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asimilacijske teste ter testirali toleranco naitamd soli (NaCl, MgGl in MgSQ,). Medtem ko se encimski in
asimilacijski profili med vrstami bistveno na radazlje, predvsem rast na MgCbmoga@a lotevanje med
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drugih suhih okolij. Kljub temu, da so soline umetrstvarjeno okolje, so verjetno glavni habitavgea vrste

roduWallemia
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ITS rDNA sequences three new taxa were recognixettw species\WWallemiasp. represents a link between
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very similar morphological characteristics, therefave searched for phenotypic characteristicsabald be
used to distinguish them. We performed enzymatitassimilation tests and tested for tolerance fferéint
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differ significantly, growth in medium with Mgglallows the separation between individual species.
Ecologically onlyW. ichthyophagas different from others. Its extremely halophili@ture enables it to
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representatives of the genus are xerophilic oeastlxerotolerant, so they inhabit a wide varidtynore or
less osmotic stressful environments. They weraisd| from hypersaline water of saltern, from sweaity,

dry foods and other dry environments. Salternsaaranthropogenic environment, but represent anitapo

habitat for all species of the gerMi&allemia
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ribonukleinska kislina
vrsta (»species«)
raztopina za pripravo suspenzije spor (»sameension solution«)
Tris-borat-EDTA
Tris-EDTA
volt
krat-(ni)
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1 UvoD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Wallemiaje filogenetsko star in nenavaden rod bazidiomibegtiv, ki zajema ene izmed
najbolj ekstremofilnih evkariontskih organizmov sgnih doslej. RodVallemiazaenkrat
zajema le tri vrsteW. sehi W. muriaein W. ichthyophagaki vse kazejo kserotoleranten
zn&aj, to je sposobnost naseljevanja habitatov z meizzodno aktivnostjo. Posebna
filogenetska pozicija ter edinstvena morfologijaZbavksalni tip konidiogeneze, dolipore,
artrosporam podobni konidiji) in fiziologija (ksdilga) so dejstva, da rodVallemiadanes
uvr&amo v svoj razred in redyallemiomycetesn Wallemiales znotraj bazidiomicetnih
gliv. Molekularno-genetske analize nukleotidnegaaradja ITS rDNA so pokazale, da se
vrsti W. sebiin W. muriae ma¢no razlikujeta od vrstdV. ichthyophagalTS rDNA
nukleotidno zaporedje vrsi. ichthyophagge daljSe in se na mnogih mestih ne ujema z
ostalimi vrstami v rodu, zato je mozno, da je Mdllemiakompleks taksonov, ki so ze

izumrli ali pa do danes Se niso bili izolirani ipisani (Zalar in sod., 2005).

Podatkov o ekologiji gliv iz rodiVallemiaje malo, pa Se ti so vezanidveoma na do leta
2005 edino priznano vrsi/. sebi Vse tri vrste rodu, ki so jih leta 2005 opisadilar in
sod., so ubikvitarne; izoliramo jih lahko iz slasigdke in posuSene hrane, solin, tal, zraka
ter iz drugih substratov z omejeno dostopnostjoevd@abstopnost vode je v takih okoljih
eden glavnih fizikalno-kemijskih dejavnikov, ki wjo na rast, aktivnost in razporeditev
mikroorganizmov. Kserofilni organizmi uspesSno raste okoljih z g, 0,85 in manj, saj so
se prilagodili z razlinimi strategijami, ki temeljijo na vzdrZzevanju izoootske oz.
hiperozmotske citoplazme (Zalar in sod., 2005; nQr&999; Hallsworth, 2007). Za
¢loveka je rodWallemia pomemben kot mikotok&n kontaminant in kvarljivec slane,
sladke ter suhe hrane (Pitt in Hocking, 2009),a/k8t sebipa je bila opisana tudi kot
alergen in povzrdtelj pljuénih infekcij (»farmer’'s lung disease«) pri ljudétappalainen

in sod., 1998). VrstadV. ichthyophagavelja za najbolj halofilen evkariontski organizem
opisan doslej, ki verjetno poseljuje izkipo izjemno slana okolja in zato predstavlja nov

modelni organizem za Studije adaptacij evkariomawovrstna okolja.
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1.2 CILJl

Cilj diplomske naloge je iz razinih ozmotsko stresnih okolij izoliratim vec sevov in
pridobiti nova spoznanja o ekologiji, fiziologijnitaksonomiji posameznih vrst, ter najti
povezave med ekoloskimi, fizioloskimi in taksonomnsk znailnostmi gliv iz rodu
Wallemia Na podlagi dobljenih podatkov Zelindombolj natano definirati ekolosko niso
posamezne vrste ter poiskati morebitne vetaee med filogenetsko oddaljenimi do sedaj

opisanimi vrstami znotraj rodvallemia

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

1. Predvidevamo, da glive iz rodMallemiaposeljujejo vsa okolja, kjer je dostopnost vode
omejena: izjemno slana voda, slana, sladka in budwaa, cvetni prah, zita, seno, soline,
zrak, pusave in ostali suhi substrati. Vrsi9y. sebibomo najverjetneje izolirali tudi iz
substratov, ki nimajo znizane vodne aktivnosti, tapdko predvidevamo, da bonvesti

W. muriaein predvsem/. ichthyophagaaradi njune halofilne narave izolirali iz izjemno

slanih substratov.

2. Predvidevamo, da bodo vsi izolirani sevéimema pripadali eni izmed Ze znanih vrst
(W. sebi W. muriaein W. ichthyophagg vendar zaradi sorodstvene oddaljenosti med
vrstami préakujemo tudi potencialno nove vrste, ki bi predtder vezneclene med ze

opisanimi vrstami.

3. Predvidevamo, da se bodo razlike med posamezxmgtami pojavljale tudi na fizioloSki
ravni (asimilacija virov ogljika in duSika, encineslkktivnost, toleranca na NaCl, Mg@
MgSQy).

4. Kljub temu, da so soline umetno okolje, predvatao, da so najbolj verjeten habitat za
halofilno vrstoW. ichthyophagaverjetno pa tudi za preostali dve halotoleramnrsiti.
Predvidevamo, da lahko s soljenjem (s soljo iz molin z dodajanjem sladkorja

kontaminiramo hrano z glivami rodifallemia
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PREGLED POJMOV

2.1.1 Ekologija, ekoloSka niSa in ekofiziologija

Po Haecklu (1869) jekologija temeljna bioloSka znanost, ki ptaje vpliv okolja na
organizem in odgovor organizma na okolje. Zaradingt teZznje po popolnosti se je
definicija ekologije tekom zgodovine spreminjala.dumn (1971) jo definira kot
prowtevanje strukture in delovanja narave, medtem koeBInil973) vpelje koncept
prilagoditev organizmov okolju. Krebs (1985) ekajoglefinira kot prodevanje odnosov
med organizmi in njihovim okoljem, ki daiajo razSirjenost in Stevihost organizmov.
Danasnja definicija je izpopolnjena in kompleksnpgen osnovni koncept pa predstavlja
ekoloSka niSa.EkoloSka niSa je »hipervolumen« v \@imenzionalnem ekoloSkem
prostoru, ki omogéa vrsti razmnozevanje in prezivetje. Dimenzije gtadljajo vse
biotske in abiotske spremenljivke, ki so tako alughe pomembne za obstoj vrste.

Koncept ekoloske niSe zdruzuje zahteve in njengoboskupnosti (Hutchinson, 1959).

Povezava med mikrobno ekologijo in mikrobno fizgijo je mikrobnaekofiziologija.
Odziv mikrobne zdruzbe na stresne vplive okoljavjervi vrsti pogojen s fizioloSkim

odzivom posamezne celice na stres (McMeekin, 2010).

2.1.2 Ekstremna okolja, ekstremofili, kserofili, halofili, ozmofili, kaofili

Organizme, ki rastejo v okoljih, kjer vsaj ena spealjivka predstavlja ekstremne
razmere, imenujemekstremofili. Ekstremofili rastejo pri ekstremno nizkih ali @ish
temperaturah, v ekstremno kislem ali daeim okolju, v razmerah osmotskega stresa,
visokega sevanja ali pod visokim tlakom. Pravi eksifili izkazujejo optimalno rast v

ekstremnih okoljih (Thomas in Cavicchioli, 2000).

Ekstremofilni mikroorganizmi, ki uspevajo v okoljihpoviSsano vsebnostjo topljencev, se
delijo na tri ekofizioloSke skupine, in sicer nalistlerantne halofile, na sladkorje

tolerantne ozmofile in na kserofile, ki tolerirajozko vodno aktivnhost (Brown, 1990).
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Organizmi, ki uspevajo v okoljih z znizano vodndiakostjo, neodvisno od tipa topljenca
v rastnem mediju, sa&serofili. Kserofilne glive prezivijo v suhih okoljih, kjevodna
aktivnost (@) ne presega 0,85 in dobro rastejo v giljiz dodatkom 17% (m/V) NacCl ali
50% glukoze (Gunde-Cimerman in sod., 200#4alofilni organizmi za rast potrebujejo
sol, optimalno rast pa dosezejo pri viSji koncerijrasoli, kot jo ima morska voda.
Halotolerantni organizmi sol v goji& le tolerirajo in ni potrebna za njihovo rast
(Galinski in Truper, 1994). Pri glivah so halo#l tiste vrste, ki so sposobne rasti in vitro
na gojigu z najmanj 17 % NaCl (Gunde-Cimerman in sod., 2002mofili so organizmi,

ki uspesno rastejo v okoljih s povisano koncenjmagladkorja (Snowdon in Cliver, 1996).

Raziskave kserofilnih mikroorganizmov, izoliranik razl¢nih virov, so pokazale, da
vodna aktivnost ni edini parameter, ki omejuje jgnje v okoljih z zviSano vsebnostjo
topljencev. Topljenci, ki imajo kaotropno ali koztrmpno aktivnost, direktno vplivajo na
strukturo in funkcijo makromolekul in tako omejwgegivljenje v okoljih z zviSano
vsebnostjo topljencev. Kaofili so nova ekofizioloSka skupina ekstremofilnih
mikroorganizmov, ki optimalno rastejo pod kaotrapnipogoji. Nekateri sevi glive
Xeromyces bisporugastejo najhitreje na gofi@ s kaotropnimi pogoji in g@asneje na
goji&u z nevtralnimi ter kozmotropnimi pogoji (Willianis Hallsworth, 2009).

2.2 EKSTREMNA OKOLJA

2.2.1 Ozmotsko stresna okolja

2.2.1.1 Voda in njena dostopnost v ozmotsko stresnih dkolji

Voda ima glavno viogo pri vseh bioloSkih procesiato so njena dostopnost, lastnosti in
obnaSanje glavni dejavniki, ki omejujejo zivljenjge eden glavnih fizikalno-kemijskih

dejavnikov okolja, ki vplivajo na rast, aktivhosh irazporeditev mikroorganizmov

(Hallsworth, 2007). Dostopnost vode je opisanarazam vodna aktivnost (v hadaljevanju
ay), ki je definirana kot razmerje med parnim tlakewde nad raztopino (p) in parnim

tlakom ciste vode (p) pri enaki temperaturi. Odvisna je od mnozine levode) A in

topljenca nv raztopini. Zveza med omenjenimi kbhiami je opisana s formulo
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aw = p/p=m/n—mn,

iz katere sledi, da je vrednost vodne aktivnosti ¢ito vodo 1, s pouv@vanjem
koncentracije topljenca v raztopini pa vrednostigga proti 0. Ker imajo razini topljenci
(NaCl, glukoza, saharoza in drugi sladkorji) visadmiteto do vodnih molekul, so le-te
nedostopne za mikroorganizme in takSno okolje jelopao suSnemu. Pomanjkanje
bioloSko dostopne vode in posl&do dehidracija celic je glavni stresni dejavnik v
ozmotsko stresnih okoljih. Taka okolja so za mikgamizme ekstremna (Blomberg in
Adler, 1992; Horowitz, 1978).

Grant (2004) je opisal dva tipa ozmotsko stresnkolip kjer je dostopnost vode
limitirajo¢i dejavnik za rast mikroorganizmov. Prvo okolje gstavljajo raztopine, kjer je
dostopnost vode pogojena s koncentracijo topljemcaaztopini, drugo okolje pa
predstavljajo fizikalno heterogena okolja (prst dnuga kompleksna okolja), kjer je
dostopnost vode pogojena s kapilarnostjo ter vexadnih molekul na povrSine. Habitati,
iz katerih je bilo izoliranih vé&na kserofilov, pripadajo dvema skupinama ozmotsko
stresnih okolij: izjemno slana okolja, kjer je dmmtost vode omejena z visokimi
koncentracijami soli (ponavadi NaCl) in hrana s ipamo vsebnostjo sladkorjev. TakSna

okolja so habitati izkljtino za kserofilne in halofilne mikroorganizme.

2.2.1.2 lIzjemno slana okolja

Slana voda je glavna sestavina Zemljinega pov@&{&ani, morja, podzemna slana jezera
in povrSinska slana jezera predstavljajo 99% vsevm Zemlji, le 1% je sladke, hkrati pa
tudi priblizno enatetrtina Zemljine skorje vsebuje ¥400 metrov debele slane depozite.
Soli imajo glavno vlogo v biosferi, kajti dalajo dostopnost bioloSke vode in z raalmi
aktivnostmi (ionski, kozmotropni in kaotropni efgkvplivajo na bioloSke sisteme.
NajpogostejSa sol v izjemno slanih okoljih je Na@ledvsem slanice in depoziti pa so

bogati z drugimi solmi, kot je na primer Mg@Hallsworth, 2007).

Izjemno slana okolja imajo viSjo koncentracijo skéit morska voda. Raztopine soli s

koncentracijo nad 3,5% NaCl najdemo tako v narakoh umetnih ekosistemih. Med
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naravne ekosisteme priStevamo globokomorske izjeslane bazene, slana &woja,
slana in alkalna jezera, medtem ko med umetna $ig® okolja priStevamo soline in s
soljo konzervirana Zzivila (Galinski in Triper, ¥99 Poleg omenjenih, obstaja Se veliko
slabo raziskanih izjemno slanih okolij (izjemno redaprst, pufavske rastline, stenske
poslikave, slana podém naftnih polj in depoziti soli v Zemljini skorjiOren, 2002).

Izjemno slane vode glede na izvor delimo na talalkod in atalasohaline. Talasohaline
vode so derivat morske vode, zato je ionska sed@esohaline vode enaka morski.
Tipicno talasohalino okolje je izjemno slana voda ¢edm solin, ki nastane med
evaporacijo morske vode. Prihaja do precipitaaneiistalizacije halita (NaCl), kalcita
(CaCQ), silvita (KCI) in nekaterih drugih mineralov, esie pa z Mg in CI" bogata
slanica, ki je bolj kisla kot morska voda. Z netri bogata slanica je posebna ekoloska
nisa znotraj solin, kjer zivijo le organizmi, kilévirajo ekstremno visoke koncentracije
Mg?* (Grant, 2004). lonska sestava atalasohalinih jeoddvisna od geoloske podlage,
zato zanje niso zgdne visoke vsebnosti kloridnih in natrijevih ion@@Galinski in Truper,
1994). lonska sestava je odvisna od geoloSke pedfegkateri je nastalo jezero ali morje.
TakSen primer je Mrtvo morje, ki je nastalo na dmsle depozitih magnezijevih mineralov,
zato Md" prevladuje nad Na@n CI™ (Grant, 2004).

Izjemno slane habitate predstavljajo tudi s saljkisom konzervirana Zivila ter nekateri
slani fermentirani izdelki kot je na primer sojinenaka. S soljo so pogosto konzervirani
mesni izdelki in ribe. Tudi koza ljudi in zivali tepovrSine aridnih rastlin so zaradi
izlocanja soli ugodna slana okolja za rast halofilnirhalotolerantnih mikroorganizmov
(Galinski in Truper, 1994). Vrednos}, & izjemno slanih okoljih ne pade pod 0,75, kar
sovpada z mejno vrednostjo koncentracije, pri kfgetlosezena tixa nastienja NaCl (5,2
M). Izjema so nekatera nezmrznjena antangijezera, ki so znana po zelo visoki
koncentraciji CaGl Raztopljene soli lahko presezejo 47%, kar ustrazakoli 0,45
(Siegel, 1979).
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2.2.1.3 Hrana z nizko vodno aktivnostjo

Rast gliv na hrani oz. kvarjenje hrane se pré&meznizanjem vodne aktivnosti. Odvzem
bioloSko dostopne vode, ki ga dosezemo s suSeng@mpgracija, zmrzovanje) in
dodajanjem topljencev, najkrat soli in sladkorjev, sta dva &ima s katerima znizamo
vodno aktivnost in inhibiramo rast gliv. Glede r&in odvzeme bioloSko dostopne vode

delimo hrano na suho, s sladkorji koncentriranslamo (Pitt in Hocking, 2009).

2.2.1.3.1 Suha hrana

Suha hrana je definirana kot trda hrana z maloeylégpnimi ogljikovimi hidrati in soli.
Med suha Zivila sodijo zita (pSenicagneen, riz, oves, rz), moka, testenine, pekovski
izdelki, koruza in koruzni izdelki, stéaice (soja, fizol,cicerika, mungo fizol), orehi,
oregki, arasidi, leSniki, mandlji, pistacija, kokosow®oka, z&imbe, kavna zrna, mleko v
prahu in suho meso. Za ohranjanje suhe hrane @ kfjucno vzdrzevanje nizke,av
skladi€nem prostoru, saj takSno hrano kvarijo kserofijige, ki so sposobne pasne
rasti pri  od 0,75 do 0,68. Pomembno vlogo pri kvarjenjugtne hrane imajdV. sebi

in vrste iz roduAspergillusin Eurotium Zita so pogosto kontaminirana z glivami iz rodu
Penicillium medtem ko so orehi in ok#§ obc¢utljivi na invazijo gliv iz roduAspergillus
(Pitt in Hocking, 2009).

2.2.1.3.2 Sladka hrana

S sladkorjem konzervirano hrano lahko dobimo z gngam sladkorja ali pa s suSenjem
sadja. Sladka hrana oziroma hrana z visoko vsejnsistdkorja se deli n&okolado, ne
cokoladne produkte, teke sladkorje, sirupe in med. Med dekoladne produkte spadajo
trdi in gumijasti bonboni, karamela, marcipan, kegrkeleji ter torte. Skupna lastnost vseh
produktov z visoko vsebnostjo sladkorjev je nizkalwa aktivnost, ki znasa med 0,20 in
0,80. Nizka vodna aktivnost inhibira rast vseh gatoh bakterij in bakterij, ki povztajo
kvarjenje, le nekatere ozmofilne kvasovke in ksérefglive so sposobne rasti na sladki
hrani. TakSna hrana je idealen habitat za najtssydfilna mikroorganizma znana doslej,

Xeromyces bisporus Zygosaccharomyces rouXPitt in Hocking, 2009).
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Tipi¢na hrana z visoko vsebnostjo sladkorja je med. Megdosto teko ali kristaliziran
naravni proizvoebel, ki poleg enostavnih sladkorjev (fruktoza lokgza), vsebuje Se
manjSi del saharoze in druge sladkorje. Poleg lamijh hidratov med vsebuje Se vodo,
organske kisline, aminokisline in beljakovine, enej vitamine, druge dusikove spojine,
barvila, minerale in trdne delce. Vodna aktivhostdm je zelo nizka, med 0,50 in 0,60.
Mikroorganizmi lahko v medu rastejo l&e se prilagodijo na visoko vsebnost sladkorja,
kislost in antimikrobne snovi. Mnoge glive preidejoned posredno prekbel, rastlin ali
cvetnega prahu, zato so v medu navadno ri@vzanajhnem Stevilu (Snowdon in Cliver,
1996).

2.2.1.3.3 Slana hrana

Minimalna &, ki se doseze z dodatkom NaCl, je 0,75. S soljkovirana zivila (mesni
izdelki, ribe) in slani fermentirani produkti (sof omaka) spadajo med hiperslane
habitate. Sol zniza vodno aktivnost, kar onengdag@st Stevilnim mikroorganizmmom, ki bi
Zivilo hitro pokvarili (Galinski in Triper, 1994)lavni soljen prehranski proizvod, ki se
lahko pokvari zaradi naseljenih gliv, so soljenberi Le-te se kot prehranski produkt
pojavljajo po celem svetu, predvsem v tropskih memih klimatskih pasovih, kjer sol
predstavlja glavno za&gno sredstvo za ohranjanje svezosti Ziwl. sebije glavni
kvarljivec tovrstne hrane (Frank in Hess, 1941)dtem ko so v Braziliji na soljenih ribah
evidentirali tudi rastérne kvasovke Hortaea werneckji ki velja za povzréitelja
obarvanosti koze dlani (»tinea nigra«). Tudi saj@mposusSene ribe ter soljene in dimljene
ribe so ugoden habitat za rast gliv (Pitt in HogkiB009).

2.2.2 Stresna okolja s kaotropnim in kozmotropnim delovafem

2.2.2.1  Kaotropni in kozmotropni efekt topljencev

Topljenci s kaotropnim efektom (formamid, etanakas etilen glikol, butanol, N¥Os,
glicerol fenol, natrijev benzoat, CaCin MgCl, (Brown, 1990)) podobno kot visoka
temperatura destabilizirajo c#tie strukture, medtem ko jih topljenci s kozmotropni

efektom (saharoza, NaCl, Mg9O podobno kot nizka temperatura stabilizirajo
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(Hamaguchi, 1962). Topljenci s kozmotropnim efektemanjSajo inhibitorno delovanje

topljencev s kaofilnim efektom (Hallsworth, 2007).

Slika 1 shematsko prikazuje vpliv topljencev s kaphim in kozmotropnim efektom na
makromolekule v primerjavi s celico, ki ni pod swen (B). Posledice izpostavljenosti
topljencem s kaotropnim efektom so Sibke elekttastia interakcije in destabilizacija
makromolekul (C), medtem ko so posledice izpostansti topljencem s kozmotropnim
efektom  mdnejSe elektrostathe interakcije in stabilizacija makromolekul (D).

Kozmotropni efekt kompenzira kaotropnega (E) (\aitlis in Hallsworth, 2009).

B jedrna membrana c kaotropni toplenec
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Slika 1: Vpliv topljencev s kaotropnim in kozmotropnim efeki na ceino membrano in makromolekule
(Williams in Hallsworth, 2009: 3300).

2.2.2.2  Kaotropni efekt MgCl

Soli imajo pomembno vlogo v biosferi, kajti déégo dostopnost bioloSke vode in z
razlicnimi aktivhostmi (ionski, kozmotropni in kaotropmfekt) vplivajo na bioloske
sisteme. NajpogostejSa sol v izjemno slanih okggitNaCl, predvsem slanice in depoziti
pa so bogati z drugimi solmi, kot je na primer Mg@lajveije zaloge MgClpredstavljajo
depoziti biSofita (MgGIx 6H,0) v Zemljini skorji. Magnezij je v obliki MgGlin MgSQO,
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tretji najbolj zastopan element v morski vodi plasno razSirjen na Zemlji in drugih
planetih v naSem os®p. MgCl je dobro topen v vodi, saj lahko doseze visoke
koncentracije (> 5 M) v izjemno slanih vodah. V aanih okoljih se koncentracija Mggl
gradientno giblje od 0,05 M do 5,05 M. Tak primeopsezno izjemno slano jezero na dnu
Sredozemskega morjéigar voda je ponekod na&sina z MgCJ (Hallsworth, 2007).

