¢ pozitivnih mesanic rekombinantnih sevov je bilo v primeru lichenana (Slika 21),

kjer je kar 19 intaktnih in 7 liziranih meSanic kazalo povecano aktivnost.
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S RAZPRAVA

Z nasim delom smo Zeleli pripraviti metagenomsko knjiznico, ki bi vsebovala
rekombinantni sev z aktivnim encimom za depolimerizacijo rastlinskih polimerov.
Uspesno smo pripravili metagenomsko knjiznico s 5880 rekombinantnimi sevi. Dolzina
povpreCnega inserta je bila 3081 bp, velikost knjiznice pa 18,1 % 10° bp. Nekatere

meSanice rekombinantnih sevov so kazale iskano encimsko aktivnost.

Vir metagenomske DNK je predstavljala mikrobna populacija kuncjega slepega crevesa. V
ta namen smo dolocili taksonomsko hierarhijo treh knjiznic in jih nato med seboj tudi
primerjali. 1z vseh podatkov skupaj lahko zaklju¢imo, da je prebavni trakt kuncev zelo
raznolik. Podobnost knjiznice I s knjiznico II je le 13 %, kar kaze na veliko diverziteto
(Monteils in sod., 2008). Vecina sekvenc, pridobljenih v treh opisanih Studijah, je bila
novih, Se neklasificiranih, ki so del novih taksonomskih enot, vi§jih od vrste. Velja pa
poudariti, da so bile dolocene sekvence iz vseh treh knjiznic sorodne, spet druge pa mocno
razli¢ne. Slednje »satelitske« vrste so po mnenju Monteils in sod. (2008) bolj variabilne in
njihova zastopanost v ekosistemu je razlicna glede na razlike med individualnimi gostitelji
in okoljem. Bennegadi in sod. (2003) so dokazali, da imajo sestava in koli¢ina krme ter
zdravje kunca modan ulinek na obstojeto floro slepega ¢revesa. Ce se je kunec
prehranjeval s krmo z nizko vsebnostjo vlaknin, se je koli¢ina bakterij iz skupine
Flexibacter-Cytophaga-Bacteroides dvakrat povecala. V bolnih kuncih se je mocno
povecalo Stevilo F. succinogenes in F. intestinalis, kar sedemkrat pa se je zmanjsalo Stevilo
R. albus. S to raziskavo so potrdili vlogo vlaknin v mikrobni zdruzbi kuncjega slepega
¢revesa in potrdili, da je potrebna minimalna stopnja vlaknin v prehrani, da se ohrani
stabilnost in u¢inkovitost tega ekosistema. Abecia in sod. (2005) ter Fanedl in sod. (2009)
so za poskus uporabili kunce, ki so bili intenzivno hranjeni za hitrejSo rast. V primeru
Monteils in sod. (2008) pa je bil prehranjevalni rezim manj intenziven. Mogoce tu ti¢i
vzrok za razliko med knjiznicami. Seveda je treba poudariti tudi Stevilo pridobljenih
sekvenc v posamezni knjiznici. Skoraj 500 sekvenc je bilo na voljo za analizo v knjiZnici
III, medtem ko je bilo v knjiznici II 70 in v knjiZnici I le 46 sekvenc. Torej je mozno, da je