Raztopina MgGl je stresna za celico, zato je Zivljenje v njej cenej. Prva stresna
aktivnost MgC}, ki omejuje Zivljenje, je zniZzanje vodne aktivripgstruga pa kaotropni
efekt. Kaotropni efekt MgGJ sicer v manjSi meri kot omejena dostopnost vaaegjuje
zivljenje z destabilizacijo bioloSko aktivnih makmnolekul. V in vitro pogojih ze 1 M
raztopina MgCl popolnoma inhibira encime, medtem ko je rast mikyaaizmov
inhibirana na goji&h z dodanim 1,26 M MgGl! Z raziskavami mRNA, ki v okolju velja
za pokazatelja aktivne mikrobne rasti, so pokadalije zgornja koncentracija MgCki Se
omogaa zivljenje, 2,3 M (Hallsworth, 2007).

2.2.2.3  Zivljenje pod kaotropnimi pogoji

Kserofilne glive so najbolj odporni organizmi nadwo stres, saj prezivijo v okoljih z
vodno aktivnostjo pod 0,72, ki velja za mejno vreshn ki Se omogta Zivljenje. Pri teh
organizmih vodna aktivnost ni limitirajodejavnik za zivljenje, ampak drugi okoljski
dejavniki (kaotropni in kozmotropni efekt), ki vpdjo na strukturo makromolekul.
Kaotropni topljenci ne denaturirajo makromolekut@ak tudi zadtijo tiste, ki so bolj
stabilne (Hallsworth, 2007). Williams in Hallswbr(2009) sta kaofile definirala kot novo
ekofiziolosko skupino ekstremofilnih  mikroorganizmo ki optimalno rastejo pod
kaotropnimi pogoji. Nekateri sevi gliveX. bisporusrastejo najhitreje na go§ig s
kaotropnimi pogoji in p&asneje na gojt& z nevtralnimi ter kozmotropnimi pogoji.

2.3 ZIVLIENJE V OZMOTSKO STRESNIH OKOLJIH

Za organizme, ki naseljujejo zelo slana ali zeldkl okolja, je nizka kalina bioloSko
dostopne vode glavni omejdjodejavnik. Glavni stresni dejavnik v takih okoljjb tako

dehidracija, ki ji kserofilni organizmi kljubujejoa razléne n&ine (Blomberg in Adler,
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1992). Za mikroorganizme, ki so sposobni rastkeljth z znizano @, uporabljamo dva
termina in sicer kserofili ter kserotolerantni nukrganizmi. Medtem ko je potreba po
znizani g pri kserofilih obligatna, lahko kserotolerantnikmorganizmi rastejo tudi v
okoljih brez znizane \a V sploSnem so kserofili sposobni rasti pri nizgh kot
kserotolerantni mikroorganizméeprav so bili oboji izolirani iz na&ne raztopine soli
(Vreeland, 1987; Brown, 1990). Veliko kserofiloMdnra znizano g neodvisno od vrste
topljenca, pri nekaterin pa se stopnja kserotok®arazlikuje v odvisnosti od vrste
topljenca. Mikroorganizmi, ki rastejo v slanih ojolz znizano @, so prilagojeni na
poviSane koncentracije soli, zato so pogostejendafii kot halofili ter halotolerantni
mikroorganizmi (Grant, 2004).

2.3.1Zivljenje v izjemno slanih okoljih z znizano &,

Mikroorganizmi so v izjemno slanih habitatih poleigke vodne aktivnosti, spreminj&m
se koncentracije soli (¢moma zelo visoke, afasno tudi nizke koncentracije soli),
izpostavljeni Se visokim temperaturam, UV sevamjzkim koncentracijam kisika, ki je
slabo topen v okolju z visoko slanostjo in reakimrkisikovim spojinam, ki nastanejo
zaradi slanostnega stresa (Peitp2006).

Zgornja koncentracija NaCl, ki omogm Zivljenje vretedarjem in nevretefarjem, je 1.5
M, izjema je solinski rakecAftemia saling, ki zivi v izjemno slani vodi solin¢e le-ta ni
preveé alkalna (Oren, 1994). AlgAunaliella saling je dolgo veljala za edini evkariontski
organizem izjemno slanih okolij, nato pa so Gund®a&man in sodelavci (2000) iz
izjemno slane vode solin izolirali Stevilne ksehwodi, halofilne in halotolerantne glive.
Najpogostejsi halofilni in halotolerantni predstdarso melanizirane glive iz skupirenih
kvasovk Hortaea werneckjiPhaeotheca triangularisTrimmatostroma salinujnDanes je
¢rna kvasovkeHortaea werneckinajbolje opisan evkariontski halofil in primererodel
za Studije ozmoadaptacije halofilnih gliv, saj jawgna halofilna vrsta izolirana iz izjemno

slanih vod.
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2.3.2 Zivljenje na hrani z znizano a,

Mikroorganizmi, ki poseljujejo hrano z znizang, a0 izpostavljeni razinim stresnim
dejavnikom. Poleg pomanjkanja vode so tu Se tenoer,goH, kisik in razlini inhibitorji,

ki vplivajo na mikrobno populacijo. Vrednos}, aecine sveze hrane je od 0,95 do 0,99,
zato je ugoden substrat za vse mikroorganizme.riviima @ za veina bakterij je 0,90,
zato hrano z@pod to vrednostjo kolonizirajo predvsem kserofiind&serotolerantne glive
(Brewer, 1999). V&na mikroorganizmov, ki so patogeni gdaveka, ne raste pog, 8,90,
edina izjema je bakterij&taphylococcus aureuki je ekstremno kserotolerantena in
prezivi v slani hrani z,gokoli 0,82 (Houtsma, 1996).

Zaradi t@ke nastenja se vodna aktivnostane hrane ne spusti pod 0,75. Nizje vrednosti
doseze le hrana, ki vsebuje ramk organske topljence, nafkeat glukozo in fruktozo.
Podobno vrednost doseze tudi suSena hrana, zaelda evezave vodnih molekul na
razlicne povrSine. Hrana na osnovi medu, sadnih sirugdgmov, marmelad in suhega
sadja, je glavni habitat kserofilnih gliv in kvaso\spodnja meja,a ki inhibira rast véine
kserofilnih gliv in kvasovk, je med 0,80 in 0,7509@bnost je glivX. bisporus ki edina
raste pri @0,61 in zato velja za najbolj kserofilen organizepisan do daneX. bisporus

je obligatni kserofil, ker ne raste prjaecji od 0,97. (Pitt in Hocking, 2009).

Zygosaccharomyces rouje druga ekstremno kserofilna gliva kvasovka, dste pri @
0,62, hkrati pa tolerira tudi 20% NaCl (m/V) v strasu, kar ustreza,a0,85 (Tokuoka,
1993). Naseljuje in kvari tako koncentrirano sladioino hrano kot tudi vloZeno in slano
zelenjavo, raste pa tudi pod ekstremno kislimi pogdled fermentacijo sladkorjev
proizvaja CQ, zato lahko zaradi po¥anega notranjega pritiska pride da@oja steklenih

embalaz (Eriksen in McKenna, 1999).

2.4 PRILAGODITVE NA OZMOTSKO STRESNO OKOLJE

Mikroorganizmi, ki so izpostavljeni okolju z znizana,, morajo razviti razline
mehanizme, s katerimi se izognejo izgubljanju vedesmozo. S tem ohranjajo minimalni
turgorski pritisk, ki je potreben za a&lo prezivetje in rast (Brown, 1990). &ea

mikroorganizmov prezivi le v okolju z,a0,9 in ve&. Gliva Neurospora crassaaste
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optimalno v okoljih z @ med 0,98 in 0,90, pod,a,90 se njeno razmnozevanje in rast
ustavita. V nasprotju pa kserofilni organizmi uspesastejo v okoljih z,20,85 in man,;.
Zaustavitev rasti lahko premig s prilagoditvijo na zZivljenje v takih okoljihGalinski,
1995). Prilagodijo se z razhimi strategijami, ki temeljijo na vzdrzevanju izonotske
citoplazme. Te prilagoditve so energetsko zahté@men, 1999).

Ko so organizmi za dalj$ias izpostavljeni ekstremnim razmeram, so prilagedit odzivi
odlccilnega pomena za njihov obstoj. Prilagoditveni psoge kompleksen in se odvija
tako na fizioloski, strukturni kot tudi molekularravni. Spreminjanje osmotskega pritiska
sprozi serijo biokemijskih odgovorov usmerjenih zdwzevanje pozitivhega cétiega

turgorja, ki je potreben za rast in prezivetje céliarsson, 1990).

Celicna plazemska membrana je prosto prepustna za zattbyodna aktivnost v celici ne
sme presegati vodne aktivnosti okolja. Visoke komeeije topljenca v okolju namte
povzraijo izhajanje vode iz celice in poslédb izgubo turgorja. Celice morajo biti v
tesnem osmotskem razmerju z zunanjim medijem, kaprs celicah s calno steno

uravnovesi s hidrostatskim pritiskom skozi membrétorowitz, 1978).

2.4.1FizioloSke prilagoditve na ozmotsko stresno okolje

Ozmoadaptacija pri kserofilnih in halofilnih mikng@anizmih na fizioloSkem nivoju
poteka z dvema strategijama. Prva je strategijadykaje ali akumulacije nizko
molekularnih organskih molekul ali kompatibilnih ptgencev, ki je zné&lna za vse

kserofile in veina halofilov, druga pa je strategija vnosa anosgédnionov oziroma soli v
celico, ki je znailna za nekatere halofile. Obe strategiji zagottaljozmotsko stabilnost v
celici (Brown, 1990).

Kompatibilni topljenci so majhne in polarne molei&uki so produkt lastne sinteze ali pa
S0 privzete iz okolja in pripomorejo k ozmotskeranrrovesju. Njihova glavna z&ilnost
je, da omogeajo winkovito delovanje encimov in zato ne motijo preamb procesov v

celicah. Pri fizioloSkem pH so nenabite ali v obidnov dvogkov (Oren, 1999).
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Kompatibilni topljenci 8itijo proteine (encime) in druge makromolekulskeukture pred
inaktivacijo, inhibicijo in denaturacijo v okoljia znizano vodno aktivnostjo. Po definiciji
kompatibilni topljenci nimajo direktnih interakgj proteini, zato so preferé&mo izkljuceni

iz povrSine proteinov in hidratacijskega ovoja. ljiz&tev kompatibilnih topljencev iz
hidratacijskega ovoja je termodinamski proces, rkiamjSa stopnjo entropije sistema in

posledéno stabilizira proteine (Wiggins, 1990).

Strukturno so razvig&ni v naslednje skupine: polioli (glicerol, arahjitmanitol), sladkorji
in njihovi derivati (trehaloza, saharoza, glukdglicerol), betaini (dimetilsulfonijev
propionat), amino kisline in njihovi derivati (pnoe) glutamin, glutamat) in ektoini (Grant,
2004). Dimetilsulfonijev propionat je kélnsko najbolj zastopan kompatibilni topljenec na
Zemlji, saj ga sintetizira wna morskih alg. Razpad dimetilsulfonijevega progita do
atmosferskega vodikovega sulfida,@) predstavlja pomembetien krozenja zvepla v
biosferi (Archer, 2001). Glavni kompatibilni tophiei pri bakterijah, ki kvarijo hrano, so
prolin, glutamat, trehaloza in glicin betain, meadt&o kserofilne glive kogijo predvsem
glicerol in arabitol. Polioli, z glicerolom in arablom nacelu, so znélni za veino
kserotolerantnih in kserofilnih rastlin ter za Hdie evkariontske mikroorganizme
(Dunaliella saling, niso pa znélni za halofilne prokarionte (Brown, 1990). Disaidfa in
aminokisline imajo omejen potencial kot kompatibiiopljenci in so nakogieni v nizkih
koncentracijah medtem ko ektoine k& halofilni mikroorganizmi, ki so sposobni rasti
pri naséenih koncentracijah NaCl (5,2 M) (Galinski, 1995).

Pri glivah so najbolj razSirjeni polioli, med njirad najpogostejsi glicerol, treitol, eritritol,
ribitol, arabitol, ksilitol, sorbitol, manitol in aaktitol. Ve&ina gliv proizvaja glicerol in
arabitol, nekatere med njimi tudi manjSe Kwle eritritola (Galinski in Triper, 1994).
Glicerol je najbolj razSirjen osmolit med evkariprajti za njegovo zadrzevanje v celici
so potrebne posebne prilagoditve membran, ki sateagamo pri evkariontih. Poleg tega
je vodotopen in dobro ohranja aktivnost ¢eiln encimov. Njegova enostavna kemijska
zgradba in nizka molekulska masa omi&ga najnizjo porabo energije pri njegovi sintezi.
Glicerol je energetsko zato najugodnejSi kompatiltibpljenec, sledijo mu ektoin, glicin

betain, glukozil glicerol, saharoza in trehalozagi@ 1999).
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Nekatere celice vzdrzujejo hiperozmotsko citoplazenkoptenjem anorganskih ionov.
Tako zagotavljajo visoko znotrajo&io koncentracijo K ionov, ki je osmotsko
enakovredna ali \W§a kot zunanja koncentracija N@nov. Mehanizem vnosa soli temelji
na izlatanju Nd iz celice in akumulaciji K v celici. Izlctanje N4 iz celice je aktiven
proces, ki ga omoga N&a/ H" antiporter. Proces vodi protonski gradient, kampai, da
se del protonske gibalne sile porabi za vzdrZevkalgevega gradienta v razmerju 100:1.
(Galinski in Trlper, 1994).

Zagotavljanje ozmotskega ravnotezja z vnosom amsigh ionov, najpogosteje s KCl, je
zn&ilno za halofilne prokarionte, predvsem haloarhée reda Halobacteriales in
anaerobne bakterije iz rettaloanaerobialesTa strategija je energetsko &taejSa, vendar
zahteva specifne prilagoditve znotrajcelnih struktur na poviSano vsebnost KCI. V
celicah aerobnih arhej in anaerobnih bakterij sorenprilagojeni na povisano slanost,
celicni proteini pa kazejo speatfie molekulske prilagoditve, kot je vsebnost velikih
koli¢in kislih aminokislin (glutamat in aspartat) ter jmae kolcine bazénih (lizin in
arginin) ter hidrofobnih aminokislin (Oren, 199%paradi posebne aminokislinske strukture
je povrsina proteinov negativno nabita in zato alsifna, kar lahko vodi v denaturacijo’ K
in drugi kationi so torej potrebni za nevtraliachegativhega naboja in posl&do za

stabilizacijo proteinov (Mevarech, 2000).

2.4.2 MorfoloSke prilagoditve na ozmotsko stresno okolje

Celicna membrana predstavlja primarno bariero med cétiagenim zunanjim okoljem,

zato je prilagodljivost membrane pomembna za psetjvcelice. Organizem mora biti
sposoben prilagajati lipidno sestavo spremembameaz okolju (Gunde-Cimerman in
Plemenitas, 2006). Pri glivah prvo obrambno lingced stresom v okolju predstavlja
celicna stena, zato je njena vioga Kla pri zagotavljanju prezivetja v ekstremnih okolji
(Kapteyn in sod., 1999; Mager in sod., 2002).

Klju¢na lastnost, ki mora biti zagotovljena za normaletovanje membrane, je fluidnost.
Fluidnost membrane je odvisna od dolzine, razvejario nastenosti verig ma®bnih

kislin, polarnosti fosfolipidnih glav in vsebnossierolnin komponent. \&o fluidnost
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zagotavljajo kratkoverizne nen&sne ma&bne kisline incim manjSa vsebnost sterolov v

lipidnem dvosloju (Russell, 1989).

Bakterije se na spreminjaje razmere v okolju prilagajajo z nenehnim sprenmjaja
dolzine in nasienosti repov ma®bnih kislin in tako ohranjajo stalno fluidnost merane.
Fluidnost v slanem okolju ima oditen pomen, saj stopnja fluidnosti déé prepustnost
membrane za kompatibilne topljence. Bolj urejemdlp dvosloj ima manjSo fluidnost in s

tem tudi manjSo prepustnost za kompatibilne topge(Oren, 1999).

Pri evkariontskih organizmih je prilagoditev na adsko stresna okolja v veliki meri
odvisna od prepustnosti aglie membrane za glicerol, ki velja za najpomembnejSi
kompatibilni topljenec med evkarionti. C&la membrana lahko samo s posebnimi
prilagoditvami zagotavlja zadostno koho glicerola v celici. Kljgno vlogo pri tem imajo
steroli, ki povéujejo rigidnost celine membrane in zmanjSujejo prepustnost za glicerol
(Oren, 1999). Fluidnost membrane halofilnih gliv gdvisna od lipidne sestave in od
razmerja med fosfolipidi in steroli. Slanostni strg pri ¢rnih kvasovkahHortaea
werneckij Phaeotheca triangularisn Aureobasidium pullulangovzrail spremembe v
nastenosti madobnih kislin in vzdrzevanje nizkega razmerja medfdbpidi in steroli
(Turk, 2004).

Glive se na ozmotsko stresna okolja odzovejo zgaeoracijo celine stene in citoskeleta
(Slaninova, 2000) ter z prerazporeditvijo melanikiadaje glivi temno barvo. Pri visji
slanosti so granule melanina v ¢ali steni tesneje organizirane kot pri nizZji slamost
(Kogej, 2007). Cetina stena gliv iz rodWallemig ki so bile izpostavljene slanostnemu
stresu, je odebeljena in strukturirana, kar gaje celtno integriteto in zagotavlja
prezivetje v okolju z znizano vodno aktivhostjo @fKunci¢ in sod., 2010).

2.4.3 Molekularne prilagoditve na ozmotsko stresno okolje

Ozmotski stres lahko na nivoju izrazanja genov &Aprprilagoditvene procese.
Molekularne prilagoditve se izrazajo na metabolpibcesih kot je npr. sinteza glicerola

ali povetanje integritete celne stene. Poznavanje genov, ki sodelujejo prigwiiévenih
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procesih na okolja z znizang,@pomaga razumeti strategije za prezivetje orgaovzmteh
okoljih. Raziskava izrazanja genov na celotnem gange bila izvedena na genonitne
kvasovke vrstaHortaea werneckiipri kateri je bilo odkritih 95 genov, ki se boljr&ajo
pri poviSani slanosti okolja. Raziskava je pokazatta med cefinimi procesi
ozmoadaptacije pri halotolerantnih in na satuhivih glivah obstajajo pomembne razlike
(Vaupott in Plemenitas, 2007).

Spremembe v osmotskem pritisku, ki nastanejo zaspdtmembe v koncentraciji soli,
vodijo v transkripcijo mnogih odzivnih genov. Pent nastali proteini pomagajo pri
prilagajanju na stres. Med najpomembnejSimi biokskimi odzivi je biosinteza in

kopicenje glicerola v citosolu, s katerim se vzpostasmotsko ravnovesje med zunanjim

okoljem in celico (Vaupotiin Plemenita$, 2007).

Pri zaznavanju hiperozmotskega Soka, ima glavh@ovigignalna pot HOG (»high
osmolarity glycerol«). Ta signalna pot je najbofizpana kaskada signalne poti MAPK
(»mitogen-activated protein kinase«). Signalna IH@G je kljina za regulacijo wéne
glavnih genov, ki so potrebni za odgovor na hiparoski stres. Signalna pot HOG zZ&iS
celico tudi pred temperaturnim in oksidativnim stm, prav tako pa so produkti signalne

poti vpleteni tudi v vzdrzevanje integritete ¢ak stene (Hohmann, 2002).

2.5 RODWallemia

Wallemiaje kozmopolitski rod kserofilnih bazidiomicetnihiglki so pomemben vzrok za
kvarjenje sladke (sadje, marmelada, peciva, slgdktane (ribe, meso, araSidi) in suSene
hrane (kruh, moka, zita, poper, riz, soja) (Pitt Hocking, 1997). Prvotno so glivo
Wallemia sebbppisali kot halofilno (Frank in Hess, 1941), kagnpp so jo uvrstili med
kserofilne predstavnike bazidiomicetnih gliv, sajje osamili iz okolij z znizano vodno
aktivnostjo, neodvisno od vrste topljenca (PittHacking, 1977). RodVallemiaje prvi¢
opisal Johan-Olsen leta 1887 in sicer kot kserofitivo, ki raste zelo g@si in tvori
posebno oblikovane konidije. Poimenoval joVie ichthyophagalLeta 1970 je bil opisan
rod Sporendonemd@esm. kot sinonim rodWallemig znotraj katerega je bila opisana

nova kombinacijaSporendonema selbiries za vrstoWallemia sebi(Fries). Na podlagi
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edinstvene morfologije, evolucije in kserotolerampeeizolatih iz slane vode 8eveljskih
solin, so izvedli obsezno taksonomsko raziskavopodlagi katere so opisali tri vrste
znotraj roduWallemia W. ichthyophagaW. muriaein W. sebi Rod Wallemiauvr&ajo v
svoj razred in redyallemiomycetes Wallemiales znotraj bazidiomicetnih gliv (Zalar in
sod., 2005).

2.5.1 Taksonomija in filogenija

Moore (1986) je rodNVallemia(druzinaWallemiaceagna podlagi ultrastrukture septalnih
por in parentosoma uvrstil v redilobasidiales znotraj bazidiomicetnih gliv. Posebna
filogenetska pozicija ter edinstvena morfologijaZbavksalni tip konidiogeneze, dolipore,
artrosporam podobni konidiji) in fiziologija (ksdilga) so dejstva, ki rodVallemiadanes
uvr&ajo v svoj razred in redNallemiomycetegn Wallemiales znotraj bazidiomicetnih
gliv. Predstavlja zgodaj odcepljeno vejo znotrdjldeBasidiomycota, kamor spadajo Se rje

(Pucciniomycotina), sneti (Ustilaginomycotina) iobg (Agaricomycotina).

Rod Wallemia je bil podvrzen prilagoditvenemu evolucijskemu @& na osmotsko
stresna okolja, zato ima verjetnoc¢émo pozicijo v skupini bazidiomicetnih gliv.
Predstavlja enega filogenetsko najstarejSih taksomgtiv in je redek rod med

bazidiomicetnimi glivami, ki ga najdemo v okoljinzzko vodno aktivnostjo. Filogenetska
pozicija rodu Wallemia je bila narejena s pomyjm primerjav nukleotidnih zaporedij
majhne jedrne podenote ribosomske DNK (SSU rDNKgreztnih sevov (Matheny in

sod., 2006; Zalar in sod., 2005).

Za rodWallemiaso zndilne tudi Stevilne substitucije nukleotidov v SSDNK, ki jih pri
drugih taksonih gliv ne najdemo. Te so se naktgpimed evolucijo ali pa obstajajo zaradi
izumrtja bliznjih sorodnikov rodWallemig kar nakazuje filogenetsko starost rodu (Zalar
in sod., 2005).

Kljub morfoloski in fizioloSki podobnosti obstajajoelike razlike v nukleotidnem
zaporedju ITS rDNA medlV. ichthyophagana eni strani tew. sebiin W. muriaena drugi

strani. Radialni dendrogram, ki temelji na ITS rDN#Ze na veliko sorodno®¥. sebiin
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W. muriaein od njiju molekularno oddaljeno vrswW'. ichthyophagd4Zalar in sod., 2005).
Sekvenci ITS rDNAW. sebiin W. muriaese dobro pokrivata, medtem ko se sekvafifca
ichthyophagaslabo pokriva s sekvencaMi. sebiin W. muriag predvsem zaradi Stevilnih
manjkaj&ih nukleotidov znotraj sekvendd'. ichthyophagaRazlog za to so izumrle ali pa
do danes Se ne opisane vrste Médchthyophagaer W. sebiin W. muriae(Zalar in sod.,
2005).