bila knjiznica I premajhna, da bi lahko zajela reprezentativni vzorec bakterijske zdruzbe v
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preiskovanem okolju. Ugotovili smo, da v vseh treh knjiznicah prevladujejo bakterije iz
debla Firmicutes (Slika 3). To je povsem v skladu s pri¢akovanji, saj se Ze nekaj Casa
predvideva, da je v prebavnem traktu rastlinojedcev to deblo bakterij eno od
najstevilénejsih. Med bakterije iz debla Firmicutes uvrs¢amo kar nekaj celuloliticnih
bakterij (Ruminococcus albus in R. flavefaciens), ki so zelo dobro raziskane ter naj bi
najve¢ pripomogle k razgradnji krme rastlinskega izvora, a so sicer redke predstavnice
vampa in drugih delov prebavnega trakta rastlinojedih zivali (Brulc in sod., 2009).
Primerjava med knjiznicami kaZze na veliko pestrost debla Bacteroidetes v mikrobiomu
kuncjega slepega Crevesa ter hkrati na dejstvo, da je to deblo treba natanc¢neje raziskati in
oceniti njegovo funkcijo v tem ekosistemu. Presenetljivo je, da v nobeni od knjiznic niso
zaznali predstavnika skupine Prevotella/Bacteroides. Ta skupina je v prebavnih traktih
prezvekovalcev in nekaterih kopitarjev pogosta (Monteils in sod., 2008). Tretje mesto po
Stevilu predstavnikov je zasedlo deblo Verrucomicrobia, ki je bilo opisano Sele pred
kratkim. Identificirane vrste so bile po veCini izolirane iz vode, prsti in iztrebkov pri
raznolikih razmerah (ekstremno visoke ali nizke ter zmerne temperature, mocno
onesnazena okolja, Zivijo kot simbionti) (Schlesner in sod., 2006). O¢itno so prisotne tudi
v prebavnem traktu in kot je razvidno iz primerjave vseh treh knjiznic, so pomembna
skupina tudi v kun¢jem slepem crevesu. Deblo proteobakterij je bilo prisotno samo v
knjiznicah II in II. V slednji je bilo predstavnikov ve¢, in sicer iz rodov
Escherichia/Shigella, Xanthobacter ter Variovorax. Variovorax sp. je tudi edina vrsta, ki je
bila doloCena z ve¢ kot 97 % podobnostjo v obeh knjiznicah. Ta bakterija je bila v
preteklosti najpogosteje izolirana iz tal in zaklju¢imo lahko, da je razlog za to, da se je
nahajala v analiziranih knjiznicah, ta, da jo kunci zauzijejo s hrano ali pa je predstavnica
normalne mikrobne zdruzbe slepega Crevesa. Kandidatna skupina TM7 je bila prisotna
samo v knjiznici III. V knjiznici I je bilo veliko sekvenc, ki jih $e ne znamo klasificirati v
nobeno znano bakterijsko deblo, nekaj manj pa jih je bilo tudi v knjiznici II in IIL
Presenetljivo je bilo dejstvo, da v nobeni od analiziranih knjiznic nismo zasledili bakterij iz
rodu Fibrobacter. F. succinogenes je namre¢ ena od treh dominantnih celuloliti¢nih
bakterijskih vrst v vampu ter slepem Crevesu prasicev, podgan in kopitarjev. Zanimivo je
tudi, da je knjiznica III zajela nekaj 16S rRNK sekvenc, ki niso bakterijske. Se najbolj
podobne so arhejam. Te so sicer prisotne in pomembne predstavnice mikroflore prebavil

nekaterih rastlinojedih zivali (npr. v vampu). Z opisano analizo smo dokazali, da so v
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slepem cCrevesu kunca prisotne bakterije, ki razgrajujejo lignocelulozo, sestavino
rastlinskih celi¢nih sten. Torej je obstajala teoreticna moznost, da bi z naso diplomsko
nalogo pridobili rekombinantni sev, ki bi imel ksilanazno, celulazno ali katero drugo

aktivnost.

Analizi knjiznic je sledila priprava metagenomske knjiznice. Najprej smo izolirali
kromosomsko DNK z neposredno metodo CTAB. Ta metoda nam omogoca ekstrakcijo
DNK iz vecine celic ter razmeroma slabo fragmentirano DNK, ki je primerna za pripravo
dolgih insertov. Vecina raziskav sicer kaze v prid posredni metodi za izolacijo DNK, a smo
se mi vseeno odlocili za neposreden pristop brez predhodnega locevanja mikrobnih celic
od vzorca zato, ker se celuloliticni mikroorganizmi pogosto moc¢no vezejo na povrs§ino
vlaken (Michalet-Doreau in sod., 2001). S posrednim pristopom bi torej ve¢ino mikrobne
DNK izgubili. 1z Slike 4 je razvidno, da je bila kromosomska DNA fragmentirana in dolga
najve¢ 50-70 kb, kar je bilo dovolj za omejitev dolzine insertov, ki nam jo postavlja
plazmidni vektor. Metagenomsko DNK smo cepili z restrikcijskim encimom Bsp143I in se
uspesno znebili manjSih fargmentov DNK, ki bi posledicno zmanjsSevali dolzino
povprecnega inserta. Le-ta pa mora biti vecja od dolzine povprecnega gena. Ocenjuje se,
da je povprecen gen za funkcionalen genski produkt dolg okoli 1000 bp. Mi smo preverili
dolzino ksilanaz iz organizmov preucevanega ekosistema, dostopnih na NCBI, in
ugotovili, da se dolzina gena za encim v povprecju giblje med 1500 in 3000 bp.
Restrikcijski encim Bspl1431 ustvari konce, kompatibilne s tistimi, ki so cepljeni z

restrikcijskim encimom BamH]I, s katermi smo rezali vektor.

Za vektor smo izbrali plazmid pUC19. Restrikcijo smo izvedli z restrikcijskim encimom
BamHI in ga odistili (Slika 7). Ciséenje je bilo potrebno zato, da smo se izognili kasnejsim
tezavam pri ligaciji. V raztopini so namre¢ skupaj z vektorjem ostali tudi restrikcijski
encimi, ki so sicer bili inaktivirani, a za ligacijo je treba dodati Mg®" ione, ki so kofaktorji
restrikcijskih encimov. Tako bi se restrikcijski encimi lahko zopet aktivirali in nam unicili
ligacijske produkte. Da bi preprecili recirkularizacijo z restrikcijskim encimom obdelanega
plazmida in povecali verjetnost vkljuevanja inserta v vektor, smo plazmid defosforilirali z

alkalno fosfatazo in ga zopet ocistili (Slika 8).
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Ker smo se zavedali, da je Stevilo pozitivnih rekombinantnih sevov v metagenomski
knjiznici v primerjavi z njeno velikostjo ponavadi zelo majhno, smo pred nadaljnjim delom
izracunali optimalno velikost knjiznice, ki bi jo potrebovali, da bi pridobili vsaj 1 pozitiven
rekombinantni sev. Uporabili smo Enac¢bo 1. V Preglednici 3 lahko vidimo, da so Stevilke
ogromne Ze za genom E. coli. Velikost mikrobnega metagenoma v slepem c¢revesu kunca
pa je Se do milijonkrat vec¢ji (Enacba 2). Iz Slike 9 je razvidno, da se velikost knjiznice z
dolzino inserta spreminja. Kraj$i ko je insert, vecja je optimalna velikost knjiznice in
obratno. Dejstvo pa je, da vecja knjiznica in pregledovanje ve¢ rekombinantnih sevov ne

pomeni vecje uspesnosti pri pridobivanju pozitivnega rezultata (Preglednica 1).