2.5.2 Fiziologija in ekofiziologija

Predstavniki roduWallemia so iz ekofizioloSkega statid tipicni kserofili. Raziskave
kserofilje so pokazale, da rowallemia spada med najbolj kserofilne taksone gliv.
Kserofilija je bolj zn&ilna za askomicetne gliveAépergillus Eurotium, Xeromyces)ri
bazidiomicetnih glivah pa je izjemno redka. Zativk4. ichthyophagan W. muriaeje
potreba po znizani vodni aktivhosti substrata obaeznedtem kdV. sebilahko aktivno
raste tudi v okolju brez dodatnih topljencev, tgjea, blizu 1. Med vsemi tremi vrstami
najbolj kserofilni zn&aj kazeW. ichthyophagaki raste v okolju z @ od 0,96 do 0,77,
optimalno rast doseze pri, &,90. W. ichthyophagaje hkrati tudi najbolj halofilni
evkariontski organizem opisan doslej. Tudi na salbstz nasieno raztopino soli je
metabolno aktivna in izkazuje posebne morfoloSk&lasti.W. muriaeraste pri @ od 0,98
do 0,83, optimalno rast doseze pgi @96. VrstaW. sebilahko raste na substratih brez
znizane @ 0,99 do 0,83, optimalno rast doseze prinaed 0,97 in 0,95 (Zalar in sod.,
2005).

Vrste iz roduWallemiarastejo v tekdem goji€u YNB z dodatkom NaCl v razponu od 0
do 32% NaCIl.W. ichthyophagaaste v goji8u s koncentracijo NaCl od 9-32%, rastni
razponW. muriaesega od 4-25% NaCl v gojis YNB, medtem ko j&V. sebiedina vrsta,
ki raste v goji8u YNB brez dodanega NaCl; zadnje g&giSYNB, v katerem je Se uspela
rasti, je vsebovalo 27% NaCl (Kralj K&ég in sod., 2010).

Tudi razliéni topljenci, pH in temperatura vplivajo na inalktejo konidijev vrsté\. sebi
Gliva bolje raste v gojigh z dodatkom glukoze in sorbitola kot v goji$ z NaCl. Njeni

konidiji so oktutljivi na temperaturo nad 48 °C. Optimum predgtavémperatura med
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23°C in 25 °C, pri 5 °C gliva ni ¥ezmozna rasti, maksimum dosezejo pri 36 °C (Patiar
in sod., 2001). Vrst&V. sebioptimalno raste pri pH 6,5 in Se vedno izkazuje paispH
3,71 (Beuchat in Pitt, 2001). Slednji podatki seatmjo na do nedavnega edino opisano

vrstoW. sehj za katero pa danes vemo, da je v resnici komplests

2.5.3 Morfologija

Vse tri vrste imajo morfoloSko podobne konidiofokger nastajajo artrosporam podobni
konidiji, ki so znd&@ilno zdruzeni v enotah po Stiri. Morfologija konadorov in
bazoavksalni tip konidiogeneze sta edinstvena \jestau gliv in posebno zidna za
vrsto W. sehi vendar sta zrii@na tudi za ostali dve vrstW. ichthyophag&aze drugéne
morfoloSke znéilnosti kot ostali dve vrsti, ki sta med seboj z@odobni, kar kaze na

njeno molekulsko odmaknjenost (Zalar in sod., 2005)

Kolonije vrsteW. sebiso zelo raznolike, odvisno na katerem gwjiSo zrasleSo takaste,
kompaktne, prasSnate, rjave do Skrlatno rjave bakedonije se Sirijo v agar in na trdih
goji&kih dosezejo premer 3,0-6,0 mm. Oblika kolonij je nazlicnih gojigih razlicna,
lahko dvignjena, zr@no obrobljena s prepletom hif. Rob je bel ali kaaarve kot
kolonije, valovit, nepravilen, povrSina pa gladkandar Zametna v centru. Zaradi e
sporulacije so kolonije lahko prasSnaté€asih je prisoten eksudat. Hife vrsfé. sebiso
hialine, gladke, s tanko ceétio steno in tvorijo kompakten micelij. Konidiofasd gosti,
pokoreni, paralelno razveeni, nerazvejani, z gladko steno, proti vrhu ratddeni, kjer
nastajajo fertilne konidiogene celice. Fertilne iklkmgene celice so cilindimne, iz teh se
bazipetalno razvijejo po Stiri artrosporam podokanidiji. Konidiji so bledo rjavi, ha
za&etku kubéni oziroma kratki in cilindini, kasneje sfe¢éni. V premeru merijo 1,5-2,5
um in tvorijo 1 mm dolge ravne verige. Verizice kaijev med sosednjimi konidiofori se
tesno prepletajo, ostanejo zdruZzene v kolonijals@lpreprosto 6jo in tvorijo satelitske
kolonije (Zalar in sod., 2005).

Kolonije vrsteW. muriaeso tatkaste, orehove do rée-rjave barve. Kolonije se Sirijo v
agar in na trdih goji8h dosezejo premer 3,0-5,0 mm. Kolonije so rahlagajene in

zn&ilno obrobljene s prepletom hif, zaradi &ne sporulacije lahko zgledajo praSnate.
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V¢asih je prisoten eksudat v obliki rumenih kapljidife vrste W. muriaeso hialine,
gladke, s tanko celno steno, debele 2,5-38n in tvorijo kompakten micelij. Konidiofori
SO nerazvejani in se dvigujejo lateralno od hifeptipvrhu so rahlo zoZeni, kjer se
podaljSujejo v fertilno konidiogeno celico. Ferglikonidiogene celice so cilindrie, iz teh
se bazipetalno razvijejo po Stiri artrosporam paddonidiji. Konidiji so bledo rjavi, na
zatetku cilindreni, nato sfeiini, s priblizno lum debelo ceéino steno. V premeru merijo

2,5-3,0um in tvorijo verige (Zalar in sod., 2005).

Kolonije vrste W. ichthyophagaso takaste, po obliki podobne mozganom, prasSnate,
mehke, vlazne in razinih barv (od prozorne do temno rjave). Na trdnifisgth dosezejo
premer 3,0-5,0 mm in viSino 3 mm, eksudat ni opazéife vrste W. ichthyophagaso
hialine, gladke, 4,0-10,0m Siroke, cetina stena do 2,0m debela. Hife tvorijo nepravilno
razvejan micelij. Konidiofori so posamezni, nergawe z gladko steno, rahlo zozeni pod
vrhom. Fertilne konidiogene celice so cilinghe, iz teh se bazipetalno razvijejo po Stiri
artrosporam podobni konidiji. Konidiji so bledo vjana z&etku kratko cilindréni, nato
postanejo sfe¢ni z debelo steno. Konidiji v premeru merijo do@Am, v skupkih lahko
tvorijo sarcinam podobne strukture. Morfologija spoja na meristematske c&le
skupkecérnih kvasovk, ko rastejo v okolju z visoko slanog®alar in sod., 2005).

2.5.4 Ekologija

Razlike v stopnji kserofilije med tremi vrstami to@allemiane sovpadajo s habitati, kjer
se posamezna vrsta pojavlja. Predstavniki vsehvirghso bili izolirani tako iz hiperslane
vode solin kot iz posuSene hrane (Zalar in sodd520Podatkov o ekologiji gliv iz rodu
Wallemiaje malo pa Se ti so vezani samo na vistosehi Kserofilija, hitra sporulacija ter
majhne in enostavno disperzibilne spore so pogaj,jedW. sebiubikvitarna (Pitt in
Hocking, 1999). Znani so izolati iz Avstralije, dmske, Jugovzhodne Azije, Evrope,
Velike Britanije, Kanade, ZDA (Saito, 1971) in ocudod.

Dolgo je bila potrjena samo kot kvarljivka posu$em slanih rib v tropskih obnégh
(Frank in Hess, 1941), kasneje pa so jo izoliralirazliénih vrst hrane, posebej iz

posuSenih proizvodov (suhe slive, rozine, grahgl¥ijavorjevega sirupa, marmelad, riza
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in zaimb (suh ¢ili, poper). Potrjeni so tudi izolati iz razhih zit, kruha, mleka,
kondenziranega mleka, dZzemov, Zelejev, marcipanelalic, sala, ingverjevega kruha,
orehov, mesnih proizvodov in testenM/. sebije bila na Tajskem najdena v koruzi,
arasidih, indijskih orekih in soji, v Indoneziji v araSidih, koruzi, negiienem in
bruSenem rizu, soji in mungo fizolu (ke in zelena soja) ter na Filipinih v araSidih,
koruzi, soji, mungo fizolu incrnem popru. V Severni Ameriki s@/. sebiizolirali iz
razlicnih zit (Pitt in Hocking, 1999).

Zalar in sod. (2005) so v raziskavo vKijutud seveW. sebiizolirane iz sofini¢cnih in
drugih semen, medu,geena, rzi ter raztnih tort. Potrjeni so tudi sevi izolirani iz morske
soli, hiperslane vode solin, kileega okolja, sena, silosov in slamnatega klobMkasebi
je prisotna tudi v zaprtih prostorih, vendar jekeevidentirana, ker se za vZenje zraka
v zaprtih prostorih uporabljajo gofid z visoko vodno aktivhostjo. Z uvedbo ustreznih
goji&, je bilo pridobljenih veliko izolatowV. sebiiz plesnivih zgradb. TakSna gaj& z
znizano vodno aktivnostjo se uporabljajo tudi prokenju zraka v zaprtih prostorih za

detekcijo kserofilnih gliv (Samson in Hoekstra, 499

W. sebise pogosto pojavilja v kmetijskih okoljih v povezawsuhim senom, slamo, ziti in
skednji. S pomgo vzorenje zraka in detekcije s PCR na Svedskem, Kitajsiev ZDA
so pokazali, da j&V. sebiena izmed dominantnih gliv v kmetijskih okoljih. Naedskem
SO jo zasledili v 6% vzorcev zraka, kjer se pogwj obliki spor in hifnih fragmentov
(Wang, 2004).

W. ichthyophagae pojavlja v hiperslani vodi solin v Sloveniji Kamibiji, na soljenem
mesu in ribah ter na kristalih soli v obliki sar@in podobnih celicCeprav lahko raste na
sladkem goji&u, do zdaj Se ni bila izolirana iz okolja z visoksebnostjo sladkorjaN.
muriaeje bila izolirana iz sladke hrane (med, torta)nsl&rane (arasidi), hiperslane vode
solin po celem svetu, suhih substratov (slama, sajnezaprtinh prostorov in zuzelk

(poginula kobilica) (Zalar in sod., 2005).
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2.5.5Prilagoditve na okolja z znizano vodno aktivnostjo

Vrsta W. sebikopici glicerol kot glavni kompatibilni topljenec, ko s&e na substratih z
znizano @. Na gojigu z glukozo in fruktozo poleg teh dveh toplijencepki Se glicerol
in tudi manitol in arabitol (Hocking in Norton, 138 medtem ko na gojii z NaCl kopti
predvsem glicerol (Hocking, 1986). Pri niZji slatiosta kolgini glicerola in arabitola
precej podobni, pri visji slanosti pa se vsebndisegpla povéa. Vsebnosti topljencev in
kationov so nizke, kar kaze na to, da poteka osagtadija pri glivah iz rodiallemiaSe
na drugih nivojih. Vse tri vrste so imele v citoptai visje vrednosti Nakot K™ ne glede
na slanost, pri vi§jih slanostih pa je bilo razmenned K in N&a nizje. Z
dvodimenzionalno elektroforezo proteinov ¢eé stene je potrjena prisotnost a#
proteinov. Pri viSji slanosti se je pW. ichthyophagazrazal protein, ki je vkljgen v
glikolizo. Raziskava diferencialnega izrazanja genoste W. ichthyophagari nizki in
visoki slanosti je nakazala povezavo med procesikiiriranja celine stene in glivne

osmoadaptacije (Zajc, 2009).

2.5.6 Mikotoksini in patogeneza

Za ¢loveka so glive iz rodiWallemia oportunisténi patogeni, saj so lahko vpletene v
razlicna bolezenske stanja. Znanih je nekaj primerov lokkdterih povzratelj je bila W.
sebi (Guarro in sod., 2008). Majhni in okrogli konidijned dihanjem zlahka dosezejo
plju¢ne bronhiole, kjer pride do alergijske reakcije, povzra@a bronhialno astmo
(Sakamoto, 1989)W. sebije pomembna pri razvoju bolezni kmetovih plju vzhodni
Franciji (Reboux, 2001), povzta pa tudi podkozne infekcije (de Hoog, 2000). Wawod
sodelavci (1990) so iz nekaterih sewdl sebi izolirali dva tokséna metabolita, valeminol
A in valeminol B oz. valeminon. Valeminol je po utturi tricikli¢ni dihidroksi-
seskviterpen, ki po do zdaj znanih podatkih daveku in vivo ne povzrda patoloskih
znakov. Valeminol pa ni edini aktivni metabolit,40 ju dol@ili pri W. sebj saj sta opisani
Se spojini UCA 1064-A (Chamberlin, 1974) in UCA 20B, ki kazeta protibakterijsko in
protiglivno, spojina UCA 1064-B pa tudi protitunsé&o delovanje (Takahashi, 1993).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 KEMIKALUE, PRIBOR IN APARATURE

3.1.1 Kemikalije

V Preglednici 1 so zbrane kemikalije, ki smo jirougoili pri raziskovalnem delu.

Preglednica 1:Kemikalije uporabljene pri raziskovalnem delu.

Kemikalija Proizvajalec Drzava
(NH,).SO, Riedel - de Haén, Seelze, Hanover Nigan
10x PCR pufer brez Mg¢l Fermentas, Life Sciences Litva
Agar agar Merck, Darmstadt Neija
Agaroza Carl Roth Gmbh+Co, Karlsruhe Nigjian
Borova kislina Carl Roth Gmbh+Co, Karlsruhe Nidj
Bromtimol modro Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. AD
Celit Merck, Darmstadt Netija
Citrat Merck, Darmstadt Netija
Citronska kislina Carl Roth Gmbh+Co, Karlsruhe Négan
CTAB (Etilendiamintetraocetna kislina) Sigma CheahiC., St. Luis, Mo. ZDA
D-(-)-manitol Kemika, Zagreb Hrvaska
D-(-)-riboza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
D-(+)-celobioza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. AD
D-(+)-galaktoza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. AD
D-(+)-glukoza Kemika, Zagreb Hrvaska
D-(+)-ksiloza Merck, Darmstadt Neafifa
D-(+)-melibioza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. &D
D-(+)-rafinoza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
D-(+)-saharoza Acros organics, Geel Belgija
D-(+)-trehaloza dihidrat Sigma Chemical C., St.4d,No. ZDA
D-arabinoza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
D-glukoronska kislina Sigma Chemical C., St. Liv&. ZDA
D-glukozamin hidroklorid Sigma Chemical C., St. §uMo. ZDA
dNTP Applied Biosystems, California ZDA
D-sorbitol Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
EDTA Merck, Darmstadt Netija
Etanol 96% Chemo d.d., Ljubljana Slovenija
Fruktoza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
Galaktitol (Dulcitol) Sigma Chemical C., St. Luldp. ZDA
Glicerin bidestilat KEFO d.o.o0., Ljubljana Slovenij
Glicerol Chemo d.d., Ljubljana Slovenija
HCI Kemika, Zagreb Hrvaska
Hitin Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
ITS4 oligonukleotidno zaporedije Jena Bioscience Bnilena Newtija
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Kemikalija Proizvajalec Drzava
ITS5 oligonukleotidno zaporedije Jena Bioscience Bnilena Newtija
Ko;HPO, Merck, Darmstadt Netija
KCI Merck, Darmstadt Netija
Kloramfenikol Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
Kloroform Kemika, Zagreb Hrvaska
KNO; Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
Kvasni ekstrakt Difco laboratories, Detroit, Michig ZDA
L-(+)-arabinoza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. AD
Laktoza Torlak, Beograd Srbija
100bp DNA Ladder Plus Fermentas, Life Sciences alitv
L-lizin Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
L-sorboza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
Maltoza Difco laboratories, Detroit, Michigan ZDA
Mezo-eritrol Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
MgSQ, x 7 H,O Merck, Darmstadt Netija
MgCl,x 6 H,0O Merck, Darmstadt Netija
Mio-inozitol Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
N-Acetil-D-glukozamin Sigma Chemical C., St. Luido. ZDA
NacCl Merck, Darmstadt Netija
NaNGO, Merck, Darmstadt Netija
NaOH Merck, Darmstadt Netija
Pepton Merck, Darmstadt Néija
Ribitol (Adonitol) Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
Silikagel Merck, Darmstadt Netija
Sirotka Molkosafi, A. Vogel Nentija
Sladni ekstrakt Biolife, Milan Italija
Sukcinat Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
Taq polimeraza (5UM) Fermentas, Life Sciences Litva
Topni 8krob, ACS reagent Sigma Chemical C., Sts|Mio. ZDA
Triklorocetna kislina (TCA) Sigma Chemical C., Btis, Mo. ZDA
Tris baza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
Tween 80 Biolife, Milan Italija
YCB (Yeast Carbon Base) Beton, Dickinson and Comp8parks, MD ZDA
YNB (Yeast Nitrogen Base) Beton, Dickinson and Camp Sparks, MD ZDA
a-(L)-ramnoza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA
a, o trehaloza Sigma Chemical C., St. Luis, Mo. ZDA

3.1.2 Laboratorijski pribor

* Aluminijasta folija in PVC vréke;
* API ZYM test (BioMerieux);
» avtomatske pipete Eppendorf;

» cepilne zanke (eze);
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« filtri za injekcijske brizge (0,22m);

« Afiltrirni papir;

* injekcijske brizge;

* imerzijsko olje;

* kapalke;

» laboratorijska steklovina (erlenmajeri¢ase, menzure, epruvete, infuzijke);
» laboratorijske rokavice;

* mikrocentrifugirke (150Qul in 2000ul) ;

e nastavki za avtomatske pipete;

» objektna in krovna stekelca;

» odlagalniki;

» parafilm in cigaretni papir;

* pincete, skalpeli,Skarje, spatule ¢kk, igle, steklene pékte;
* plasténe banjice;

» plastiéne in steklene petrijevke;

» plastcne cepilne zanke za enkratno uporabo;
* plinski vzigalnik

e sistem za vakuumsko filtriranje;

« steklene in plasthe Pasteurjeve pipete;

« stojala za epruvete;

e vata in vatirane pake.

3.1.3 Aparature

V Preglednici 2 so zbrane aparature, ki smo jihrapiti pri raziskovalnem delu.

Preglednica 2:Aparature uporabljene pri raziskovalnem delu

Naprava Proizvajalec Drzava
Avtoklav A-63C Kambi Slovenija
Bunsenov plinski gorilnik TLOS, Zagreb Hrvaska
Centrifuga Eppendorf, Hambur Né&ija
Digestorij Variolab Molibien W90 Waldner, Wangen eikija
Digitalni fotoaparat DP12 Olympus, Tokio Japonska
Elektrieni transformator Consort E143  Sigma-Aldrich, Sijd, MO ZDA
Elektroforezna banjica E33 Hoefer, San Franci€v, ZDA
Inkubator (25 °C) Kambisi Semg Slovenija
Inkubator (30 °C) Sutjeska, Beograd Srbija
Laminarij IBK 1V2 Iskra Slovenija
Magnetno mesalo Rotamix 550MMH Tehtnica, Zelezniki Slovenija
Mikroskop Olympus BX51 Olympus, Tokio Japonska
Mikrovalovna peica Gorenje Slovenija
PCR sistem Eppendorf Eppendorf, Hamburg RigEm

pH meter Metrom 713 Tehtnica, Zelezniki Slovenija

pH meter SevenEasy Mettler Toledo, Columbus, Ohio DAZ
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Naprava Proizvajalec Drzava
Stereomikroskop Steri SV11 Zeiss, Oberkochen &fam
Stresalnik INNOVA New Brunswick Scientific, New 3ey ZDA
Tehtnica ET-1111 Tehtnica, Zelezniki Slovenija
Transiluminator Syngene ZDA
Vodna kopel Pharmacia Biotech, Uppsala Svedska
Vrtin¢asto meSalo (vortex) Tehtnica, Zelezniki Slovenija

3.2 GOJISA, RAZTOPINE, ZMESI IN PUFRI

3.2.1Gojis¢a

Gojisa smo pripravljali tako, da smo &rea destilirane vode dali vaso z magnetnim
meSalom in nato dodajali suhe sestavine. Ko scseesgstavine raztopile, smo raztopino
prelili v merilni valj in dolili destilirano vodo d ustreznega volumna. S potjw pH
metra ter ustreznih kislin in baz smo umerili plappvadi pred dodatkom agarja. G&gis
smo avtoklavirali (15 minut pri 121 °C) v erlenmgah, ki smo jih pokrili z aluminjasto
folijo. Po kortanem avtoklaviranju smo gajd v vodni kopeli ohladili na 55 °C, po
potrebi dodali antibiotik in jih asegho nalili v plasténe petrijevke. Strjena in ohlajena

gojis¢a smo zlozili v plastino vre&ko in jih do uporabe hranili v hladni komori.

a) Gojige MEA
sladni ekstrakt (»Malt Extract«) 2049

glukoza 20 ¢
pepton 1g

agar 2049
destilirana voda do 1000 mi
pH 7,0

V gojis¢e z 10% NaCl smo dodali 100 g NaCl, v g&gi 17% NaCl pa 170 g NaCl.

b) Goji&e MY50G
sladni ekstrakt (»Malt Extract«) 209
kvasni ekstrakt (»Yeast Extract«) 5g
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glukoza 500 g
agar 2049
destilirana voda do 1000 ml

pH 7,0

c) Goji¥e YNB (gojig€e s kvasnim ekstraktom in duSikovo osnovo)

YNB (»Yeast Nitrogen Base«) 6,790
glukoza 20,0¢g
agar 20,09

destilirana voda
pH 7,0

V gojisce z 10% NaCl smo dodali 100 g NaCl, v g&giz 17% NaCl pa 170 g NaCl.

dopolnimo do 1000 ml

d) Kompleksno tek&e gojige za API ZYM test

sirotka 109
kvasni ekstrakt (»Yeast Extract«) 19
sortni¢no olje 5ml
glukoza 10 g
pepton 59
glicerol 1ml
topni Skrob 59
hitin 59
KH.PO 29
(NHg) 2SO 1,2¢
urea 0,39
CaCy 0,39
raztopina FeSgx 7H,O 0,1 ml
raztopina ZnSgx H,O 1ml
raztopina MnS@x H,O 1mi
raztopina CoGlx 6H,O 1mi
destilirana voda do 1000 mi

pH 6,5
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e) Goji€e z 0,1% konjugiranim polisaharidom

kvasni ekstrakt (»Yeast Extract«) 2g

KH2PO, 29
(NH2)2SO 29

agar 15¢g
konjugirani polisaharid 19
destilirana voda do 1000 mi
pH 6,5

Uporabili smo naslednje polisaharide: hidroksieg¢lluloza, Skrob, galaktomanan in glukan

z vezanim barvilom ostazin briljant & ter glukoronoksilan in hidroksietil Skrob z

vezanim barvilom remazol briljant modro. Avtoklagbrsmo 10 minut pri 121 °C.

f) Gojisce s kazeinom in 10% NacCl za ugotavljanje proteatignosti
posneto mleko v prahu 509

kvasni ekstrakt (»Yeast Extract«) 19

NaCl 100 g

agar 209
destilirana voda do 1000 mi
pH 6,9

Avtoklavorali smo 10 minut pri 121 °C.

g) Goji&e s Tween 80 in 10% NaCl za ugotavljanje esteraktienosti

raztopina Tween 80 (10%) 100 ml
kvasni ekstrakt (»Yeast Extract«) 109
CaC} x 2H,0 0,1¢g

NacCl 100 g
bromkrezol 25 mg

agar 15¢
destilirana voda do 1000 mi

Avtoklavorali smo 10 minut pri 121 °C.
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3.2.2 Raztopine

Raztopine smo pripravljali tako, da smaiwve destilirane vode dali ¥aSo z magnetnim
mesSalom in nato dodajali suhe sestavine. Ko saseesgstavine raztopile, smo raztopino
prelili v merilni valj in dolili destilirano vodo d ustreznega volumna. Raztopine smo
avtoklavirali (15 minut pri 121 °C) v infuzijskiteklenckah.

a) FizioloSka raztopina

NacCl 8,50
destilirana voda do 1000 ml
pH 6,9

b) 10% raztopina NaCl

NacCl 100 g
destilirana voda do 1000 ml
pH 6,9

c) 1 M raztopina MgGl

MgCl, x 6 H,O 20,33 g
destilirana voda do 1000 ml
pH 6.9

d) 1 M raztopina MgS©

MgSQ, x 7 H,O 24,659
destilirana voda do 1000 ml
pH 6.9

e) Raztopina za pripravo suspenzije spor (»Spospeision Solution«)
Tween 80 0,59
agar 0,59

destilirana voda do 1000 ml
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3.2.3 Pufri, reagenti in druge zmesi

a) TE pufer
Tris baza 12 g
Na-EDTA 49
ultracista voda do 1000 ml
pH 8,0

b) CTAB pufer

Tris baza 24,2 ¢
NacCl 82¢
Na-EDTA 74 g

CTAB 209
destilirana voda do 1000 ml
pH 7,5

c) 1x TAE pufer

Tris baza 242,049
ocetna kislina 57,1 ml

0,5 M EDTA (pH 8) 100 ml
destilirana voda do 1000 ml

d) Reagent ZYM A

Tris-hidroksimetil-aminometan 250 ¢g
HCI 110 ml
SDS (natrijev dodecil sulfat) 100 g

destilirana voda do 1000 ml
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3.3 METODE DELA

3.3.1Vzoréenje ozmotsko stresnih okolij

Pri vzokenju smo uporabljali osnovna izolacijska g&giS(MEA, MY50G, YNB) z
antibiotikom kloramfenikol (Ch), ki smo jih modifrali z dodatkom soli NaCl (MEA 10%
NaCl + Ch, MEA 17% NaCl + Ch, YNB 20% NaCl + Ch, NI§'— 12 + Ch).