Sledila je priprava kompetentnih celic. Najprej smo se odlocili za klasi¢no transformacijo,
zato smo pripravili kompetentne celice s kalcijevim kloridom. Za gostitelja smo izbrali
celice E. coli. Kljub temu da ni nujno najboljsi gostitelj, smo se odlocCili za E. coli, saj je
prilagojena delu s plazmidnim vektorjem pUC19. Delo z E. coli je tudi najbolj enostavno.
Pripravili smo ligacijsko meSanico z inserti A in po ligaciji smo kompetentne gostiteljske
celice transformirali z ligacijskim produktom. Transformante smo nacepili na trdna gojisca
LB z ampicilinom in X-gal. Inkubacija je potekla ¢ez no¢ in naslednji dan smo gojisca
pregledali. Ugotovili smo, da je razmerje Stevila belih kolonij glede na Stevilo modrih
dokaj nizko (Priloga A). Analiza insertov (Slika 10) je pokazala, da je pri vseh 12
naklju¢no izbranih kolonijah klasicne transformacije prisoten plazmid z insertom.
Povprecen insert A je bil dolg 2291 bp (Preglednica 4). Ker smo Zeleli pridobiti
rekombinantne seve z daljSimi inserti, smo se odlocili, da bomo kompetentne celice
transformirali Se z elektroporacijo. Postopek priprave insertov in ligacijo smo ponovili.
Uporabili smo inserte B. Tokrat smo morali kompetentne celice in ligacijsko meSanico
ocistiti soli. Prevelika koncentracija soli bi med elektroporacijo prevajala tok in tako bi
izgubili dragoceno ligacijsko meSanico, kompetentne celice ter veliko Casa in truda,
vlozenega v pripravo le-teh. Elektroporacija naceloma daje boljSo frekvenco oziroma
ucinkovitost transformacije, saj naj bi elektri¢ni tok povzrocil, da se v celitni membrani
odprejo pore, skozi katere rekombinantna DNK lahko vstopi. Pred elektroporacijo smo
imeli celice konstantno na ledu, da bi minimizirali $kodo. Transformante smo prenesli na
gojisca. Razmerje modro-belih kolonij ligacije z inserti B je bilo slabSe kot v primeru

ligacije z inserti A (Priloga B). Nekatera razmerja so bila kar 10-krat manjSa. DolZina
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insertov je bila veliko boljsa (Preglednica 5), povprecen insert B je bil dolg 3901 bp, kar
je precej vec kot v primeru dolZine povprecnega inserta A. Elektroporacijo smo ponovili Se
enkrat. Z ligacijo z inserti C smo bili najbolj zadovoljni. Razmerja modro-belih kolonij so
bila boljsa (Priloga C). Insert C je bil v povprecju dolg 3051 bp (Preglednica 6).
Analizirali smo tudi Stevilo rekombinantnih sevov pri dolocenih dolzinah inserta in
ugotovili, da je najve¢ rekombinantnih sevov (12 rekombinantnih sevov oz. 33,33 %)
dolzine od 2000 bp do 2999 bp (Slika 13). Tudi skupna povprec¢na dolzina insertov s
3081 bp kaze na to, da so fragmenti DNK dovolj dolgi, da bi lahko kodirali funkcionalen

encim.

Sledilo je iskanje pozitivnega rekombinantnega seva. Bele kolonije vseh treh transformacij
smo najprej prepikirali ter odtisnili na trdna gojiSca s substrati za encime, ki smo jih iskali
(celulaze, ksilanaze, proteaze). Presejalne teste za odkrivanje ekstracelularnih encimov
smo izvedli z barvanjem z lugolom oziroma v primeru proteaz s HCI. Po barvanju smo vse
plosce z rekombinantnimi sevi, ki so vsebovali inserte A, B in C pregledali ter ugotovili, da
nismo pridobili nobenega pozitivnega rekombinantnega seva, saj okoli nobene kolonije ni

bilo opaziti cone razbarvanja.

Nato smo nekaj rekombinantnih sevov preverili Se za intracelularne encime. Tako smo s
hitrim zamrzovanjem in odmrzovanjem pri visoki temperaturi povzroc€ili razpad celic in
posledi¢no je v gojisce prisla tudi citoplazma liziranih celic. Tam naj bi se nahajali tudi
intracelularni encimi, ¢e bi bili sintetizirani. Suspenzijo tekocCega gojis€a in citoplazme
smo prenesli na trdno gojis€e s primernimi substrati ter inkubirali. Ponovno smo iskali

cone zbistritve po barvanju. Ni bilo pozitivnega rezultata.