Na izolacijsko goji&e smo odtisnili ali nanesli del substrata (raskinsubstrati), sipke
substrate (zito, pesek, pelod) smo po gajigaztresli, medtem ko smo izd substratov
(stena) odvzeli bris z vatenko (vatirana ¢ga). Suspenzibilne substrate (pelod) smo
razredili s sterilno destilirano vodo in jih s steriinpatulo razmazali po gojis. Veije
kolicine teka@ih substratov (voda iz solin, sladkorna raztopmaatopina halita) in razsipne
substrate (zito, pesek), ki smo jih predhodno nalme sterilni destilirani vodi, smo s
pomaijo sesalnega filtrirnega sistema filtrirali skotrirni papir s porami velikosti 0,22
pum. Filtrirni papir smo polozili na gog&. Zrak smo vzaili tako, da smo pla® z
gojiscem odkrili in dalj¢asa pustili izpostavljeno zraku. V izjemno slana@aan mulj
solin smo nastavili proteinske pasti. Kose prSataibjega mesa smo dali v plastenko, jo
zagitili z najlonsko nogavico in potopili oziroma zgkali v vodo oziroma mulj. Po
trimes€nem izpostavljanju mikroorganizmom, smo kose priutébjega mesa nanesli na
gojista. Cokolado in druge substrate hrane smo inkubiraliakotimenovanih vlaZznih
komorah. Ko&ek substrata smo inkubirali na otemem filtrirnem papirju zaprtem v

petrijevki.

3.3.21zolacija do ¢&istih kultur

Iz osnovnih izolacijskih plaSsmo glive ne glede na osnovno g&isvedno izolirali na
goji&e MEA 17% NaCl. Ker rodVallemiaspada med filamentozne in sporulikgaylive,
smo uporabili metodo prenosa spor s pymagarne igle. 1z roba svezega gtgiSMEA
17% NaCl smo s sterilno spatulo izrezali majhentgks&garnega gojia oziroma agarno
iglo, s katero smo se nato dotaknili sporulitajdolonije. Agarno iglo s sporami smo
¢rtovno nanesli na sredino MEA 17% NaCl. RemSmo zalepili s parafiimom in jih

inkubirali pri temperaturi 25 °C.



33

Jarti¢ S. Ekofiziologija in taksonomija gliv iz rodvallemia
Dipl. naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljanij@ehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

3.3.3 Molekularno-genetska karakterizacija gliv iz rodu Wallemia

3.3.3.1 lzolacija genomske DNA

Kulture smo iz trdega goga MEA 10% NaCl nacepili v 5 ml tekega gojiga MEA 10%
NaCl v epruveti. Po enotedenski inkubaciji pri sobemperaturi smo s spatulo pod
sterilnimi pogoji prenesli priblizno 1 drmicelija s povrsine tekega gojiga v 2 ml
mikrocentrifugirko, v katero smo predhodno dodaleSanico silikagela in celita v
razmerju 2:1 in 300 pul CTAB pufra. S potjo kovinskih kroglic in homogenizatorja (1
minuta pri frekvenci 30 tresljajev na sekundo) smigelij strli do homogene zmesi. Po
homogenizaciji smo dodali Se 200 ul CTAB pufra merpesSali na magnetnem mesSalu.
Homogeniziran micelij smo inkubirali 30 minut v vddkopeli pri 65 °C in nato v
digestoriju dodali 500 pl kloroforma. MeSanico srpoemesSali z vorteksom in jo
centrifugirali 5 minut pri 14000 obratih na minut¥odno fazo v supernatantu smo
odpipetirali v sterilno mikrocentrifugirko, preostk pa zavrgli v odlagalnik. Postopek s
kloroformom smo Se enkrat ponovili. Po kKani ekstrakcijo s kloroformom, smo preostali
vodni fazi dodali dvakratni volumen 96% etanoldaggmega na -20 °C. MeSanico smo
previdno r@&no premesali in j@ez n& inkubirali pri -20 °C. Po inkubaciji smo mesanico
centrifugirali 5 minut pri 14000 obratih na minutonato pazljivo odpipetirali supernatant.
Preostalo usedlino v mikrocentrifugirki smo spsab00 pl ohlajenega 70% etanola in nato
mesSanico ponovno centrifugirali 5 minut pri 1400 adih na minuto. Etanol smo pazljivo
odpipetirali, usedlino z DNA pa v topli komori odudo suhega. DNA smo nato
resuspendirali v 49 pl TE pufra, mikrocentrifugirga nato inkubirali 5-30 minut v vodni
kopeli pri 37 °C. DNA smo shranili v zamrzovalnigti -20 °C (Gerrits van der Ende in de
Hoog, 1999).

3.3.3.2 Pomnozevanje dela nukleotidnega zaporedja z vergakrijo s polimerazo

S pomajo univerzalnih evkariontskih Zatnih nukleotidov ITS4 in ITS5 (White, 1990)
smo pomnozevali celotno zaporedje ITS1 in ITS 2ju¢ko s 5,8S rDNA s krajSimi
odseki 18S in 28S rDNA. Nukleotidni &tnik 1TS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATA
TGC-3") nalega na konec 3" 28S rDNA, medtem ko ITE5GGAAGTAAAAG
TCGTAACAAGG-3") nalega na konec 5° 18S rDNA.
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MesSanico za verizno reakcijo s polimerazo (v navalpju PCR) smo pripravljali na ledu.
Za 1 vzorec smo pripravili 35 pl meSanice, ki jelwsvala 26,32 ul bidestilirane vode, 0,5
ul 25 mM MgCh, 3,5 pl pufra za polimerazo, 0,7 pl 10mM dNTP, uKITS4 (10

pmol/ul), 1,4 pl ITS5 (10 pmol/ul), 0,18 ul Dreamadr polimeraze in 1 pul DNA. Poleg
vzorcev z DNA smo za vsako pomnoZevanje pripraidlili meSanico za negativno
kontrolo, ki ni vsebovala DNA. Vzorce in negativkontrolo smo vstavili v PCR sistem

Eppendorf in nastavili program pomnoZevanja (Pehgkea 3).

Preglednica 3:Program za pomnoZevanje dela nukleotidnega zaol'€8jrDNA.

Temperatura (°C) Trajanje

1. z&etna denaturacija 95 2 min
2. sledi 30 ciklov

denaturacija 95 45 sek

vezava zéetnih oligonukleotidov 54 30 sek

podaljSevanije verige 72 2 min

3. kortno podaljSevanje verige 72 4 min

3.3.3.3 Gelska elektroforeza

Uspesnost pomnozevanja smo preverili z gelsko relekezo, pri kateri smo uporabili 1%
agarozni gel. V 150 ml erlenmajerici smo zateh@Bg agaroze in z merilnim valjem
odmerili 30 ml TAE (1x) pufra. Agarozo smo raztopilmikrovalovni pe€ici in na koncu
dolili toliko destilirane vode, kot jo je izparel&o se je raztopljena agaroza ohladila na
priblizno 40 °C, smo dodali 3 pl Syber green barvki je bil v kodnem gelu 10000x
razreden. Pazljivo smo pomesali in odlili v nosilec zgestanje gela z glaviki. Strjen
gel, iz katerega smo odstranili glatke, smo vstavili v elektroforetsko banjico tako,jda
bil popolnoma prekrit s TAE (1x) pufrom. Na li&ti parafilma smo si pripravili vzorce za
gelsko elektroforez tako, da smo zmeSali 1,5 plasamega pufra in 3,5 pul PCR
pomnozka. V prvo luknjico smo s pipeto nanesli 3QMNIA lestvice (Fermentas), v
naslednje pa po 5 ul vzorca in negativno kontrelektroforetsko banjico smo prikkli

na elektréni napajalnik. Elektroforeza je prvih pet minut gkdla pod napetostjo 80 V,
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naslednjih 20 minut pa pod napetostjo 100 V. Poc&on elektroforezi smo gel

fotografirali v transiluminatorju s pond racunalniSkega programa »Gene snap«.

3.3.3.4  Dolocanje in obdelava nukleotidnega zaporedja

Nukleotidno zaporedje PCR pomnoZzkov smo ¢itile sodelovanju s podjetiem Macrogen
(Seoul, Juzna Koreja). Sekveniranje je bilo izvederDNA sekvenatorjem, ki temelji na
Sangerjevi metodi in kapilarni elektroforezi. Nubdielno zaporedje PCR pomnozka smo
obdelali s pomgo ratunalniskih programov Clustal X in MEGA4. S po&jm programa

BLAST (»Basic Local Alignment Search Tool«), kigestopen na spletnih straneh (glej
spodaj) NCBI (»National Center for Biotechnologyaimation«), smo poiskali podobne

sekvence, na podlagi katerih smo identificiraliesev

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=4tla&BLAST _PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TY
PE=BlastSearch&SHOW_ DEFAULTS=0n&LINK_LOC=blasthome

3.3.4FizioloSka karakterizacija gliv iz rodu Wallemia

3.34.1 Rast na MEA/MEA 10% NacCl

Na trdih goji€ih MEA in MEA 10% NaCl smo preverili rast posamé#eifizolatov na
gojiku brez in z dodanimi topljencMWallemia sebije edina vrsta znotraj rodu, ki je
sposobna rasti na gaji$ MEA in na ostalih goji&h brez dodanih topljencev, medtem ko
vrsti Wallemia muriaein Wallemia ichthyophagaa goji€u MEA in na ostalih goji&h

brez dodanih topljencev ne rasteta (Zalar, 2005).

3.3.4.2  Encimska aktivnost gliv iz rodWallemia

Encimske teste smo izvajali na rénke n&ine. Uporabili smo komercialni APl ZYM
encimski kit (Biomerieux, ZDA), presevne encimsketade po Petersonu (1995), ki smo
jih modificirali z dodatkom 10% NacCl in trda gajg s konjugiranimi polisaharidi, ki smo
jih uporabili za testiranje nekaterih encimov. Be#te smo dotali tudi z uporabo

komercialnega kita za dalevanje proteolotne aktivnosti.
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3.3.4.2.1 Komercialni encimski kit APl ZYM (Biomerieux)

Test smo uporabili za detekcijo naslednjih encimalkalna fosfataza, esteraza C4,
esteraza lipaza C8, lipaza C14, levcin aminopeptidavalin aminopeptidaza, cistin
aminopeptidaza, tripsin, kimotripsin, kisla fostada fosfoamidazag-galaktozidaza -
galaktozidazap-glukuronidazao-glukozidaza,p-glukozidaza,N-acetilf3-glukozamidaza,
B-manozidaza irm-fukozidaza. Pripravili smo razho slana (brez dodanega NaCl, 10%
NaCl, 17% NaCl) kompleksna ted® goji€a za testiranje encimske aktivnosti. Svezo
kulturo na poSevniku smo zalili s sterilno raztapidaCl (V. sebismo zalili s fizioloSko
raztopino, medtem ko smo kultu¥. muriaein W. ichthyophagaalili z 10% raztopino
NacCl) in pripravili suspenzije glivnih celic in spd?od sterilnimi pogoji smo odpipetirali 1
ml suspenzije kulture v 100 ml tedepa gojiga. W. sebismo inokulirali v tekée gojige
brez dodanega NaCl in v gaj&z 10% NaCIlW. muriaev tekaie goji&e z 10% NaCl,

medtem ko smaV. ichthyophag@okulirali v tekae gojige z 17% NacCl.

Za gojenje smo uporabili erlenmajerico z utori, keta med meSanjem bolje razprsuje
gojis¢e in s tem omog@ boljSo preskrbo glive s kisikom. Ga@j& smo stresali na
stresalniku s frekvenco 150 obratov na minuto.satresmo 30 dni pri sobni temperaturi.

UspesSnost rasti smo preverjali z ugotavljanjemapnigsti hifnih skupkov v goji&i.

V 2 ml mikrocentrifugirko smo odpipetirali 2 ml géja z glivno kulturo in jo
centrifugirali 1 minuto pri 14000 obratih na minut®o centrifugiranju so ekstracelularni
encimi ostali v supernatantu, ki smo ga odpipetiwadteriino 1,5 ml mikrocentrifugirko.
Medtem smo v plastno inkubacijsko posodico nalili 5 ml destiliranedeoza vzdrzevanije
vlage med inkubacijo. Testni set smo vstavili vub&cijsko posodico in v vsako testno
vdolbinico odpipetirali 65 pl supernatanta. Inkaltiismo 4 ure v pri temperaturi 37 °C. Po
inkubaciji smo v vsako testno vdolbinico dodali kiap reagenta ZYM A in kapljico
reagenta ZYM B ter pmakali 5 minut, da so se razvile barve. Barv&ingk smo poveéali
tako, da smo testni set izpostavili &no svetlobi. S pomgo barvne skale smo odali

barvno reakcijo in ocenili kalino encima.
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3.3.4.2.2 Merjenje proteolittne aktivnosti s komercialnim kitom Sigma

V 2 ml mikrocentrifugirko smo odpipetirali 2 ml gg&ja (uporabili smo kompleksno
gojike za APl ZYM test; glej 3.3.4.2.1) z glivno kulturo jo centrifugirali 1 minuto pri
14000 obratih na minuto. V sterilno mikrocentrifikgi smo odpipetirali 20l
inkubacijskega pufra, 1Ql vzorca z encimi in 2Qu FITC (substrat kazein z vezanim
fluorescin izotiocianatom) ter jo zavili v alumista folijo in jo inkubirali 20 ur pri 37 °C.
Po inkubaciji smo v mikrocentrifugirko dodali 1p0triklotocetne kisline in inkubirali 30
minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo vzorec centrifaj 10 minut pri 10000 obratih na
minuto. 10ul centrifugiranega vzorca smo dodali v sveZze miknddfugirke, kamor smo
prej odpipetirali 1ml Assay (Tris) pufra in prevmn3x ra@&no premesali. Na mikrotitersko
plo&o smo odpipetirali po 200l vzorca (1 vzorec v 4 luknjice) in s porjo fluorimetra
dolccili proteoliticno aktivnost.

3.3.4.2.3 Presevne encimske metode po Petersonu

Pripravili smo goji§a za presevne encimske metode po Petersonu (1K95ino jih
modificirali z dodatkom 10% NaCl. Encimi in njihosubstrati so navedeni v Preglednici
4. Kulture smo s cepilno zanko bogato nacepili pem gojigu (W. sebismo nacepili na
gojiste brez dodanega NaCl in na g&§&Z 10% NaCl, medtem ko smo kultivi. muriae

in W. ichthyophagaacepili na goji& z 10% NacCl).

Preglednica 4:Encim, substrat in oznaka; presevna encimske méfeteson, 1995).

Encim Substrat Oznaka goji¥a
proteaza kazein Ka

esteraza Tween 80 Es

amilaza Skrob S

celulaza celuloza C
B-glukozidaza eskulin Ae

ksilanaza ksilan Ks

3.3.4.2.4 Encimska razgradnja konjugiranih polisaharidov

Konjugirane polisaharide smo uporabili za determijoanaslednjih encimov: endo-1-4-

glukanaza in endocelulaza (substrat hidroksietluloea z vezanim barvilom ostazin
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briljant), amilaza (substrat Skrob z vezanim bamilostazin briljant rdee, ter hidroksietil
Skrob z vezanim barvilom remazol briljant modro)pde-1-4-mananaza (substrat
galaktomanan z vezanim barvilom ostazin briljaré¢ed, endo-1-4-glukanaza (substrat
glukan z vezanim barvilom ostazin briljant ¢d® endo-1-4-ksilanaza (substrat
glukoronoksilan z barvilom remazol briljant modrd}ojika je pripravil prof. Peter
Milligan (»University of Maine at Augusta, Augustdaine, USA«).

Kulture smo s sterilno cepilno zanko értovno nacepili na pl@® ter inkubirali 20 dni pri
temperaturi 37 °C. Kultur®V. sebismo nacepili na goji& brez dodanega NaCl, medtem
ko smo kulturiwv. muriaein W. ichthyophaganacepili na goji&, ki smo jih modificirali z
dodatkom 10% NaCl. Rast na substratih in razbaevgnji€a okoli kolonij je pomenila

pozitiven rezultat.

3.3.4.3  Asimilacijski profil gliv iz roduWallemia

Na sposobnost asimilacije raziih virov ogljika in dusika smo testirali vse tmste iz rodu
Wallemia Testirali smo naslednje vire ogljika (D-glukoZa;galaktoza, L-sorbozay-
Acetil-glukozamin, D-riboza, D-ksiloza, D-glukozam L-arabinoza, D-arabinoza, L-
ramnoza, D-saharoza, maltoza, D-trehaloza, fruktoeéobioza, melibioza, laktoza, D-
rafinoza, melezitoza, topni Skrob, glicerol, rilbjtetanol, metanol, galaktitol, D-manitol,
mio-inozitol, mezo-eritrol, citrat, urea, D-glukdpasukcinat, inozitol, fruktoza in
glukoronska kislina) in naslednje vire duSika (dglzamin, L-lizin, kalijev nitrat in

natrijev nitrit).

Priprava gojis:
Testiranje virov ogljika in duSika smo pri vsehhtrerstah iz roduwallemiaizvedli s
pomaijo osnovnega YNB in YCB goji& z dodanim 17% NaCl, medtem ko smo za vrsto

W. sebiuporabili tudi gojige brez dodane soli.

1) Gojike za testiranje vira ogljika
Pripravili smo neslano (YNB) in slano (YNB 17% NaQisnovno goji§&e brez vira

ogljika.
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YNB (»Yeast Nitrogen Base«) 0,67g
agar 29
destilirana voda do 90 ml

Za slano goji& smo dodali 17 g NaCl. Goj§ smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C in
ga v vodni kopeli ohladili na 55 °C. Med ohlajanj@snovnega gojé& smo pripravili vir
ogljika. 1 g vira ogljika smo s pomj® magnetnega mesSala raztopili v 10 ml destilirane
vode in ga nato s sterilno siringo filtrirali (0,28n pore) v osnovno gofis. Gojige z
virom ogljika smo premeSali z magnetnim meSalomg@ aseptino nalili v plasténe

petrijevke. Kona koncentracija vira ogljika v gofig je bila 1%.

2) Goji&e za testiranje virov duSika
Pripravili smo neslano (YCB) in slano (YCB 17% Np@snovno goji8e brez vira

dusSika

YCB (»Yeast Carbon Base) 0,67g
agar 29
destilirana voda do 90 mi

Za slano goji& smo dodali 17 g NaCl. Goj§ smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C in
ga v vodni kopeli ohladili na 55 °C. Med ohlajanjemenovnega gojé& smo pripravili
raztopine z viri duSika. V 10 ml destilirane vodea (100 ml kotinega goji8a) smo
raztopili 0,078 g KN@ 0,026 g NaN@ 0,056 g L-lizina in 1 g D-glukozamina.
Raztopino z virom duSika smo s sterilno siringtriféli (0,22 um pore) v osnovno gajes
Gojis¢e z virom dusSika smo premesSali z magnetnim meSatorga aseptino nalili v

plastEne petrijevke.

Priprava suspenzije spor in celic:
Svezo kulturo na poSevnem gojis MY30G smo zalili z 10% raztopino NaCl (za
testiranje na goji& brez dodane soli, smo kultuvd. sebizalili s fizioloSko raztopino) in
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jo s cepilno zanko postrgali iz povrSine gégiSSuspenzijo spor in celic smo prelili v 2 ml

mikrocentrifugirko, jo premesSali na magnetnem megaldo uporabe spravili v hladilnik.

Nacepitev in inkubacija:
Gojis¢e na plo& smo razdelili na devet delov in na vsak razdele&vtomatsko pipeto
nanesli 10 pl suspenzije spor in celic. Okuzbo Scpmi smo prepedi tako, da smo

plo&e zalepili s filmskim trakom. Goj& smo inkubirali 25 dni pri temperaturi 25 °C.

3.3.4.4 Testiranje tolerance na Mgh MgSQ,

Priprava gojis:

Za testiranje tolerance smo uporabili t&&an trdo gojige MEA, kateremu smo dodali
ustrezno koliino MgCh x 6 H,0O in MgSQ x 7 H,O (Preglednica 5 in 6). Za testiranje
rasti na MgCl smo uporabili trdo goji& na plo8i, le gojie z > 2 M MgCl je bilo
tekate, medtem ko smo za testiranje rasti na Mg8@brabili samo tekie goji&e v
epruveti. MgSQ@ in MgCl, (> 2 M) onemoggita strijevanje agarja, zato smo uporabili
tekate gojige. Goji¥e smo avtoklavirali 15 min pri 120°C in ga do ugmahranili v
hladni komori.

Preglednica 5:Koli¢ina MgCh x 6 HO, ki jo potrebujemo za pripravo 1000 ml (X) in0u@l (Y) goji&a.

¢ MgCl, (mol/l) % (m/V) X(9) Y (9)

1,0M 9,5 203,31 20,33
12M 11,4 243,97 24,40
1,3M 12,4 264,30 26,43
15M 14,3 304,97 30,50
1,7M 16,2 345,63 34,56
19M 18,1 386,30 38,63
20M 19,0 406,62 40,66
2,3M 31,9 467,36 46,74

Preglednica 6:Koli¢ina MgSQ x 7 H,0, ki jo potrebujemo za pripravo 1000 ml (A) in0L@l (B) goji&a.