.....

odlocili, da bomo rekombinantne seve testirali Se v tekoCem gojisS¢u in z veC substrati.
Polovico rekombinantnih sevov smo z ultrazvokom razbili tako, da se je sprostila vsebina
citoplazme in s tem tudi intracelularni encimi, drugo polovico pa smo pustili intaktno in
iskali ekstracelularne encime. Celicam smo dodali tudi Na-azid, ki je inhibitor celi¢ne rasti
in metabolizma. Tako smo zagotovili, da razgradnjo polimerov ne povzrocajo celi¢ni

mehanizmi, temve¢ rekombinantni encimi. Dodali smo reagent PAHBAH, ki se ob
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prisotnosti reduktivnih sladkorjev obarva rumeno. Merili smo absorbanco pri 420 nm in
nasli pozitivne rezultate. V nekaterih jamicah v mikrotitrski plos¢i je bil torej prisoten
encim, ki je razgrajeval substrat v reduktiven sladkor. Za boljSo preglednost smo izrisali
grafe, ki prikazujejo opti€no gostoto celic v suspenziji in liziranih celic pri 420 nm

(Slika 15-Slika 21).

Iz grafov lahko razberemo, da se prisotnost aktivnih biokatalizatorjev razlikuje med
intaknimi in liziranimi celicami. Hkrati velja, da so razlike v aktivnosti tudi med razli¢nimi
rastlinskimi polimeri. Na splosno lahko zaklju¢imo, da je bilo vec¢ pozitivnih meSanic
rekombinantnih sevov prisotnih tam, kjer smo celice pustili intaktne. Ta rezultat je zelo
zanimiv, saj smo pricakovali vecjo aktivnost pri liziranih celicah. Logi¢no je namre¢, da bi
pri slednjih zaznali tako ekstracelularne encime kot tiste, ki se na¢eloma ne sproscajo iz
celic, torej bi bilo ve¢ pozitivnih meSanic v tem primeru. Iz tega sledi, da ultrazvocna
obdelava celic morda poskoduje/denaturira tudi encime oziroma jih inaktivira. Iz podatkov,
ki jih imamo, lahko torej predvidevamo le, da so bili zaznani encimi vecinoma
tem, da gostitelj, kot je E. coli, verjetno nima ustreznih sistemov izlocanja. Torej so bili
encimi lahko praviloma ekstracelularni, a jih gostitelj ni bil zmoZzen izlociti iz celice.
Mozno je, da smo pozitivhe rezultate pridobili v primeru liziranih celic ravno iz prej
omenjenega razloga. Obstaja pa tudi verjetnost, da so nekateri encimi postali funkcionalni
Sele po lizi celic. Tako je bil lahko v nekem rekombinantnem sevu zapis za eno polovico
encima, v drugem rekombinantnem sevu pa zapis za drugo, in ko so se citoplazme vseh
rekombinantnih sevov v jamici zdruzile, se je zdruzil tudi encim in tako postal
tem, da je bila premajhna in je zato s prostim ocesom nismo opazili, saj je bila
koncentracija encimov zelo nizka. V primeru merjenja intenzitete rumene barve reagenta
PAHBAH ob prisotnosti reduktivnih sladkorjev pa spektrofotometer zazna ze zelo majhne
spremembe v absorbanci. Same izmerjene aktivnosti rekombinantnih sevov so sicer
majhne, a jih lahko pripiSemo temu, da so bile meSanice rekombinantnih sevov 100-krat

razredCene.
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Dejstvo je, da so bile vrednosti opti¢ne gostote pri intaktnih rekombinantnih sevih vecje od
tistth pri liziranih rekombinantnih sevih, torej lahko zaklju¢imo, da je bila v nasi
metagenomski knjiznici prisotna tako intracelularna kot ekstracelularna aktivnost, le da je
bila slednja precej visja (Slika 15-Slika 21). To je v skladu z dejstvom, da je lignoceluloza
netopna in njena razgradnja vec¢inoma poteka zunaj celice (Leschine, 1995). Razlike so bile
opazne tudi na nivoju polisaharidov. Najvec¢jo aktivnost so rekombinantni sevi pokazali v
primeru lichenana, najmanjSo pa v primeru pektina. Ta podatek je zanimiv, saj je pektin v
krmi rastlinskega izvora koliCinsko precej bolj zastopan kot lichenan. Odstotek
rekombinantnih sevov, ki so imeli sposobnost razgradnje celuloze (52,5 %) in ksilana
(62,5 %), je bil veliko bolj pricakovan. Pri gelanu je bila vecja ekstracelularna aktivnost.
bi morali verjetno rekombinantne seve testirati za ve¢ polisaharidov. Ob majhni aktivnosti
pa bi morali imeti bolj ucinkovit sistem detekcije (visoko zmogljivostne avtomatizirane
presejalne teste) ali pa bi se iskanja posameznih pozitivnih rekombinantnih sevov lotili s

sekvenciranjem.

V tej nalogi pripravljena genetska orodja za iskanje novih encimov pa odpirajo popolnoma
novo moznost v prihodnosti. V naslednjem koraku nameravamo sinhronizirati in
maksimizirati sintezo mRNK tar¢nih genov v vzorcu z dodajanjem ciljnega substrata. Po
izolaciji celokupne RNK bomo izvedli poliadenilacijo 3’ konca ter poliadenilirano RNK z
reverzno transkriptazo prevedli v cDNK, jo klonirali v gostitelja ter tako pridobili
knjiznico ¢cDNK, ki bo vsebovala bistveno vecjo gostoto sekvenc iskanih genov, ki jih
lahko zaznamo z razvitimi fizioloSkimi testi. Orodje je pripravljeno tako, da lahko
kloniramo produkte reverznih transkripcij in izmerimo aktivnost nastalih proteinov iz

vneSenih sekvenc. Orodje je torej primerno tudi za pripravo in analizo knjiznic cDNK.
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6 SKLEPI

- Taksonomska hierarhija 16S rRNK knjiznic mikrobnih zdruzb kuncjega slepega
crevesa, ki so dostopne v podatkovnih zbirkah na spletu, kaze na prisotnost
mikroorganizmov, ki imajo sposobnost razgradnje kompleksnih rastlinskih

polimerov ter na veliko raznolikost le-teh,

- iz vsebine kuncjega slepega crevesa smo ekstrahirali celokupno DNK primerne

kvalitete za pripravo insertov metagenomske knjiznice,

- povprecna dolzina insertov v rekombinantnih sevih, ki znasa 3081 bp, je vecja od

dolzine povprecnega tarCnega gena,
- razviti presejalni testi omogocajo zaznavo pozitivnih aktivnosti izrazenih genov,

- metagnomska knjiznica vsebuje meSanice rekombinantnih sevov, ki so sposobni

depolimerizacije vsaj enega od rastlinskih polimerov,

- pripravljena metagenomska knjiznica, velika 18,1 x 10° bp, zado¢a za odkritje

pozitivnega rekombinantnega seva.
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7 POVZETEK

Encimi so primerni katalizatorji za razvoj okolju prijaznih industrijskih procesov. Velika
vecina industrijsko pomembnih encimov je mikrobnega izvora, torej je pridobivanje
mikrobnih biokatalizatorjev klju¢ni korak pri razvoju novih industrijskih procesov. Tezava
je v dejstvu, da smo s klasicnimi laboratorijskimi tehnikami omejeni na le 1 %
prokariontov, ki jih najdemo v naravi. Podro¢je metagenomike se je razvilo kot alternativni
pristop k iskanju novih sekundarnih metabolitov in encimov. Z direktnim kloniranjem
metagenomske DNK v gostiteljsko celico lahko natan¢no in neodvisno od sposobnosti

kultivacije preu¢imo metagenom nekega mikroorganizma.