¢ MgSQO, (mol/l) % (m/V) A (9) B (g)

1.0M 12,0 246,47 24,65
15M 18,1 369,71 36,97
2,0M 24,1 492,94 49,29
25M 30,1 616,18 61,62
3,0M 36,1 739,41 73,94
35M 42,1 862.65 86.26

40M 48,2 985,88 98,6
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Priprava suspenzije spor:

Pripravili smo dobro sporulirajo kulturo gliv iz roduWallemia na trdem poSevnem
goji&u MEA 10% NaCl. Za vsak sev smo pripravili dve migentrifugirki, ki smo ju
ustrezno oznali. V prvo smo odpipetirali 1 ml 1M raztopine Mgl drugo pa 1 ml 1M
raztopine MgS®@ Pod sterilnimi pogoji smo prenesli polno cepilnonka spor v
mikrocentrifugirko z raztopino. Suspenzijo smo pediadi na magnetnem mesalu in jo do

uporabe spravili v hladilnik.

Nacepitev in inkubacija:

Trdo goji&e z MgCh na plogi smo razdelili na devet delov in na vsak razdetek
avtomatsko pipeto nanesli 10 pl suspenzije spoarmpegnega seva, medtem ko smo v
tekate goji&e odpipetirali 20 pl suspenzije spor. Okuzbo scarsi smo prepkdi tako,

da smo plo& zalepili s filmskim trakom, vrh epruvete pa saigtnim papirjem. Goji&
smo inkubirali pri sobni temperaturi do pojava aké rasti. Testiranje rasti smocet na
goji&u z 1M MgC} in 1M MgSQ. V primeru rasti, smo rast kulture testirali na wvi§j

koncentraciji, dokler nismo dosegli koncentraqgge,kateri glive niso vé&rasle.

3.3.5 Shranjevanje izoliranih gliv

Vsem sevom, ki smo jih izolirali iz ozmotsko strismokolij in jih pridobili iz drugih
mikrobioloskih zbirk, smo dodelili EXF Stevilko. $emo trajno shranili v zbirko EX, ki je
del Mreze infrastrukturnih centrov Univerze v Ljjasli (MRICUL) in deluje v okviru IC
Mycosmo na Katedri za molekularno genetiko in biglm mikroorganizmov (Oddelek za
biologijo, BiotehniSka fakulteta, Ljubljana). Glivie rodu Wallemiasmo enako kot vse
filamentozne glive shranili v teko duSik pri temperaturi -196 °C. Za lazje sprotno
rokovanje smo seve shranili tudi na poSevna MEAVIV30G gojia in jih shranili v
hladilniku (4 °C).
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4 REZULTATI

Raziskovalno delo je potekalo od 17. aprila 2009300 septembra 2010 v laboratorijih
raziskovalne skupine za biologijo mikroorganizmoat&dre za molekularno genetiko in
biologijo mikroorganizmov, Oddelka za bologijo BabniSke fakultete, Univerze v

Ljubljani.

4.1 VZORCENJE Z NAMENOM IZOLACIJE SEVOV RODW\Vallemia

Seve, ki smo jih vkljaili v raziskavo, smo pridobili iz treh virov. Pritho dve tretjini smo
jih tekom raziskave izolirali iz ozmotsko stresmkolij, ostalo tretjino pa so predstavljali
neidentificirani sevi iz mikrobioloSke zbirke ekstnofilnin mikroorganizmov (EX)
Infrastrukturnega centra Mycosmo na BiotehniSkiufeti, ter sevi identificirani kowV.

sebij ki smo jih naréili iz drugih mikrobioloSkih zbirk.

4.1.1Vzoréenje ozmotsko stresnih okolij

Vzorcenje je potekalo od aprila 2009 do junija 2010em tasu smo z namenom izolacije
¢im ved sevov gliv iz roduWallemiapridobili in testirali priblizno 300 razinih vzorcev iz
Slovenije in drugih evropskih drzav (Nizozemska k, Mrvaska — HR, Islandija — IS,
Italija — IT, Nentija — DE, Tutija — TR), Azije (Indonezija — IN, Japonska — Jrpil),
Afrike (Tanzanija — TA, Namibija — NA) in Amerik&Z@ruzene DrZzave Amerike — ZDA,
Argentina — AR). Vsi vzorci so navedeni v Pregledlm. Iz priblizno 30% vzorcev smo
izolirali seve roduWallemig ti vzorci so oznéeni z * in podrobneje opisani v Preglednici
8.

4.1.1.1  Vzorciiz izjemno slanih okolij

Testirali smo sol iz solin (Seveljske soline, Slovenija), sol iz slanih jezer(o slano
jezero, Utah, ZDA), sol iz rudnikov soli (Argentinaurcija) in druge vzorce soli iz Balija
(Indonezija), Himalaje (Nepal). S filtriracijo imkubacijo filtrov na slanih goj&éh smo
testirali izjemno slano vodo iz solin (@weljske soline, Slovenija (Sl); soline Trapani,
Sicilija, Italija) in vodo iz slanih jezer (»Gre&alt Lake«, Utah, ZDA). 1z Seveljskih

solin (Slovenija) smo obdelovali vzorce iz halditsrastlin in njihovih ostankov (razine
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sanice, kobulnice, rman, trgfe in druge trave, obmorski oman, ljuljka, osik, lo¢ek,
nebinovka, koruzni storz), vzorce iz ostankov mitrskvali (perje in kosti galeba, sipine
kosti, Skoljke, Zuzelke, osje satje in voda, metjhlato okoli poginulega galeba) in vzorce

iz mesnih vab.

4.1.1.2 Vzorci iz hrane z znizano vodno aktivnostjo

Testirali smo razéino sladko hranotokolado (ml€na, temna, bela, slana, z leSnikovo
kremo, z mentolovim polnilom) itokoladne namaze (nutela, dukatela), torte (malireova
smetano), dzeme in marmelade (slivova, mémali meSana), suho sadje (marelice, hruske,
slive, fige, murva), sveze sadeZe (gnila jabolkaza jabolka, breskve) in sladkor. Vzorce
slane hrane so predstavljali suhomesnati izdeliek@ena Sunka, prsut, bodjola, ogrska
salama), zaseka in mast. Izmed suhe hrane smaaliesdizlicna zita (zimska pSenica,
je¢men, tritikala, jara pSenica, koruza), semena {@ona, konopljina, sezamova),

zaimbe (vegeta, kava, kakav, sladka@gje (Zajbljev, Sipkov) in moko.

4.1.1.3  Vzorci iz drugih okolij

Testirali smo mrtvecebele ter druge vzorce iEebelnjaka in okolice (zrak pred panji,
letvice s satjem, celice s cvetnim prahom, cvetrahly cvetni prah razinih rastlin,
kmetijsko okolje (kompost, seno, koruzno silaz¢@spive stene v stanovanjskih zgradbah,
usedline okoli gejzirja (Islandija), ptavski pesek (Namibija), vzorci s povrsin réalh
gob (hojeva polzevka, smrekova kres#acinobrasti drobnoluk&ar, bukova polzevka,
Zolti luskinar, navadna ledenka, skorjasta zameazanela polZzevka, rdelistka,
skorjevka, bukova kresilka, maskulina, bradaveuzasta Sirokolistka, Storovka, luskinar,
¢edna bolgarka, vitka leseii@ tintnica, pegastéeladica, red@iastaceladarica, meglenka,

kuémica, bukova mlénica, lososova sirovka, skledica, luskinarji).
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Preglednica 7:Pregled vzorcev pridobljenih iz ozmotsko stresrkblip, nacin izolacije ter datum vzdéenja.

No Oznaka Substrat Drzava in  Nagin Gojisée  Datum
vzorea kraj izolacije vzoréenja
1 CVZ_R 1 cvetni prah Sl Raztros C.D 17.4.2009
2 CV3 R 1 cvetni prah NL, Raztros C,D 17.4.2009
Amsterdam
3 CV4_R 1 cvetni prah SI, Krsko Raztros C.D 17.4.2009
4 Cva B 1 cvetni prah Sl, Krsko razmaz susp. AD 17.4.2009
5 Cv4 B 2 cvetni prah SI, Krsko razmaz susp. A.D 17.4.2009
6 Cv4 B 3 cvetni prah SI, Krsko razmaz susp. A.D 17.4.2009
7 Cv4 B 4 cvetni prah SI, Krsko razmaz susp. A.D 17.4.2009
8 Cvs_B_1* cvetni prah, obnozingebele S Krsko razmaz susp. C.D 17.4.2009
9 CV5_B_2 cvetni prah, obnozingebele S Krsko razmaz susp. C.D 17.4.2009
10 Cvs5 B3 cvetni prah, obnozingebele Sl Krsko razmaz susp. C.D 21.5.2009
11 Cv5 B4 cvetni prah, obnoZingebele SI Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
12 CV5B5 cvetni prah, obnoZingebele SI Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
13 CVv5B6 cvetni prah, obnoZingebele SI Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
14 CV5. B cvetni prah, obnozingebele S Krsko razmaz susp. C.D 21.5.2009
15 Cv5. B8 cvetni prah, obnozingebele S Krsko razmaz susp. C.D 21.5.2009
16 CV5.B.S9 cvetni prah, obnozingebele Sl Krsko razmaz susp. C.D 21.5.2009
17 Cve_l1 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
18 Cv6_12 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
19 Cv6.13 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
20 Cve_l 4 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. C.D 21.5.2009
21 Cvée_l5 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. C.D 21.5.2009
22 Cvée_l 6 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. C.D 21.5.2009
23 Cve_l7 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
24 Cve_l8 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
25 Cve_l9 cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. ©C.D 21.5.2009
26 Cv6_l_10* cvetni prah, vzet iz satja SI, Krsko razmaz susp. C.D 21.5.2009
27 soL_t sol iz solin SI, Seéovlie'  raztros C,D,E  22.5.2009
28 soL_2* sol iz solin SI, Seéovlie'  raztros C,D,E  22.5.2009
29 SLAD_1* pokvarjena marmelada Sl, Trebnje  bris z vatenko C.D,E 22.5.2009
30 CEBEL_I_1* zrak pred panjem SI, Ljubliana  odkrita plo¥a B 29.6.2009
31 CEBEL_I_2 Zive ¢ebele SI, Ljubliana  odkrita plo¥a B 29.6.2009
32 CEBEL_I3 letvica satjagebelnjak SI, Ljubljana  bris z vatenko B 29.6.2009
33 CEBEL_I4 letvica satjagebelnjak SI, Ljubljana  bris z vatenko B 29.6.2009
34 CEBEL_IS celica satja s pelodom SI, Ljubljana  bris z vatenko B 29.6.2009
35 CEBEL_I_6 celica satja s pelodom SI, Ljubljana  bris z vatenko B 29.6.2009
36 CEBEL_I_7 celica satja z medom SI, Ljubljana  pris z vatenko B 29.6.2009
37 CEBEL_I_8 celica satja z medom SI, Ljubljana  pris z vatenko B 29.6.2009
38 SENOMR. seno, koruzna silaza SI, Ljubljiana  raztros AC 20.7.2009
39 DOM_1 jusna zaimba (Vegeta) S, Jurkloster raztros B 22.7.2009
40 DOM_2 mleta kava (Barcafe) SI, Jurkloster  raztros B 22.7.2009
41 DOM_3 sezamovo seme S, JurkloSter raztros B 22.7.2009
42 DOM_4 travna semena S, JurkloSter raztros B 22.7.2009
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No Oznaka Substrat Drzava in  Nagin Gojisée  Datum
vzorea kraj izolacije vzoréenja
43 DOM_5 kompostna trava S, Jurkloster raztros B 22.7.2009
44 DOM_6 gnilo jabolko SI, JurkloSter  bris z vatenko B 22.7.2009
45 DOM_7 povrSina sveZega jabolka Sl Jurkloster pris z vatenko B 22.7.2009
46 DOM_8 povrsina breskve SI, JurkloSter  bris z vatenko B 22.7.2009
47 DOM_9 pasja dlaka SI, Jurkloster bris z vatenko B 22.7.2009
48 ARCHES_1 posusena rastlina ZDA, Utaf  nanos delov  C 26.8.2009
49 ARCHES_2 A  suhe brinove iglice, jagode ZDA Uta¥  nanos delov  C 26.8.2009
50 ARCHES_ 2 B suhi hrastovi list ZDA, Utatf  npanos delov  C 26.8.2009
51 ARCHES 2 C  suhatrava ZDA, Utatf  nanos delov  C 26.8.2009
52 ARCHES 2 D  suhi cvetovi ZDA, Utatf  nanos delov  C 26.8.2009
53 ARCHES 2 E  suha olesenela vejica ZDA, Utatf  nanos delov  C 26.8.2009
54 ARCHES_2 F  suha vejica ZDA, Utaf  nanos delov € 26.8.2009
55 ARCHES 2 G suha stebla ZDA, Utatf  nanos delov  C 26.8.2009
56 ARCHES_ 2 H  suhe rastline ZDA, Utatf  nanos delov  C 26.8.2009
57 ARCHES_3 suh klas trave ZDA, Utalf  npanos delov  C 26.8.2009
58 ARCHES_4 pesek ZDA, Utatf  npanos delov  C 26.8.2009
59 ARCHES 5 A suha rastlin ZDA, Utatf  nanos delov  C 26.8.2009
60 ARCHES 5 B  socvetje suhe rastline ZDA, Utatf  nanos delov  C 26.8.2009
61 ARCHES 5 C  storzki ciprese ZDA, Utatf  nanos delov  C 26.8.2009
62 MURVA_1 suhi plodovi murve HR, Pula nanos delov  C 26.8.2009
63 WallH1/1* halofit SI, Seovlie" panos delov B 26.8.2009
64  WallH1/4* halofit SI, Séovlie" panos delov B 26.8.2009
65  WallH1/5_A* halofit SI, S€ovlie" panos delov B 26.8.2009
66  WallH1/5_B* halofit SI, S€ovlie" npanos delov B 26.8.2009
67  WallH1/6* halofit SI, S€ovlie" npanos delov B 26.8.2009
68  WallH1/7* halofit SI, S€ovlie" panos delov B 26.8.2009
69  WallH2/2* halofit SI, S€ovlie" panos delov B 26.8.2009
70 WallAl/L_A* halofit SI, S€ovlie" panos delov B 26.8.2009
71  WallAl/1_B* halofit SI, Seovie! panos delov B 26.8.2009
72 GSL3 sol roza barve ZDA, Utal’  raztros c 26.8.2009
73 GSL5 suha sol ZDA, Utal’  raztros c 26.8.2009
74 GSL.6 sol z muSicami ZDA, Utal'  raztros c 26.8.2009
75 GSL7 sol z artemijami ZDA, Utal’  raztros c 26.8.2009
76  GSL_10 sol s sedimentom ZDA, Utal'  raztros c 26.8.2009
77 GSL.11 okrogel pesek - ooliti ZDA, Utal’  raztros c 26.8.2009
78 GSL_12 soli z Zuzelkami ZDA, Utal’  nanos delov  C 26.8.2009
79 GSL 14 sorthicna semena ZDA, Utal’  raztros c 26.8.2009
80 GSL.15 olesenela stebla rastline ZDA, Utal'  nanos delov  C 26.8.2009
81 GSL.16 suhi halofiti ZDA, Utal'  nanos delov B,C 26.8.2009
82 GSL 20 sol z jageci artemij ZDA, Utal’  raztros B.C 26.8.2009
83 GSL 21 suha trava pred jezerom  ZDA, Utal  panos delov  B,C 26.8.2009
84 GSL 22 suha trava ob jezeru ZDA, Uta’  nanos delov  B.C 26.8.2009
85 CEBEL.II_1 zrak pred panjem SI, Jurkloster odkrita ploga C 28.8.2009
86  CEBEL_II_2 zrak pred panjem SI, Jurkloster  odkrita ploga C 28.8.2009
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No Oznaka Substrat Drzava in  Nagin Gojisée  Datum
vzorea kraj izolacije vzoréenja
87 CEBEL_I_3 celica satja z medom SI, JurkloSter pris z vatenko C 28.8.2009
88  CEBEL_I_4 celica satja z medom SI, Jurkloster  pris z vatenko C 28.8.2009
89 CEBEL_I5 celica satja s pelodom SI, Jurkloster  pris z vatenko C 28.8.2009
90 CEBEL_I_6 celica satja s pelodom SI, Jurkloster  pris z vatenko C 28.8.2009
91 CEBELIL7 propolis iz letvice satja S, Jurkloster pris z vatenko C 28.8.2009
92 CEBEL_I_8 lesena letvica satja SI, JurkloSter pris z vatenko C 28.8.2009
93 CEBEL.IL9 mrtveebele SI, Jurkloster nanos trupel C 28.8.2009
94  CEBEL_I_10 celica satja z medom SI, Jurkloster  pris z vatenko C 28.8.2009
95 SLAD_2 leSnikov namaz (Nutella) Sl Jurkloster pris z vatenko C 28.8.2009
96 Cvio_1 cveti prah SI, JurkloSter razmaz susp. C 29.8.2009
97 SLAD_3 torta z malinami in smetano Sl Jurkloster pris z vatenko C 31.8.2009
98 S.MESO_1 suho meso (bodjola) SI, JurkloSter nanos kosov  C 1.9.2009
99 SOL 4 himalajska sol Nepal raztros B.C 9.9.2009
100 ISLANDUA1 blato, usedline okoli gejzirja IS raztros B.C 16.9.2009
101 ISLANDIJA?Z2 blato, usedline okoli gejzirja 1S raztros B.C 16.9.2009
102 ISLANDIJA3 blato, usedline okoli gejzirja IS raztros B.C 16.9.2009
103 ISLANDIJA 4 blato, usedline okoli gejzirja 1S raztros B.C 16.9.2009
104 ISLANDAS blato, usedline okoli gejzirja 1S raztros B.C 16.9.2009
105 NAMIB pugavski pesek, Namib N raztros B.C 16.9.2009
120 FIGA_1 gnila figa S, Séovlie'  razmaz c 29.9.2009
121 SOLINE_1 vaba v solinah SI, Séovlie" razmaz mesa A B E 30.9.2009
122 SOLINE_2 vaba v solinah SI, Séovlie" razmaz mesa A B.E 30.9.2009
123 SOLINE_3 vaba v solinah SI, Séovlie" razmaz mesa A B E 30.9.2009
124 SOLINE_4 vaba v solinah, bazen S10 S, Seovlie" razmaz mesa A B.E 30.9.2009
125 SOLINE_5 vaba v solinah, bazen S10 S, Seéovlie" razmaz mesa A B.E 30.9.2009
126 SOLINE_6 vaba v solinah, bazen S10 S, Seovlie® razmaz mesa A B.E 30.9.2009
127 SOLINE_7 perje galeb SI, Séovlie" panos perja A B.E 30.9.2009
128 SOLINE_8 kosti galeba SI, Seovie!  nanos kosti AB,E 30.9.2009
129 SOLINE_9 sipina kost S, Seovlie' npanos skosti A B, E 30.9.2009
130 SOLINE_10 Skoljke S, Seovlie' npanos $kolik A B, E 30.9.2009
131 SOLINE_11 Zuzelka SI, S€ovlie" npanos ZuZelke B 30.9.2009
132 SOLINE_12 ostanek koruznega klasa S, S€oviie'  nanos klasa B 30.9.2009
133 SOLINE_13 osje satje na travi SI, Seovie!  nanos satja B 30.9.2009
134 SOLINE_14 poginul galeb - meso SI, Séovlie"  bris z vatenko B 30.9.2009
135 SOLINE_15 blato ob poginulem galebu Sl S&oviie'  bris z vatenko B 30.9.2009
136 SOLINE_16 poginul galeb - kosti SI, Seoviie'  bris z vatenko B 30.9.2009
137 SOLINE_17* poginul galeb - perje SI, S€ovlie'  bris z vatenko B 30.9.2009
138 SOLINE_18 rdes biofilm na vodi SI, Séovlie"  bris z vatenko B 30.9.2009
139 SOLINE_19 oranzen biofilm na vodi SI, Séovlie"  bris z vatenko B 30.9.2009
140 SOLINE_20 rded mulj SI, Séovlie"  pris z vatenko B 30.9.2009
141 SOLINE_21 les SI, S€ovlie'  bris z vatenko B 30.9.2009
142 SOLINE_22 voda ob poginulem galebu S, S€ovlie"  bris z vatenko B 30.9.2009
143 SOLINE_23 solinska voda, rezervoar ~ SI, S&oviie' filtriranje B 5.10.2009
144 SOLINE_24* mulj iz solin S, Seovlie" filtriranje B 5.10.2009
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No Oznaka Substrat Drzava in  Nagin Gojisée  Datum
vzorea kraj izolacije vzoréenja
145 S R1 saénica iz solin SI, Seovlie! panos delov B 5.10.2009
146 S R.2 kobulnica iz solin SI, Seovlie" panos delov B 5.10.2009
147 S R3 rman v solinah SI, Seovlie" panos delov B 5.10.2009
148 S R 4 trsti¢je v solinah SI, Seovie! panos delov B 5.10.2009
149 S R5 hakofit, obmorski oman SI, Seovie! panos delov B 5.10.2009
150 S R.6 suha trava v solinah SI, Seovie! panos delov B 5.10.2009
151 S R.7 neznan halofit SI, Seovie! panos delov B 5.10.2009
152 SR8 suha rastlina s klasom SI, Seovlie" panos delov B 5.10.2009
153 S RS9 suha trava v solinah SI, Seovlie" panos delov B 5.10.2009
154 S R 10 rastlina, ljuljka SI, Seovlie! panos delov B 5.10.2009
155 S R11 suha rastlina v solinah SI, Seovie! panos delov B 5.10.2009
156 S_R_12 neznana rastlina golinah SI, Seovlie! npanos delov B 5.10.2009
157 S_R.13 halofit, os@nik SI, Seovie! npanos delov B 5.10.2009
158 S R_14 halofit, lotek SI, Seovlie" panos delov B 5.10.2009
159 S_R_15 rastlina, trava s klasom SI, S€ovlie" panos delov B 5.10.2009
160 S_R_16 halofit, visoka nebinovka Sl Séoviie' nanos delov B 5.10.2009
161 ZITO_1 zimska pSenica SI, Jurkloster filtrir., nanos  B,C,D 6.10.2009
162 ZITO_2 zimska p$enica SI, Sentjur filtrir,, nanos ~ B,C,D  6.10.2009
163 ZITO_3_R* jecmen S, Sentjur filtrir., nanos  B.C,D  6.10.2009
164 ZITO_3_B* je¢men SI, Sentjur filtrir,, nanos ~ B.C,D  6.10.2009
165 ZITO_4 tritikala S, Sentjur filtrir.,, nanos ~ B,C,D 6.10.2009
166 ZITO_5 jeémen SI, Kranj filtrir., nanos  B.C,D 6.10.2009
167 ZITO_6* jara pSenica Sl, Kranj filtrir., nanos  B,C,D, 6.10.2009
168 ZITO_7 zimska pSenica SI, Kranj filtrir., nanos  B.C,D 6.10.2009
169 SENO seno - koruzna silaza SI, Jurkloster  raztros B 6.10.2009
170 KRISTAL kristal halita (NaCl) neznano filtriranje razt. B 6.10.2009
171 DOM_10 sortni¢na semena SI, JurkloSter  raztros c 10.10.2009
172 DOM_11 kakav (Nesquick) SI, Jurkloster - raztros c 10.10.2009
173 DOM_12 doma Sipkov¢éaj S, Jurkloster rsztros C 10.10.2009
174 DOM_13 diSalo iz klirckov TA, Zanzibar raztros c 10.10.2009
175 DOM_14 prsut (Kras) SI, JurkloSter nanos mesa  C 10.10.2009
176 DOM_15 suho meso, bodjola SI, Jurkloster  pris z vatenko C 10.10.2009
177 S.MESO_2 suho meso, ogrska salama Sl Trebnje  razmaz delov C 21.10.2009
178 GOBA_1 goba, hojeva polzevka S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
179 GOBA_2 goba, smrekova kresida Sl, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
180 GOBA_3 goba, drobnolukrtar S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
181 GOBA_4 goba, bukova polzevka S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
182 GOBA_5 goba, Zolti luskinar Sl, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
183 GOBA_6 goba, navadna ledenka Sl, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
184 GOBA _7 goba, skorjasta zamazanka S! Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
185 GOBA_8 goba, bela polzevka Sl, Idrija bris z vatenko € 26.10.2009
186 GOBA_9 goba, rdéelistka Sl, Idrija bris z vatenko € 26.10.2009
187 GOBA_10 goba, skorjevka Sl, Idrija bris z vatenko € 26.10.2009
188 GOBA_11 goba, bukova kresilka Sl, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
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189 GOBA _12 goba, maskulina S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
190 GOBA_13 goba, trihodopsis S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
191 GOBA_14 goba, bradovec S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
192 GOBA_15 goba, sluzasta Sirokolistka S!. Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
193 GOBA _16 goba, Storovka S, ldrija bris z vatenko C 26.10.2009
194 GOBA _17 goba, luskinar S, ldrija bris z vatenko C 26.10.2009
195 GOBA _18 goba,cedna bolgarka S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
196 GOBA_19 goba, vitka lesenjma Sl, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
197 GOBA_20 goba, tintnica S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
198 GOBA_21 goba, straforija Sl, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
199 GOBA _22 goba, pegastéeladica S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
200 GOBA_23 goba,eladarica S, ldrija bris z vatenko C 26.10.2009
201 GOBA_24 goba, meglenka S, ldrija bris z vatenko C 26.10.2009
202 GOBA_25 goba, kdmica S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
203 GOBA_26 goba, Storovka Sl, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
204 GOBA_27 goba, bukova mlmica Sl, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
205 GOBA_28 goba, lososova sirovka S, ldrija bris z vatenko C 26.10.2009
206 GOBA_29 goba, skledica S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
207 GOBA_30 goba, néedna bolgarka S, ldrija bris z vatenko C 26.10.2009
208 GOBA_31 goba, luskinarji S, Idrija bris z vatenko C 26.10.2009
209 SICILIA** voda iz solin IT, Trapani filtriranje c 14.10.2009
210 SENO* suho seno SI, Kranj nanos c 14.10.2009
211 S.MESO_4 svinjska zaseka SI, Ljutomer  pris z vatenko C 26.10.2009
212 S.MESO_5 svinjska mast SI, Ljutomer  nanos masti c 26.10.2009
213 SLAD_S nastena raztopina sladkorja S, Liubljana  razmaz c 26.10.2009
214 KONOPLJA konopljina semena SI, Ljubliana  nanos semen C 26.10.2009
215 PELOD_1 pelod, cvetni prah Sl, Trebnje nanos peloda C 26.10.2009
216 RIZ_1 bilka in klas riza JP nanos delov  C 26.10.2009
217 RIZ_2 bilka in klas riza JP nanos delov  C 26.10.2009
218 RIZ_3 bilka in klas riza JP nanos delov  C 26.10.2009
219 RIZ_4 bilka in klas riza JP nanos delov  C 26.10.2009
220 COKO_1 mle¢nacokolada (Gorenjka) Sl Trebnje  nanos ko&ov C.F 27.10.2009
221 COKO_2 temnacokolada (Gorenjka) Sl Trebnje  nanos ko&ov C.F 27.10.2009
222 COKO_3 belacokolada (Milka) SI, Trebnje nanos ko&ov C.F 27.10.2009
223 COKO_4 ¢ok. z lesnik. kremo (Milka) SI. Trebnje  nanos ko&kov C.F 27.10.2009
224 SOL_6 sol, spominek iz Balija IN, Bali raztros c 27.10.2009
225 SOL_7 sol iz rudnika soli gg}vigeia Z raztros c 27.10.2009
226 SOL_8 mleta sol iz rudnika soli TR, meja z raztros c 27.10.2009
Armenijo
227 SOL.9 surova sol iz rudnika soli Xlr?n,qem%a Z raztros c 27.10.2009
228 BRSLIAN_1 plodnica brsljanovega cveta Sl Liubljana  pris z vatenko A, B, F 2.11.2009
229 BRSLIAN_2 brsljanov plod SI, Ljubliana  nanos plodov A.B.F 2.11.2009
230 BRSLIAN_3* cvetni prah brSljana SI, Ljubliana  odtis socvetja A/B.F 2.11.2009
231 BRSLIAN_4 satje z brsljanovim medom Sl Ljubljana  pris z vatenko A.B.,F 2.11.2009
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232 BRSLIAN_S satje z brSljanovim medom S, Ljubliana  bris z vatenko A, B, F 2.11.2009
233 PELOD_2 mleti cvetni prah (Medex) Sl Liubliana  raztros AB,F 4.11.2009
234 PELOD_3 pelod, cvetni prah SI, JurkloSter  raztros C.F 10.11.2009
235 S.MESO_6 prsut z vidno plesnijo (Kras) SI. Jurkloster pris z vatenko C. F 10.11.2009
236 ZITO_8* koruzna semena SI, JurkloSter nanos semen C.F 10.11.2009
237 MOKA_1 pSenéna moka S, Jurkloster  raztros C.F 10.11.2009
238 MOKA_2 stara pSekina moka S, Jurkloster raztros C.F 10.11.2009
239 VEGETA_ 2 zaimba (Vegeta) SI, Jurkloster - raztros C.F 10.11.2009
240 SR_1 doma Zajbljev¢aj SI, Jurkloster nanos delov  C.F 10.11.2009
241 SLAD_6 slivova marmelada SI, JurkloSter pris z vatenko C.F 10.11.2009
242 SLAD_7 meSana marmelada SI, JurkloSter pris z vatenko C. F 10.11.2009
243 PH.1 &okoladni namaz SI, JurkloSter pris z vatenko C. F 10.11.2009
244 COK_1* mletna ¢okolada Zimska Sl Lubliana vlazna komora / 30.11.2009
) pravljica (Gorenjka)
245 COK_2* cokoladni velikon@ni zajec Sl Ljubliana vlaZzna komora / 30.11.2009
) (Gorenjka)
246 COK_3* belacokolada (Milka) SI, Ljubljana  vlaZzna komora / 3.12.2009
247 COK_4* mle¢nacokolada (Gorenjka) Sl Liubliana vlazna komora / 3.12.2009
248 COK_5* cokoladni velikongni zajec Sl Ljubliana vlaZzna komora / 30.11.2009
) (Gorenjka)
249 COK 6 ¢okoladno jajce s polnilom Sl Ljubliana  vlaZzna komora / 3.12.2009
250 COK_7 ¢okoladno jajce SI, Ljubljana  vlaZzna komora / 3.12.2009
251 COK_ 8 ¢okoladni boZiek SI, Ljubliana  vlaZna komora / 3.12.2009
252 COK.9 ¢okolada RITTER SPORT  SI, Ljubljiana  vlazna komora / 30.11.2009
253 COK_10 mle¢nacokolada, na zraku Sl Liubljana  vlazna komora / 30.11.2009
254 COK_11 ¢okolada s kremo, na zraku S, Ljubliana  vlazna komora / 3.12.2009
255 COK_12 temnacokolada, na zraku Sl Ljubliana  vlaZzna komora / 3.12.2009
256 COK_13 mle¢nacokolada z leSniki Sl Liubliana  vlazna komora / 30.11.2009
257 COK_ 14 temnacokolada (Lindt) SI, Ljubljana  vlazna komora / 16.12.2009
258 COK_15 slanacokolada (Mévenpick) S Ljubljana vlazna komora / 16.12.2009
259 COK_16 ¢okolada KPYTICKOMN) SI, Ljubljana  vlazna komora / 16.12.2009
260 COK_17 s ¢okolado obliti ore&ki in S, Dobje vlazna komora / 16.12.2009
) suho sadje
261 COK_18 cokolada z mentopovim S Ljubljana  vlazna komora / 16.12.2009
) polnilom (Lindt)
262 COK_19 cokolada s polnilom (Lindt) S Ljubljana vlazna komora / 6.1.2010
263 S_SADJE_1 suha marelica Sl, Dobje nanos sadja C.D 16.12.2009
264 S_SADJE_2 suha hruska SI, Dobje nanos sadja C.D 16.12.2009
265 S_SADJE 3 suha figa SI, Dobje nanos sadja C.D 16.12.2009
266 59/1* stena v kuhinji, 60 cm od tal SI. Ljubliana  pris z vatenko C.D 30.10.2009
267 601 kopalnica, fuga med plos Sl Liubliana  pris z vatenko C.D 30.10.2009
268 86/2* stena v dnevni sobi Sl, vrhnika  bris z vatenko C.D 15.12.2009
269 88/1* stena v kuhinji, 60 cm od tal S, Radomlje  pris z vatenko C.D 16.12.2009
270 83/1* kot pod stropom v spalnici Sl Kamnik  bris z vatenko C.D 9.12.2009
271 83/3_1* strop v otro$ki sobi SI, Kamnik  bris z vatenko C.D 9.12.2009
272 83/3 2* strop v otro$ki sobi S, Kamnik  bris z vatenko C.D 12.3.2010
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273 S_M_1 suha salama SI, JurkloSter bris z vatenko C.D 12.3.2010
274 S_M_2 suha salama s plesnijo SI, Jurkloster  pris z vatenko C 14.3.2010
275 S_ M3 suha okrogla klobasa SI, Jurkloster  pris z vatenko C 14.3.2010
276 S_M_4 svinjski ocvirki SI, Jurkloster  pris z vatenko C 14.3.2010
277 S_M_5 ocvrta svinjska koza SI, JurkloSter pris z vatenko C 14.3.2010
278 S_M_6 suho meso, bodjola SI, JurkloSter pris z vatenko C 14.3.2010
279 S_M_7 slanina SI, JurkloSter pris z vatenko C 14.3.2010
282 GA_1* voda v kristalizacijskih SI, S&oviie' filtriranje c 16.3.2010
bazenih solin — greica
283 GB_1* voda v kristalizacijskih Sl Seovlie" filtriranje c 16.3.2010
bazenih solin — greiica
284 RB_3* voda v kristalizacijskih Sl S€ovlie" filtriranje c 16.3.2010
bazenih solin — rezervoar
285 RB_1* voda v kristalizacijskih Sl Seovlie" filtriranje c 16.3.2010
bazenih solin — rezervoar
297 SOL_11 sol, grobi, rjavi kristali raztros c 1.6.2010
298 SOL_12 sol, grobi, belomodri kristali raztros c 1.6.2010
299 SOL_13 sol, drobni, opénati kristali raztros C 1.6.2010
300 SOL_14 sol, grobi, beli kristali raztros c 1.6.2010
301 SOL_15 sol, oranzno-beli kristal raztros c 1.6.2010
302 SOL_16 sol, drobni, beli kristali raztros c 1.6.2010