V okviru diplomskega dela smo Zeleli pripraviti metagenomsko knjiznico, ki bi vsebovala
rekombinantni sev z encimom, ki depolimerizira enega od rastlinskih polimerov.
Metagenomsko DNK, izolirano iz vsebine kuncjega slepega crevesa, smo uporabili za
pripravo plazmidne metagenomske knjiznice. Za vzorec smo izbrali vsebino kuncjega
slepega Crevesa, ker vsebuje mikroorganizme, ki so sposobni razgrajevati lignocelulozo.
Dolocili smo taksonomsko hierarhijo treh 16S rRNK knjiznic mikrobnih zdruzb kuncjega
slepega Crevesa, ter ugotovili, da v vzorcu lahko pri¢akujemo mikroorganizme z encimi, ki
razgrajujejo kompleksne rastlinske polimere. Knjiznice smo med seboj tudi primerjali in
zakljucili, da je prebavni trakt kuncev zelo raznolik. Vsebuje veliko Stevilo bakterij, ki jih
ne znamo uvrstiti v poznane vrste ali celo visje taksonomske enote. V vzorcu lako torej
pricakujemo tudi neke nove Se neodkrite encime. Iz vzorca smo izolirali dovolj dolgo in
kvalitetno kromosomsko DNK ter pripravili inserte primerne dolzine. Le-ti so bili ve¢ji od
povprecne dolzine tarénega gena (npr. gen za ksilanazo). Pridobili smo metagenomsko
knjiznico, veliko 18,1 x 10° bp. Vsebovala je 5880 rekombinantnih sevov z 3081 bp
dolgim povpre¢nim insertom. Knjiznico smo s presejalnimi testi na osnovi funkcije

pregledali za pozitivne rekombinantne seve z iskano encimsko aktivnostjo. Z gojenjem na

.....

.....

rekombinantnih sevov, ki so bili ali celi ali pa lizirani z ultrazvokom. Inhibirali smo

celicno rast z Na-azidom ter dodali reagent PAHBAH, ki ob prisotnosti reduktivnih
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sladkorjev spremeni barvo. Rezultatom smo sledili spektrofotometricno in zasledili
rekombinantne seve, ki so razgrajevali dodane substrate (celuloza, ksilan, Skrob, pektin,

lichenan, laminarin in gelan). Na podlagi dobljenih rezultatov smo sklepali, da aktivnosti

.....

.....

sistem (visoko zmogljivostne avtomatizirane presejalne teste). Se bolj udinkovito bi se
pridobivanja pozitivnih rekombinantnih sevov lahko lotili s pripravo cDNK knjiznic, kjer
bi pricakovali vecje Stevilo pozitivnih rekombinantnih sevov kot pri klasicnem pristopu

oblikovanja metagenomskih knjiznic.
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PRILOGE

Priloga A: Dolocanje uspesnosti ligacije z inserti A z izraCunom razmerja med belimi in modrimi
kolonijami.

Petrijevka Bele kolonije Modre kolonije Ramerije (%)
Al 16 6 267

A2 27 8 338

A3 10 1 1000

A4 27 7 386

A5 17 0 1700

A6 12 0 1200

A7 4 2 200

A8 28 3 933

Priloga B: Dolocanje uspesnosti ligacije z inserti B z izraunom razmerja med belimi in modrimi kolonijami.

Petrijevka Bele kolonije Modre kolonije Ramerje (%)
B1 345 218 158
B2 309 231 134
B3 280 277 101
B4 264 236 112
B5S 300 239 126
B6 251 252 100
B7 301 224 134

Priloga C: Doloc¢anje uspesnosti ligacije z inserti C z izraCunom razmerja med belimi in modrimi
kolonijami.

Petrijevka Bele kolonije Modre kolonije Ramerje (%)
C1 47 2 2350
C2 23 0 2300
C3 63 0 6300
C4 34 5 680
C5 42 0 4200
Co 60 2 3000
C7 39 0 3900
C8 69 1 6900
C9 71 0 7100
C10 31 0 3100