* vzorci, iz katerih smo izolirali glive iz rodMWallemiaso podrobneje opisani v preglednici‘8yzorci iz
Sesoveljskih solin (Slovenija)? vzorci iz Nacionalnega parka Arches (Utah, ZDAyzorci iz Velikega
slanega jezera (Utah, ZDA)yzorci iz solin Trapani (Sicilija, Italija); A (ME + Ch); B (MEA 10% NacCl +
Ch); C (MEA 17% NacCl + Ch); D (MY50G + Ch); E (MY1012 + Ch); F (YNB 20% NacCl + Ch).

Iz ozmotsko stresnih okolij smo izolirali 38 sevghwv iz rodu Wallemia(Preglednica 8).
Na novo pridobljene seve smo izolirali dstih kultur, jim dodelili EXF oznako in jih
trajno shranili v mikrobioloski zbirki EX (Infragtkturni center Mycosmo, BiotehniSka
fakulteta).

4.1.2 Pridobitev sevov iz razlénih mikrobioloskih zbirk

Iz mikrobioloSke zbirke EX smo pridobili 15 neid#éiiranih sevov gliv iz rodu
Wallemig medtem ko smo iz belgijske mikrobioloske zbirke@W/MUCL (»Belgian Co-
ordinated Collections of Microorganisems«) pridbbsem sevov, tri seve pa iz kanadske
mikrobioloSke zbirke UAMH (»Microfungus collectioand Herbarium, University of
Alberta).
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4.2 |IDENTIFIKACIJA IN TAKSONOMSKA ANALIZA

Izolate smo na podlagi z&itnih majhnih prasnatih kolonij cimetove barve d#lio kot

predstavnika rodWallemia ldentifikacija do posameznih vrst pa je potekadaosnovi rasti
na goji¥u MEA oziroma MEA 10% NaCl (Preglednica 8) ima podlagi molekularno-
genetskih lastnosti ITS rDNA nukleotidnih zaporedifidobljenih z verizno reakcijo s

polimerazo.

Na osnovi poravnanih nukleotidnih ITS rDNA zapojesino izrisali filogenetsko drevo
(Slika 2) in identificirali tri znane vrsta@V. sebi(12 izolatov), W. muriag(26 izolatov) in
W. ichthyophagd6 izolatov). Dvajset sevov nismo mogli uvrstitechopisane vrste, zato
smo jih poimenovali Wallemia sp. (2 izolata),Wallemia aff. sebi (aff. = »affinity« -
sorodnost) (10 izolatov) inWallemia aff. muriae (8 izolatov). Z Wallemia sp. smo
poimenovali dva seva (EXF-5748 in EXF-5753), kippdata potencialno novi vrsti, z
Wallemia aff. sebiin Wallemia aff. muriae pa kompleks vrst, ki se po molekularno-
genetskih znalnostih ITS rDNA zaporedja malo razlikujejo od ¥&/. sebiin W. muriae

S pomadajo spletnega programa BLAST smo déloodstotek (%) ujemanja nukleotidnega
zaporedija s tipskimi sevW. ichthyophage&EXF-994 (=CBS 113033)V. sebiEXF-958
(=CBS 818.96) inW. muriaeEXF-951 (=CBS 116622, =MZKI B-952) (Preglednica 8)

Dvanajst izolatov, ki so rastli tako na gojiSMEA brez dodatka soli kot tudi na gajis

MEA z dodatkom soli, smo identificirali do vrsW. sebi Nukleotidno zaporedje desetih
izolatov se v 98-99% ujema z zaporedjem tipskega;g&i sevih z oznakama EXF-992 in
EXF-1278 je bila kvaliteta nukleotidnega zaporedjabSa (ujemanje le 96% oziroma
88%), vendar zadovoljiva za identifikacijo na Kijh predelih ITS regije. Sekvenca
izolata EXF-1278 je zadostovala za identifikacije,pa za nadaljno taksonomsko analizo.

Deset izolatov, ki so prav tako rastli na g&jiSMEA brez dodatka soli in katerih
nukleotidno zaporedje se v 91-96% ujema s tipslerosW. sebi smo identificirali kot
Wallemiaaff. sebi Locena filogenetska pozicija skupivgallemiaaff. sebi od vrsteW.

sebije razvidna tudi iz filogenetskega drevesa (Slka
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Sestindvajset izolatov, ki so rastli samo na gojiIEA z dodatkom soli, smo identificirali
do vrsteW. muriae Pri treh izolatih se nukleotidno zaporedje popata (100%) ujema z
zaporedjem tipskega seva, pri osemnajstih v 99%glyah v 98%, pri prav tako dveh v
96% in pri enem izolatu (EXF-1271) v 88%. Nizek todsk ujemanja slednjega izolata je
posledica slabe sekvence in ne sorodstvene oddsatjeitr filogenetskega drevesa (Slika
2) je razvidno, da znotraj vrsté&/. muriae obstajata dve skupini, med katerima so

minimalne molekularno-genetske razlike.

Osem izolatov smo kljub temu, da so rastli takgogsu MEA brez dodatka soli kot tudi
na goji$u MEA z dodatkom soli, poimenovalVallemiaaff. muriae Pri petih izolatih se
nukleotidno zaporedje ITS rDNA enako (95-96%) ujermzaporedjem tipskega seva vrst
W. muriaein W. sebj medtem ko je pri dveh izolatih (EXF-6149 in EXES3) odstotek
ujemanja nukleotidnega zaporedj&jve zaporedjem tipskega seva vrSte muriae(97%,
96%) kot z zaporedjem tipskega seva vistesebi(95%, 95%). Na podlagi filogenetske
analize smo ugotovili, da je skupina bolj sorodnstiwV. muriae predvsem izolata EXF-
6149 in EXF-6151 (Slika 2).

Na podlagi edinstvene morfologije smo Sest izolatowso rastli samo na gofis MEA z
dodatkom soli in katerih nukleotidno zaporedje /¥98% ujema z zaporedjem tipskega
sevaW. ichthyophagaidentificirali kot W. ichthyophagalz filogenetskega drevesa (Slika
2) je razvidno, da je vrsta enotna in sorodstveddafjena od ostalih vrst iz rodu
Wallemia

Dodatno novo vrsto predstavljata izolata EXF-5748 BEXF-753, poimenovana kot
Wallemiasp., ki se na osnovi ITS rDNA zaporedij zelo razjeta od znanih vrst znotraj
rodu in tudi med seboj. Sev EXF-5748 kaze 88% pndsb s tipskim sevonV.
ichthyophaga83% podobnost s tipskim sevam sebiin 82% podobnost s tipskim sevom
W. muriae medtem ko sev EXF-5753 kaze 87% podobnost s tipskevom W.
ichthyophaga83% podobnost s tipskim sevam. sebiin 86% podobnost s tipskim sevom
W. muriae Iz filogenetskega drevesa (Slika 2) je razvidie,se omenjena dva seva zelo

razlikujeta od ostalih vrst rodvallemia
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Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je bila prilsaa EXF-5749 veékrat (3x) neuspesna,
zato identifikacija na podlagi molekularno-gendtskastnosti ni bila mozna. lzolat
verjetno pripada isti vrsti kot EXF-5748, saj snev& |&ili med seboj iz ist€iste kulture,
kjer so bile kolonije razéino obarvane: kolonije EXF-5748 rjavo, kolonije EXF49 pa
belo. Isti fenomen smo opazili tudi pri drugih kuklh.
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Preglednica 8:1zolati gliv iz roduWallemia in njihove oznake, substrat, drzava izvora texsspnost rasti na gofi§ MEA / MEA 10% NacCl.

Oznaka vzorca oz. EXF Substrat Lokacija (Drzava, Rast Rast Konéna
seva shranjenega v oznaka kraj) na na identifikacija
drugi zbirki MEA MEA (odstotek ujemanja
10 % nukleotidnega zaporedja s
NaCl tipskim sevom)
MV3 EXF-1278* skedenj za seno GB + +  W. sebi86%)
CBS 202.33 EXF-992*  morska sol neznano + +  W. sebi96%)
S1 EXF-1441* cokolada Slovenija + + W. sebi98%)"
IBT 20875 EXF-1442* ¢okolada Slovenija W. sebi(98%)"
SICILIJA EXF-5746  voda iz solin Trapani IT, Sicdij + + W. sebi98%)"
SENO EXF-5747  suho seno Sl, Kranj + + W. sebi98%)"
ZITO_8 EXF-5920  koruzna semena SI, JurkloSter + + W. sebi98%)
MUCL 8703 EXF-6148 hrastov list BE, Egenhoven + +  W. sebi{98%)
SOLINE_17 EXF-5752  perje poginulega galeba Stoske + + W. sebi99%)"
GS-1d EXF-1913* izjemno slana voda iz Velikega slzmjezera ZDA, Utah + + W. sebi{99%)"
S10_109_1_AE EXF-5860 izjemno slana voda iz Seveljskih solin S|, S&vlje + + W. sebi{99%)"
MUCL 46253 EXF-6158 mineralna voda FR W. sebi{99%)"
UAMH 2651 EXF-6156 plesniv bel kruh GB, Oellette + W. aff. sebi(91%)
COK_4 EXF-5829 ml&nacokolada (Gorenjka) SI, Ljubljana W. aff. sebi(93%)"
MUCL 40632 EXF-6150 posusena kokosova pulpa BR, Belem + + W.aff. sebi(93%)"
CEBELNJAK | 1 EXF-5677  zrak pred panjetgbelnjak za NIB SI, Ljubljana + + W. aff. sebi(95%)
M Z 1 EXF-277* izjemno slana voda solin ES + +  W.aff. sebi(96%)"
COK_2 EXF-5922 c¢okoladni velikon@ni zajec (Gorenjka) Sl, Ljubljana + + W. aff. sebi(96%)"
COK_3 EXF-5828  bel&okolada (Milka) SI, Ljubljana + + W. aff. sebi(96%)"
83/3 1 EXF-5918  strop v otroSki sobi SI, Kamnik + +  W.aff. sebi(96%)"
MUCL 45614 EXF-6154 gozdna kritosemenka CU, Pinar del Rio + W. aff. sebi(96%)*
UAMH 6689 EXF-6158 javorjev sirup CA, Fanny Bay + + W. aff. sebi(96%)"
CV5 B 1 EXF-5673  cvetni prah, obnoZina Sl, Krsko + + W. muriag(100%¥
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Oznaka vzorca oz. EXF Substrat Lokacija (Drzava, Rast Rast Konéna
seva shranjenega v oznaka kraj) na na identifikacija
drugi zbirki MEA MEA (odstotek ujemanja
10 % nukleotidnega zaporedja s
NaCl tipskim sevom)
M_Z 10 EXF-2363* cokolada Sl - + W. muriag(100%Y
59/1 EXF-5916  stena v kuhinji, 60 cm od tal S|, ljana - + W. muriag(100%j
Dl6 EXF-1271* notranjost nenaseljene hiSe GB - +  W. muriag(88%}
83/1 EXF-5917 kot pod stropom v spalnici Sl, Kamnik - + W. muriag(96%}
83/3 2 EXF-5919  strop v otroSki sobi SI, Kamnik - +  W. muriag(96%Y
Cve_I_10 EXF-5674  cvetni prah, obnozina SI, Krsko + + W. muriae(98%Y
NRS EXF-3554* naskna raztopina sladkorja Sl, Ljubljana - +  W. muriag(98%Y
Wall H1/1 EXF-5678  halofit S, S&ovlje - + W. muriae(99%}
Wall H1/4 EXF-5679  halofit S, S&ovlje - + W. muriae(99%}
Wall H1/5_A EXF-5680  halofit S, S&ovlje - + W. muriae(99%}
Wall H1/5_B EXF-5681  halofit SI, Seovlje - + W. muriag(99%Y
Wall H1/6 EXF-5682  halofit S, Seovlje - + W. muriag(99%Y
Wall H1/7 EXF-5683  halofit S, Seovlje - + W. muriag(99%Y
Wall H2/2 EXF-5684  halofit S, S&ovlje - + W. muriae(99%}
Wall A1/1_A EXF-5685  halofit S, S&ovlje - + W. muriae(99%}
Wall A1/1_B EXF-5686  halofit S, S&ovlje - + W. muriae(99%}
M Z 8 EXF-2361* &okolada Sl - + W. muriag(99%}¥
M Z 9 EXF-2362* &okolada Sl - + W. muriag(99%Y
200AN1 EXF-4957* izjemno slana voda solin ob Mrtverorju Izrael - + W. muriag(99%Y
AE2-3 EXF-4967* izjemno slana voda solin ob Mrtverorju Izrael - + W. muriag(99%}
SOLINE_24 EXF-5751  mulj iz Seveljskih solin S, S&vlje - + W. muriae(99%}
ZITO_6 EXF-5750 jara pSenica Sl, Kranj - +  W. muriag(99%}
COK_1 EXF-5921 mlénacokolada, Zimska pravljica (Gorenjka) Sl - W. muriag(99%}
86/2 EXF-5915 stena v dnevni sobi SI, Vrhnika - +  W. muriag(99%Y
88/1 EXF-5914  stena v kuhinji, 60 cm od tal S|, Batje - + W. muriag(99%Y
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Oznaka vzorca oz. EXF Substrat Lokacija (Drzava, Rast Rast Konéna
seva shranjenega v oznaka kraj) na na identifikacija
drugi zbirki MEA MEA (odstotek ujemanja

10 % nukleotidnega zaporedja s
NaCl tipskim sevom)

COK_5 EXF-5830 &okoladni velikonéni zajec (Gorenjka) SI, Ljubljana + +  W.aff. muriae(95%Y (95%)
MUCL 15061 EXF-6149 3ota iz movirja CA, Ontario + + W. aff. muriae(97%} (95%)"
MUCL 45613 EXF-6152 gozdna rastlin€lusia rosea CU, Pinar del Rio  + + W. aff. muriae(95%} (95%)"
MUCL 45611 EXF-6158 gozdna rastlin€lusia relumbifolia CU, Sancti Spiritus ~ + + W. aff. muriae(96%} (96%)"
SLAD 1 EXF-5675  pokvarjena marmelada Sl, Trebnje + o+ W. aff. muriae(96%)Y (96%)"
IBT 19078 EXF-1443* ¢okolada Sl + + W. aff. muriae(96%} (96%)"
MUCL 45615 EXF-6152 gozdna rastlin¥erbena officinalis CU, Guantanoamo  + + W. aff. muriae(96%} (95%)"
UAMH 2757 EXF-6157 tla CA, Edmonton + + W. aff. muriae(96%} (96%)"
GA 1 EXF-6068 izjemno slanavoda v kristal. bazengreica  Sl, Séovlje - + W. ichthyophag&97%}
GB_1 EXF-6070 izjemno slanavoda v kristal. bazengregica  Sl, Séovlje - + W. ichthyophag497%)

RB 3 EXF-6067 izjemno slanavoda v kristal. bazenikzervoar Sl, Sevlje - + W. ichthyophag497%)
SOL_2 EXF-5676  kristal soli SI, Sevlje - + W. ichthyophag498%)
PSS EXF-3555* prekajena suha Sunka Sl, Ljubljana -+ W. ichthyophag&98%)

RB 1 EXF-6065 izjemno slanavoda v kristal. bazenikzervoar S, Sevlje - + W. ichthyophag&98%)
ZITO 3 R EXF-5748  j&men Sl, Sentjur + + Wallemiasp. (88% (83%)*
BRSLJAN_3 EKF-5753  cvetni prah brsljana direkth@vetov Sl, Ljubljana + + Wallemiasp. (87% (86%)
ZITO_3.B EXF-5749  jemen Sl, Sentjur + + /

* |zolati, ki smo jih pridobili iz mikrobioloSke zlkie EX (BiotehniSka fakulteta, Univerza v Ljubljani
°1zolati, ki smo jih pridobili iz drugih mikrobioldéh zbirk (BCCM/MUCL, UAMH).

Mipski sevW. sebiEXF-958 (CBS 818.96ftipski sevW. muriaeEXF-951 (CBS 116622, MZKI B-952tipski sevW. ichthyophag&XF-994 (CBS 113033).
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EXF 5916 stena v kuhinji SI
EXF 5751 mulj v solinah SI
EXF 2361 ¢okolada Sl
EXF 5914 stena v kuhinji SI
EXF 2363 ¢okolada Sl
EXF 5750 jara pSenica S|
EXF 4967 izjemno slana voda iz solin IS
EXF 5921 mle¢na ¢okolada S
EXF 951 Wallemia muriae, T
™| EXF 2362 &okolada S
EXF 4957 izjemno slana voda iz solin IS
5 EXF 5915 stena v dnevni sobi SI
——  EXF 3554 nasi¢ena raztopina sladkorja SI
EXF 5684 halofit SI
EXF 5686 halofit SI
EXF 5681 halofit SI
EXF 5682 halofit SI
EXF 5678 halofit SI
|| EXF 5679 halofit SI
69 | EXF 5674 cvetni prah SI
B EXF 5685 halofit SI
EXF 5680 halofit SI
EXF 5673 cvetni prah SI
_| EXF 5919 strop v otroski sobi SI
EXF 5917 kot pod stropom v kopalnici S
EXF 6149 Sota iz mocvirja CA
EXF 6151 gozdna rastlina CU
EXF 5675 pokvarjena marmelada Sl
EXF 6152 gozdna rastlina CU
EXF 6153 gozdna rastlina CU
46| EXF 6157 tla CA
EXF 5830 ¢okolada Sl
EXF 1443 ¢okolada Sl
99

32

[
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EXF 6156 plesniv kruh UK

EXF 5829 ¢okolada Sl

EXF 6150 kokosova pujpa BR
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EXF 5918 stena v dnevni sobi Sl
EXF 5922 ¢okoladni velikono¢ni zajec Sl
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Slika 2: Filogenetsko drevo na osnovi nukleotidnih zaporédg rDNA na novo pridobljenih in referénih

tipskih sevov gliv iz rodWallemia
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4.3 FIZIOLOSKA KARAKTERIZACIJA GLIV 1Z RODU Wallemia

Izvedli smo nekatere fizioloSke teste, na podlagekh bi na fenotipski ravni éevali med
vrstami znotraj rodu, hkrati pa pridobili nova spanja o fiziologiji gliv iz roduwallemia
Testirali smo encimsko akivnost, asimilacijo razih virov ogljika in duSika ter rast in

toleranco gliv iz rodWallemiana razléne soli (NaCl, MgGlin MgSQ,).
4.3.1 Encimska aktivnost gliv iz rodu Wallemia

4311 APIZYM test

Testirali seva EXF-958 in EXF-5746 vrsté. sebj seva EXF-3554, EXF-5674 in EXF-
951 vrsteW. muriaeter seve EXF-3555, EXF-5676 in EXF-994 vrég¥e ichthyophagaV
Preglednici 9 so navedene ocene koncentracij (ridiracelularnih encimov gliv iz rodu

Wallemia

Preglednica 9:API ZYM test; ocena koncentracij (nM) ekstracelaiarencimov gliv iz rodWallemia

W. sebi W. muriae W. ichthyophaga

brez soli  10% NaCl 10% NacCl 17% NaCl

EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF-
958 958 5746 5674 951 3554 3555 5676 994

kontrola - - - - - - - - -
alkalna fosfataza 5 > 40 > 40 > 40 > 40 30 > 40 5 5
esteraza C4 - - - - <5 <5 - - -
esteraza lipaza C8 <5 - - - - - - <5 <5
lipaza C14 <5 - - - - - - <5 <5
levcin aminopeptidaza <5 - - - <5 - - - -
valin aminopeptidaza <5 - - <5 <5 <5 - - -
cistin aminopeptidaza - - - <5 <5 <5 - - -
tripsin - - - <5 - - - - -
kimotripsin - - - - - - - - -
kisla fosfataza 5 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 >40 0>4 30
fosfoamidaza 30 20 10-20 20 5 5 - - -
a-galaktozidaza - - - - 20 10 5-10 <5 <5
B-galaktozidaza - - - - <5 10 - <5 <5
B-glukuronidaza - - - <5 <5 - - - -
a-glukozidaza - - <5 <5 <5 20 > 40 10-20 <5
B-glukozidaza - - - - - - 20 10-20 <5
N-acetil$-glukozamidaza [/ / / / <5 / > 40 > 40 <5
B-manozidaza / / / / / / / / /

a-fukozidaza / / / / / / / / /
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Encima alkalna in kisla fosfataza sta bila izrazpriavseh treh vrstah v gofig z 10 %
NacCl, pri vrstiW. sebitudi v goji€u brez soli. Koktina alkalne in kisle fosfataze je bila pri
W. sebipribizno 8x v&ja na slanem goj&sl kot na goji8u brez soli. Fosfoamidazo smo
zaznali pri W. muriaein W. sebiv slanem goji&u ter priw. sebiv goji&u brez soli, kjer je
bila kolicina najve&ja. Encime za razgradnjo sladkorjev smo zaznalWarimuriaein W.
ichthyophagana slanih goji&ih (a-galaktozidazap-galaktozidaza ina-glukozidaza), pri
W. ichthyophagga smo zaznali Se encirfisglukozidaza inN-acetil-glukozamidaza. Od
esteraz in lipaz smo zaznali Sibko aktivnost le/grisebiv goji&u brez soli, pa tudi piV.
ichtyhophagana goji€u s soljo. Proteaze (levcin aminopeptidaza, cestiinopeptidaza in
valin aminopeptidaza) smo v majhnih kKatiah zaznali le pri vristW. muriae medtem ko

drugih proteaz (tripsin, kimotripsin) nismo zaznali

4.3.1.2  Proteolittna aktivnost ocenjena z encimskim kitom Sigma

Testirali smo seva EXF-958 in EXF-5746 vr8te sebi seva EXF-3554 in EXF-951 vrste
W. muriaeter seve EXF-3555, EXF-5676 in EXF-994 vr¥te ichthyophagaS kitom za

detekcijo proteaz (Sigma) nismo zaznali nobeneva&sti.

4.3.1.3  Presevni encimski testi na agarnih gops

Pri sevuEXF-958 W. sebj smo tako na goj& brez kot tudi na gojs z 10% NaCl
zaznali esterazno if-glukozidazno aktivnost. Sibko ksilanazno aktivnesto zaznali
samo na goji&u z dodanim 10% NaCl. Seeluloze in Skroba ne razgrajuje. Tako pri sevu
EXF-951 W. muriag kot tudi pri sevu EXF-994W. ichthyophagasmo na goji&u z 10%
NaCl prav tako zaznali esterazn®glukozidazno in Sibko ksilanazno aktivnost. Seva
celuloze in Skroba ne razgrajujeta. Prisotnostgaoiza razgradnjo kazeina (gog& 10%
NaCl) smo testirali pri sevih EXF-958, EXF-5677, EX752, EXF-992, EXF-1442, EXF-
5675, EXF-5918, EXF-951, EXF-5674, EXF-5751, EXA59 EXF-5680, EXF-5914,
EXF-5686, EXF-994, EXF-3555 in EXF-5676. Sibko jwaliticno aktivhost smo po 28
dneh zaznali le pri enem testiranem sevu (EXF-9%&ripada vrstW. muriae
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4.3.1.4  Encimska razgradnja konjugiranih polisaharidov

Testirali smo sev EXF-958 vrsi¥. sehi sev EXF-951 vrst&V. muriaeter sev EXF-994
vrste W. ichthyophagaPreglednica 10 prikazuje rast vrst rodlallemiana goji€ih s

konjugiranimi polisaharidi. Kljub temu, da smo nekaterih goji§ih zaznali rast, nikjer ni
priSlo do zbistritve obarvanega gégsSokoli kolonij, ki pomeni prisotnost ekstracelundr

encimov.

Preglednica 10:Encimska razgradnja konjugiranih polisaharidov izsbduWallemia

Konjugiran polisaharid Encim EXF-958 EXF-951 EXF-9%
hidroksietil celuloza z OBR endo-1-4-glukanaza - 0+, -
Skrob z OBR amilaza - +, 0 -
galaktomanan z OBR endo-1-4-mananaza - +,0 -
glukan z OBR endo-1-4-glukanaza - +0 -
hidroksietil Skrob z RBM amilaza +0 + 0 +, 0
glukoronoksilan z RBM endo-1-4-ksilanaza +,1 +,1 1+,

+ pomeni rast, 1 pomeni zbistritev, 0 pomeni, dahistritve, - pomeni, da ni rasti.

A /

X

Slika 3: Encimska razgradnja konjugiranih polisaharidov \rstodu Wallemia Rast seva EXF-951 na
goji&u s substratom A: hidroksietil celuloza z vezaniamnlom ostazin briljant rdee (OBR); B: Skrob z
OBR; C: galaktomanan z OBR; D: glukan z OBR; Ertidgietil Skrob z vezanim barvilom remazol briljant
modro (RBM); F: glukoronoksilan z RBM. Rast sevaFE=358 na goji&u s substratom G: glukan z OBR.
Rast seva EXF-994 na gdjis substratom H: Skrob z OBR; I: hidroksietil 3&kcoRBM.
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4.3.1.5 Primerjava encimske aktivnosti med vrstami rddallemia

PosploSeni rezultati encimskih testov treh znanist vodu Wallemia so navedeni v
Preglednici 11. VrstaV. muriagje encimsko najbolj aktivha vrsta rodu. Encimiskno jih
zaznali le pri omenjeni vrsti, so esteraza, valirtistein aminopeptidazfi;galaktozidaza,
endo-1-4-glukanaza, endocelulaza, endo-1-4-manarfazaostalih dveh vrstah nismo
zaznali nobene encimske aktivnosti, ki se ne baylg tudi pri kateri drugi vrsti rodu
Wallemia

Preglednica 11:Encimska aktivnost gliv iz rodWallemiana goji§ih z dodatkom soli.

W. sebi W. muriae W. ichthyophaga
Encim 10% NacCl 10% NacCl 17% NacCl

alkalna fosfataz&’ + + +
esteraza C4) - + -
esteraza lipaza C8 - - -
lipaza C14" - - -
levcin aminopeptidaz®’ -
valin aminopeptidaz4’ -
cistin aminopeptidaz4’ -
tripsin @
kimotripsin®
kisla fosfataz&"
fosfoamidaz&”
o-galaktozidaz&®
B-galaktozidaz&”
B-glukuronidaza® - -
o-glukozidazd® - +
B-glukozidazd®” - -
N-acetil3-glukozamidaz&” - -
p-manozidaz4® - - -
o-fukozidaza® - -
endo-1-4-glukanaza, endoceluld®a - - -
amilaza (3krob¥® - - -
endo-1-4-mananaZ3 - - -
endo-1-4-glukanazg - - -
amilaza (hidroksietil $krod§ -
endo-1-4-ksilanaz® + + +
proteazd® -
esteraz&”) +

amilaza®© - - -

celulazd® - - -
B-glukozidazd® +

ksilanazd® +

+ + '
I++I
1 1

+

+ 4+ + +
1

+ 4+ +

+
+

+

+
® API ZYM test; ® presevni testi s konjugiranimi polisaharidf Presevni testi po Petersonu s sod. (1995);
+ pomeni encimska aktivnost, - pomeni ni encimdies/aosti.
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4.3.2 Asimilacijski profil gliviz rodu Wallemia

Testirali smo seve vrs\. sebi(EXF-992, EXF-1913, EXF-1441, EXF-1442, EXF-5746,
EXF-5747, EXF-5752, EXF-585, EXF-1263, EXF-1261, X264, EXF-1266, EXF-
1268, EXF-958), seve skupiWdallemiaaff. sebi (EXF-277), seve skuping/allemiaaff.
muriae (EXF-1443, EXF-5675, EXF-1265, EXF-1274), sevae/ky. muriae (EXF-5674,
EXF-951, EXF-1054, EXF-1269, EXF-1272, EXF-1285, X957, EXF-4967, EXF-
5673) in seve vrst§V. ichthyophagd EXF-994, EXF-1059, EXF-5676, EXF-759, EXF-
3555, EXF-6065, EXF-6067, EXF-6068, EXF-6070).

Vse tri vrste gliv iz roduwWallemia asimilirajo D-glukozo, D-galaktozo, L-sorbozi:

Acetil-glukozamin, D-ksilozo, L-arabinozo, D-sahanp maltozo, D-trehalozo, fruktozo,
celobiozo, melibiozo, D-rafinozo, melezitozo, De#w, ribitol, glicerol, mezo-eritrol,
galaktitol, D-manitol, mio-inozitol, D-sorbitol, &ainat in D-glukonat kot vir ogljika ter
D-glukozamin, L-lizin in nitrat (KN@) kot vir duSika. Ne asimilirajo pa D-arabinoze, L
ramnoze, laktoze, topnega Skroba, etanola, metacdlata, D-glukozamina, uree, in
glukoronske kisline kot vira ogljika ter natrije\eegitrita kot vira dusika (Preglednica 12).

4.3.2.1  Asimilacijski profil vrsteW. sebi

Vecina testiranih sevov vrsté/. sebiasimilira zgoraj nastete vire C in N na g&jisz
dodatkom 17% NaCl (PRILOGA Al), vendar se pojadljagkatera odstopanja. Sev EXF-
958 ne asimilira L-sorboze, sev EXF-1274 ne celodionedtem ko seva EXF-1274 in
EXF-1266 ne asimilirata D-ksiloze. Ribozo Sibkonaifira pet, D-glukonat pa Sest izmed
devetih testiranih sevov. Sev EXF-585 edini izmestitanih sevov asimilira sukcinat. V
primerjavi z gojigem, ki smo mu dodali 17% NacCl, je bila rast na®ajibrez dodane soli
SibkejSa (PRILOGA A2). Sukcinat je na ga¢jis brez dodane soli asimilirala drea
testiranih sevov, medtem ko ga je na gujiz dodano soljo asimiliral le eden sev. D-
ksiloza je edini vir ogljika, ki ga na go§ig brez soli ni asimiliral noben sev, na g&jis

soljo pa jo je asimilirala v@na testiranih sevov.
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Preglednica 12:Primerjava posploSenih asimilacij ogljika in dusik

W. sebi W. muriae W. ichthyophaga
brez dodatka soli 17% NaCl 17% NacCl 17% NacCl

Viri ogljika (C)
D-glukoza
D-galaktoza
L-sorboza
N-Acetil-glukozamin
D-riboza
D-ksiloza
L-arabinoza
D-arabinoza
L-ramnoza
D-saharoza
maltoza
D-trehaloza
fruktoza
celobioza
melibioza
laktoza
D-rafinoza
melezitoza
topni Skrob
glicerol
mezo-eritrol
ribitol
D-manitol
galaktitol
mio-inozitol
urea
D-glukonat
D-glukozamin
sukcinat
citrat
metanol
etanol
D-sorbitol
glukoronska kislina

Viri duSika (N) - - - -
nitrat (KNGs) w w w w
nitrit (NaNG,) - - - -
D-glukozamin + + + +
L-lizin + + + +

A L T R P E AL L L R

e e T T 2 WL

+ dobra rast, w Sibka rast, - ni rasti

4.3.2.2  Asimilacijski profil vrsteW. muriae

Vsi testirani sevi vrst§V/. muriaeasimilirajo zgoraj nastete vire C (PRILOGA A3),dden
(EXF-5673) izmed devetih testiranih sevov ne asieniD-glukonata in dva (EXF-5673,
EXF-4967) izmed devetih testiranih sevov ne asmatéi sukcinata. Asimilacija D-riboze

in ribitola je pri vseh sevih Sibka. Slika 4 prikge nekatere mikromorfoloSke posebnosti
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vrst W. sebiin W. muriaena goji€ih z razlenimi viri ogljika in duSika. Zanimive so
predvsem akumulacijske vakuole na koncih hif, kipsgavljajo pri vrstahW. sebiin W.
muriaena vseh goji&h z razlenimi viri ogljika (Slika 4-A, 4-B, 4-C, 4-D).

Slika 4: MikromorfoloSki opis vrstW.sebi(EXF-958) inW. muriae(EXF-951) na goji&h YNB in YCB s
17% NaCl in z nekaterimi viri ogljika in duSika. AANB + L-arabinoza (EXF-958); B: YNB + trehaloza
(EXF-958); C: YNB + glicerol (EXF-958); D: YNB + nze-eritrol (EXF-958); E: YCB + L-lizin (EXF-
958); F: YCB + NaNQ@ (EXF-958); G YNB + D-glukoza (EXF-951); E YNB + lobioza (EXF-951); I:
YCB + KNO; (EXF-951).
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4.3.2.3  Asimilacijski profil vrsteW. ichthyophaga

Sest izmed devetih testiranih sevov asimilira zgoegtete vire C in N (PRILOGA A4).
Trije sevi (EXF-6065, EXF-6068, EXF-6070) izolirair grertice in rezervoarja solin
(Slovenija) se méno razlikujejo od ostalih, saj asimilirajo le nedwe# vire C. Sev EXF-
6065 asimilira L-arabinozo, D-glukonat in Sibko itih, sev EXF-6068 D-glukozo, D-
galaktozo, L-arabinozo, celobiozo, glicerol, D-nmahigalaktitol in Sibko ribitol, medtem
ko sev EXF-6070 asimilira le Sibko L-sorbozo initagbkot vir C ter D-glukozamin kot vir
N. Sev EXF-1059 edini asimilira D-glukozamin kot W&, medtem ko smo asimilacijo
sukcinata zaznali le pri Stirih testiranih sevihsiriilacije nitrata (KNQ) in nitrita

(NaNQ,) kot vira dusSika pri vrstiW. ichthyophaganismo zaznali. Slika 5 prikazuje
mikromorfoloSke zn&lnosti vrsteW. ichthyophagana goji€ih z razlénimi viri ogljika in

dusika.

Slika 5: MikromorfoloSki opis vrstaV. ichthyophagdEXF-994) na goji&ih YNB in YCB s 17% NacCl in z
nekaterimi viri ogljika in duSika. A: YCB + ureB; F: YNB + D-riboza; C, |: YNB + L-sorboza: D: YNB
galaktitol; E: YNB + D-saharoza; G: YNB + D-rafinmzH: YNB + melibioza.
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4.3.3 Testiranje tolerance gliv iz roduWallemiana MgCl, in MgSO,

4.3.3.1 Toleranca na MgGl

NajviSja koncentracija MgGlpri kateri sevi Se aktivno rastejo, je 1,7 M zatw\d/. sebij
1,5 M za vrstoN. muriager 2,0 M za vrstaV. ichthyophag#Slika 6, Preglednica 13).

Preglednica 13:Rast gliv iz roduNVallemiana goji€u MEA z dodanimi razéinimi koncentracijami MgGl

1M 12M 1,3M 15M 1,7M 19M 2 M* 2,3 M*
EXF-6148  + - - - - - - -
EXF-6155  +++ ++ 4+ ++ ++ + - + -
_ EXF-585 ++++ 4 +++ ++ + - + -
S EXF-1263 ++++  +++ +++ ++ + - + -
?  EXF-1261  ++++  +++ ++ ++ + - - -
= EXF-1264 ++++ 4+ ++ + - - - -
EXF-1266 ++ + + + ++ + - - - -
EXF-1268 ++++  ++ + + + - - - -
EXF-958 ++++ ++ + + + - - - -
_ EXF6150 +++  ++ n + - - - -
%g EXF-6154 +44+4+ + 44 + 4+ + - - - -
= ® EXF-6156  +++ ++ 4+ + - - - - -
EXF-6158 ++ + ++ - - - - . .
o EXF-1274  ++++  ++ + + + - - - -
8  EXF-6151 ++ + + ++ + + + + - - - -
2 EXF6152 ++++  +++ + + + - - - -
— EXF-6153  +++ ++ 4+ ++ + - - - -
‘®  EXF-6157  +++ ++ 4+ + - - - - -
3 EXF1265 +++ 4 + - - - - -
EXF-6149  ++ ] ; . , - - -
o EXFI1269 +++  ++ + - - - - -
8 EXF951  +++ o+ + - - - - -
5 EXF-1054 ++++ + + - - - -
E  EXF-1272  ++++ 4+ + + - - - -
2  EXF-1285  ++++ 4+ + - - - - -
EXF-1275 ++ + ++ + - - - R .
EXF-994 ++++ A+ ++ A+++ A+ A+ A+ - -
S  EXF-1059 +++ ++++ A+ A+ A+ 4+ + -
S EXF-759 ++ o+ FH++ A+ A+ F A+ + + -
S EXF-3555  +++ +H+++ A+ A+ A+ 4+ + -
_E‘ EXF-5676  +++ +H+++ A+ A+ A+ 4+ + -
S EXF-6065  ++ ++++  H+++ A+ A+ 4+ + -
. EXF-6067  ++ + 4+ +4+++  FH++ F++ 4+ - -
= EXF-6068 - - +4+4+4+ +4+++ 4+ + 4+ - -
EXF-6070  ++ ++++  H+++ A+ A+ 4+ - -

++++ pomeni zelo dobra rast v obliki kompaktnegan&d gojige dvignjenega micelija, +++ pomeni dobra
rast v obliki manj kompaktnega micelija, ++ pomeiika rast v obliki rahlega in rahlo nad go@s
dvignjenega micelija, + pomeni zelo Sibka rast Vikblsvetlega in prosojnega micelija; ni kompaktaeg
micelija, le posamezni skupki; - pomeni, da aktivasti ni. * Za testiranje rasti na 2 M in 2,3 MgRll, smo

uporabili tek@e gojie s sladnim ekstraktom.
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Slika 6: Rast vrsteW. sebina goji&u MEA z dodatkom MgGl A, E: 1M MgCh; B, F: 1,5 M MgC}; C, G,
1,7 M MgCh; D, H: 1 M NaCl, 1 M Mgl in 1 M MgSQ. Rast vrsteW. muriae na gojiu MEA z
dodatkom: I: 1M Mgd; J: 1,5 M MgC}; K: 1 M NaCl, 1 M MgC} in 1 M MgSQ. Rast vrsteWw.
ichthyophagana goji$u MEA z dodatkom: L: 1M MgGl M: 1,5 M MgCh; N: 1 M NaCl, 1 M MgC} in 1
M MgSOy; O: 2,0 M MgCh.
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4.3.3.2 Toleranca na MgS{
NajviSja koncentracija MgSQpri kateri sevi Se aktivho rastejo, je 2,5 M zatarsgy.
ichthyophagaer 3,5 M za vrstiV. muriaeter in W. sebiPreglednica 14).

Preglednica 14:Rast gliv iz roduVallemiana tekéem gojigu MEA z dodanimi razéinimi koncentracijami
MgSQ..

1M 15M 2M 2,5M 3M 3,5M 4 M
EXF-6148 + ++ + + + - -
EXF-6155 ++ + ++ + ++ + + + + + + -
i EXF-585 ++ + ++++ ++ + ++ ++ + -
S EXF-1263 ++ + ++++ ++ ++ + + -
@ EXF-1261 ++ + ++++ ++ + ++ ++ + +
; EXF-1264 ++ + ++++ ++ + ++ ++ + -
EXF-1266 ++ + ++++ ++ + ++ ++ + -
EXF-1268 ++ + ++++ ++ + ++ ++ + -
EXF-958 +++ ++++ +++ + + + + + -
EXF-6150 ++ + ++ + + ++ + + + + + + -
%g EXF-6154 ++ + ++ + + + + + + + + + + -
3 © EXF-6156 ++ + +++ + ++ + + + + + + -
EXF-6158 ++ + ++ + + ++ + ++ + + + - -
© EXF-1274 ++ + ++ + + ++ + + + + + + -
o  EXF-6151 ++ + ++ + + ++ + ++ + + + + + -
5  EXF-6152 ++ + + ++ + + ++ + + + + + + -
E. EXF-6153 +++ ++++ ++ + ++ + + + + + -
B EXF-6157 +++ ++ + ++ + + + + + -
;’ EXF-1265 ++ ++ + ++ + ++ ++ + -
EXF-6149 + ++ + ++ + + + -
EXF-1269 ++ ++ ++++ ++ + ++ + -
_% EXF-951 ++ + ++ + ++++ ++ + ++ ++ -
5 EXF-1054 ++ + ++ + ++++ ++ + + + + + +
= EXF-1272 ++ ++ ++++ ++ + ++ + -
g' EXF-1285 ++ ++ ++++ ++ + + + -
EXF-1275 + + + + ++ + + ++ + + + -
EXF-994 - + ++ + - - -
S  EXF-1059 - + ++ + - - -
S_—C‘i EXF-759 - - ++ + - - -
&  EXF-3555 - ; + + ] ] )
£ EXF-5676 - - ++ + - - -
G EXF-6065 - - ++ - - - -
. EXF-6067 - - + ; - - -
= EXF-6068 - - + - - - -

EXF-6070 - - - - - - -

++++ pomeni zelo dobra rast v obliki kompaktnegaetija, ki v celoti prikriva gladino gojt&&, +++ pomeni
dobra rast v obliki manj kompaktnega micelija, kéeloti prikriva gladino goji& ++ pomeni Sibka rast v
obliki rahlega micelija, + pomeni zelo Sibka rastokliki svetlih in prosojnih kolonij, ni kompaktneg

micelija, le posamezni skupki; - pomeni, da aktivasti ni.
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4.3.3.3 Toleranca na mesanico soli NaCl, Mg@l MgSQ,

Na goji£u MEA z dodatkom 1 M NaCl, 1 M Mggin 1 M MgSQ rastejo vse vrste rodu
Wallemia(Preglednica 15). NajboljSo rast smo zaznali pstiwV. ichthyophag4Slika 6-
N), dobro raste tudi vrst&/. sebi(Slika 6-D, 6-H) medtem ko vrsé/. muriaeraste zelo
slabo (Slika 6-K). SkupinW. aff. muriaein W. aff. sebiizkazujeta podobno rast kot vrsta
W. sebi

Preglednica 15:Rast gliv iz roduNVallemiana goji$u MEA z 1 M NaCl, 1 M MgGin 1 M MgSQ.

W. sebi W. aff. sebi W. aff. muriae W. muriae W. ichthyophaga |

EXF-6148 +++ EXF-6150 ++ EXF-1274  +++ EXF-1269+ EXF-994 ++++
EXF-6155  +++ EXF-6154  ++ EXF-6149 +++ EXF-951 + EXF-1059 @ ++++
EXF-585 ++ EXF-6156  ++ EXF-6151  +++ EXF-1054 + EXF-759 ++++
EXF-1263  +++ EXF-6158 + EXF-6152  +++ EXF-1272+ EXF-3555  ++++

+
+ 4+ 4

+
+

EXF-1261  +++ EXF-6153  +++ EXF-1285 + EXF-5676  ++++
EXF-1264  ++ EXF-6157  +++ EXF-1275 + EXF-6065  ++++
EXF-1266  +++ EXF-1265  +++ EXF-6067  ++++
EXF-1268  +++ EXF-6068  ++++
EXF-958 +++ EXF-6070  ++++

++++ pomeni zelo dobra rast v obliki kompaktnegan&d gojige dvignjenega micelija, +++ pomeni dobra
rast v obliki manj kompaktnega micelija, ++ pomeiika rast v obliki rahlega in rahlo nad go@s
dvignjenega micelija, + pomeni zelo Sibka rast Vikblsvetlega in prosojnega micelija; ni kompaktaeg

micelija, le posamezni skupki; - pomeni, da aktivasti ni.

4.3.3.4  Mikromorfologija gliv roduWallemiana goji€u z dodatkom soli

VrstaW. sebiraste na goji&s z dodatkom 1 M MgGlv obliki pravih hif, pri 1,5 Mso hife
nepravilnih oblik in debelejSe (Slika 7-B, 7-C), dbem ko na goji&u z dodatkom 1,7 M
MgCl, raste v obliki kvasovkam podobnih celic (Slika Y-A& viSanjem koncentracije
MgSO, v goji&u postajajo hife debelejSe in bolj nepravilnih kblVrsta W. sebina
goji&ih z dodatkom MgGlin MgSQ, ne tvori spor. VrstdV. muriaeprav tako kot vrsta
W. sebina goji$u z dodatkom 1 M MgGlraste v obliki pravih hif, ki z viSanjem
koncentracije postajajo nepravilnih oblik. Pri v/él. muriaenismo zaznali rasti v obliki
kvasovkam podobnih celic. Na ga@ji8 z dodatkom MgS@tvori tanke hife pravilnih oblik
in sporulira (Slika 7-J). VrstaV. ichthyophagaaste na goji&i z dodatkom 1 M MgGlv
obliki rahlih celeénih skupkov, ki z viSanjem koncentracije postajapd kompaktni (Slika
7-D), celice pa bolj rigidne, saj se jim odebelli¢ea stena (Slika 7-E). Na gajif z
MgCl, nismo opazili sporulacije. Vrst/. ichthyophaganajbolj aktivno raste na go§ig z

dodatkom mesSanice soli. Raste v obliki ¢l skupkov (meristematska rast), ponekod
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celiéni skupki brstijo v neprave hife. Na gqjis z dodatkom meSanice soli oblikuje jasne
konidiofore, na katerih se razvijajo zilae tetrade spor (Slika 7-F, 7-G, 7-H). Vr&ta
ichthyophagaaktivno raste tudi na gofid z dodatkom 2 M MgS§) saj poleg cetinih
skupkov razvije tudi neprave hife, konidiofore pose (Slika 7-I).

Slika 7: Mikromorfologija roduWallemiana goji€ih MEA z dodatkom soli NaCl, MgGin MgSQ..

Vrsta W. sebi(EXF-958) na goji&u MEA z dodatkom: A: 1,7 M MgG] B, C: 1,5 M MgC}. VrstaW.

ichthyophagana goji&u MEA z dodatkom: D: 2 M MgGI(EXF-3555); E: 2 M MgGl (EXF-759); F, G, H:
1 M NaCl, 1 M MgC} in 1 M MgSQ (EXF-994); I: 2 M MgSQ (EXF-994). VrstaW. muriaena gojigu

MEA z dodatkom: J: 2 M MgSQEXF-994).



71
Jarti¢ S. Ekofiziologija in taksonomija gliv iz rodvallemia

Dipl. naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljanij@&ehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

4.4 EKOLOGIJA GLIV IZ RODUWallemia

Glede na izolacije iz ozmotsko stresnih okolij spralobili nova spoznanja o ekologiji
znotraj roduWallemia Predstavnike vseh treh znanih vrst smo kljubi¢aelstopnji
halotolerance in kserotolerance izolirali iz izjemslanega okolja solin in iz sladke, suhe
in slane hrane (Preglednica 11, Slika 8).

Slika 8: Rastgliv iz roduWallemiana razlénih substratih.

Rast (A)W. ichthyophagaEXF-994 (=CBS 113033), (B). muriaeEXF-951 (=CBS 116628) in (Q). sebi
EXF-958 (=CBS 818.96) na prSutu; rast in izola¢ipa W. sebi(EXF-5828) iz bel&okolade, (EW. muriae
EXF-5921 iz mlénecokolade in (FW. ichthyophagaEXF-5676 iz kristala soli.

Vrsta W. sebiposeljuje raztina bolj ali manj ozmotsko stresna okolja. 1zolateos

pridobili iz izjemno slane vode solin in slanih ¢eziz soli in iz ostalih substratov iz solin
kot tudi iz sladke dokolada, marmelada,) in suhe (koruza, suha kokopuol@a, bel kruh)

hrane. Posamezne izolate smo pridobili iz okoljajektako ali drugée povezano s

cebelami (cvetni prah, zrak pretkbelnjakom in cvetlice), iz kndkega okolja (seno,

skedenj za seno, koruza), iz zraka bivalnih prastor
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Skupina, ki smo jih poimenovalVallemia aff. sebj naseljuje soline, sladko (javorjev
sirup, ¢okolada) kot tudi suho hrano (kruh, posuSena kokaspulpa), in rastline.
Posamezne seve smo izolirali tudi iz zraka okebelnjaka in iz stene bivalnih prostorov
(otroSka soba).

Skupina, ki smo jih poimenovaWallemiaaff. muriaenaseljuje sladko hrano (pokvarjena

marmelada¢okolada), tla (ol#iajna, Sota) in rastline.

Vrsta W. muriaenaseljuje slana okolja, ki so bolj ali manj povezansolinami, saj smo
seve izolirali tako iz solinske vode kot tudi iz ljauin povrSine halofitov. Naseljuje tudi
sladko hrano dokolada, sladkorna raztopina), Zita in cvetni ptahnotranjost bivalnih

prostorov (kuhinja, otrosSka soba, dnevna sobangmgl

Vrsta W. ichthyophagaposeljuje le izjemno slana okolja, saj smo izolptelobili iz
hiperslane vode solin (gréina, rezervoar), kristalov soli in slane hraner{skuhomesnati

izdelki). Vse izolate smo pridobili iz Slovenijeqdedaj opisan le en izolat iz Afrike).

Dva izolata nove vrste, ki smo jo poimenovaNallemiasp. smo izolirali iz jgmena in
cvetnega prahu brSljana v Sloveniji. 1zolata stebtoéerantna, saj rasteta tako na gajis
MEA brez dodanega NaCl kot tudi na g&jisMEA z 10% NacCl.



73

Jarti¢ S. Ekofiziologija in taksonomija gliv iz rodvallemia
Dipl. naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljanij@ehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Rod Wallemiaje bil opisan leta 1867 na podlagi vraté ichthyophagaJohan-Olsen,
1887). Ta vrsta je bila kasneje opisana kot sinowiste W. sehi ki je bila do leta 2005
edina priznana vrsta rodwallemia Zalar in sodelavci so leta 2005 izvedli obsezno
taksonomsko raziskavo, ko so na podlagi ekofizialgSmorfoloskih in molekularno-
genetskih razlik med izolati opisali tri vrsté&/( sebi W. muriaein W. ichthyophagg od
katerih sta slednji dve ponovno priznani vrstiesiopisani ze 1867 in 1887. Rod je za
znanost zanimiv iz wepogledov. Vse vrste rodallemiaso kserofilne, medtem ko vrsta
W. ichthyophagavelja tudi za najbolj halofilen evkariontski orgaem opisan doslej in je
zato dober modelni organizem za Studije adaptagijsiana okolja. Ker so dandanes
kmetijska zemlji8a vedno bolj zasoljena (susSe, intenzivno kmetijssaljenje cest), bi
lahko tovrstne adaptacijske mehanizme gliv z genskizeniringom aplicirali v kulturne
rastline in jim s tem omogdi rast na zasoljenih tleh. Vrste iz rodwallemia so
pomembni kontaminanti suhe ter s sladkorjem inljp $NaCl) konzervirane hrane (Pitt in
Hocking, 1999), hkrati pa tudi patogene (Guarrosod., 2008), zato je poznavanje
fiziologije in ekologije zacloveka tako pomembno. Iz filogenetskega stalipa je rod
zanimiv zaradi starodavnosti ter odmaknjenosti gyith vrst znotraj debla Basidiomycota

znotraj kraljestva gliv in zaradi sorodstvene ogtadsti med opisanimi vrstami.

5.1.1Vzoréenje z namenom izolacije sevov rodWallemia

Da bi pridobili¢im bolj popoln pregled nad geografsko razsirjermoptsameznih vrst rodu
Wallemig smo testirali raztino ozmotsko stresne substrate iz Slovenije in drugi
evropskih drzav (Nizozemska, HrvaSka, Islandijealijt, Nentija, Turija), Azije
(Indonezija, Japonska, Nepal), Afrike (Tanzanijaanibija) in Amerike (ZDA,
Argentina). Na podlagi dosedanjih objav o halofiini halotolerantni naravi vrst rodu
Wallemia(Zalar in sod., 2005) smo testirali r&na umetna izjemno slana okolja, kamor
sodijo solarne soline in s soljo konzervirana hrgprakajena Sunka, prsut, bodjola, ogrska

salama), medtem ko smo od naravnih izjemno slalitij testirali le Veliko Slano Jezero
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(ZDA). Oren (2002) med naravna izjemno slana okphateva tudi hiperslana tla, slana
maocvirja, globokomorske izjemno slane bazene, slardrqd@ naftnih polj in starodavne
depozite soli, ki pa jih zaradi geografske oddalgnin nedostopnosti nismo testirali.
Testirali smo sladkor ter sladkorne raztopine mliégao hrano, ki ji je sladkor dodan. Od
take hrane smo testiraiokolado (ml€na, temna, bela, slana, z leSnikovo kremo, z
mentolovim polnilom), cokoladne namaze, torte (malinova s smetano), dzeme
marmelade (slivova, maréha, meSana), suho sadje (marelice, hruske, $iges,murva),

ki po navajanju Pitt in Hocking (2010) sodi medadg&orji koncentrirana Zivila. Od takih
zivil nismo testirali sirupov, medu, bombonov in ncipana. Kontaminiranost medu z
glivami rodu Wallemia so testirali na Kmetijskem institutu (Slovenija)endar iz 76
razlicnih vzorcev medu niso izolirali niti enega seva ajaeega rodu. (H.-J. Schroers,
neobjavljeni podatki)¢eprav so Kuti¢ Kralj in sodelavci (2010) dokazali, da vrste lahko
rastejo celo do 90% medu. Testirali smo tudi tmai zita (zimska pSenica, ¢jaen,
tritikala, jara pSenica, koruza), semena ¢sitna, konopljina, sezamova), ¢abe
(vegeta, kava, kakav, sladkotgje (Zajbljev, Sipkov) in moko. Pitt in Hocking (P0)
slednje uvr&ata med suho hrano, od katere bi lahko testirgiek®vske izdelke, st¢aice,
orehe, ore¥ke, araSide, leSnike, mandlje, pistacije, kokosmako, kavna zrna in mleko v
prahu.

Iz ozmotsko stresnih okolij smo osamili 38 sevow @ rodu Wallemia Dvanajst sevov
smo nardili iz razlicnin mikrobioloSkih zbirk po svetu, ki so bili izédini iz za nas
geografsko bodisi nedosegljivin obtio bodisi iz zanimivih substratov. Z njihovo
identifikacijo smo pridobili bolj popoln pregled di@eografsko razSirjenostjo posameznih

vrst roduWallemia

5.1.2 Molekularno-genetska in fizioloSka karakterizacija

Rod Wallemiaso Zalar in sodelavci (2005) na podlagi filogeketanalize nukleotidnega
zaporedja ITS rDNA wuvrstii med bazidiomicetne gliv Bliznje sorodstvo z
bazidiomicetnimi glivami je podprto tudi z nekatari morfoloSkimi zndilnostmi

(bazoavksalni tip konidiogeneze, dolipore, artraapo podobni konidiji). Rod zaenkrat

vkljucuje tri opisane vrste, vendar smo tekom raziskdeatificirali dodatno novo vrsto.



75
Jarti¢ S. Ekofiziologija in taksonomija gliv iz rodvallemia

Dipl. naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljanij@ehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

Vrsti W. sebiin W. muriaesta si molekularno, morfolosko in fiziolosko podgbmedtem

ko se vrstaW. ichthyophagaa vseh nivojih od njiju razlikuje.

Zalar in sodelavci (2005) so uvedli razlikovanjednastami roduwallemiana podlagi
molekularnih (ITS rDNA nukleotidno zaporedje), nadsSkih (velikost konidijev) in
fizioloSkih (kserotoleranca) lastnosti. Vrst&lV. sebi je iz fizioloSkega stali&
kserotolerantna, zato edina raste na gojisrez dodanih topljencev, medtem ko sta ostali
dve vrsti kserofilni in rasteta samo na g&jiz dodanim topljencenVy. muriaenajbolj pri
vodni aktivnosti okoli 0,985,W. ichthyophagapa pri vodni aktivnosti okoli 0,90.
MorfoloSko se vrste lBjo predvsem v velikosti konidijev. Premer konidijersteW. sebi

je 1,5-2,5 um, vrst®V. muriae2,5-3,0 um, medtem ko so konidiji vrafé. ichthyophaga
najvesji in v premeru merijo 3,5-5,0 um (Slika 5-E, 58-(). VrstaW. ichthyophagama
edina sarcinam podobne strukture (Slika 5-A), adldspa se I6i tudi na podlagi oblike

kolonij, ki imajo mozganom podobno povrsSino.

Zalar in sodelavci (2005) navajajo, da je glavnapsta morfoloSka zri@dnost gliv iz rodu
Wallemia poseben tip konidiogeneze, ki se izraza v nespdtonidijih v ¢etvorkah, ki
apikalno razpadejo na posamezne enote (Slika 5#F). Judi po drugih morfoloskih
zn&ilnostih so si vrste med seboj izjemno podobneg zmo iskali dodatne fenotipske
lastnosti, na podlagi katerih bi jihdevali. 1zvedli smo encimske teste, asimilacijsk&de

ter testirali toleranco na ragte soli (NaCl, MgGlin MgSQ,).

Za razliko od roduAspergillus ki je encimsko zelo aktiven rod, smo pri vrstaidu
Wallemiadetektirali le malo ekstracelularnih encimov. Nadiagi posploSenih rezultatov
encimskih testov (Preglednica 11) smo ugotovilijelancimska aktivnost med opisanimi
vrstami zelo podobna, vendar obstajajo nekatergkeazna podlagi katerih lahko domo
med njimi. Test APl ZYM (Biomerieux) je semikvamtiivha metoda, ki temelji na
detekciji hidrolitenih encimov in se med drugim uporablja tudi za tdiacijo
nesporulirajoih gliv. tukaszuk in sodelavci (2005) so test gl za Iaevanje med
biotipi rodu Candidg ki so jih izolirali iz pacientov z rakom. Pri useo zaznali visoke
koncentracije levcin in cistein aminopeptidaz testeeaz. Tekom raziskave smo z

omenjenim testom pri vseh treh vrstah zaznali v@sk&ncentracije encimov alkalna in
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kisla fosfataza, ki jih uvi&amo v skupino fosfataz. Fosfataze hidrolizirajoreesn
anhidride fosforne kisline. Vkigene so v vse bioloSko pomembne procesec(ueatikel,
diferenciacija in drugi), kjer zagotavljajo fosfdvled kisle fosfataze uvtamo tudi fitaze,
ki hidrolizirajo fiticno kislino. Fitena kislina je fosforiliran ogljikov hidrat in glavivir
fosforja v mnogih rastlinskih tkivih, predvsem tilzi (Wyckoff, 1987). Fosfoamidazo, ki
hidrolizira spojine s fosfoamidno vezjo (fosfokiejt smo v visokih koncentracijah
zaznali pri vrstalW. sebiv goji&u brez in z dodatkom 10% NaClW. muriaev goji%u z
dodatkom 10% NaCl, medtem ko omenjenega encimersgtii\W. ichthyophagas goji&u

z dodatkom 17% NaCl nismo zaznali.

Encime za razgradnjo sladkorjev smo \&jire koncentracijah zaznali le pri vrstah.
muriae in W. ichthyophagav goji&ih z dodatkom soli. Pri obeh vrstah smo zaznali
encimeo- in B-galaktozidaza tes-glukozidaza, pri vrstiv. ichthyophagapa tudi encin-
glukozidaza inN-Acetil-B-glukozamidaza, ki je klgen encim za razgradnjo hitina. Encim
B-glukozidaza smo s presevnimi encimskimi metodaret€rson in sod., 1995) v nasprotju
z APl ZYM testi zaznali pri vseh vrstah rodiallemia S presevnimi encimskimi
metodami in na goj&8h z konjugiranimi polisaharidi smo zaznali Sibksilanazno
aktivnost. Raspor in sodelavci (1996) v virih nayaj da je ksilan glavna hemicelulozna
komponenta rastlinskih ceéhih sten. Glivni encimi, ki ga razgrajujejo so mplesilanaze
Se endoksilanaze, ksilozidaze, glukoronizidazepiaoduranozidaze in acetil esteraze.
Encimov za razgradnjo celuloze in Skroba pri vrstadu Wallemianismo zaznali¢eprav
se razléne celulaze pri glivah pogoste. Najbolj temeljitecienske in genetske Studije so
bile narejene z glivami roddrichodermain z glivo Phanerochaete chrysosporium
(Raspor in sodelavci, 1996). Glive proizvajajo m@sti na celulozi vsaj tri razine vrste
ekstracelularne aktivnosti: endo in els@-4-glukanaze, ki jih pri glivah iz rodallemia
nismo zaznali, tep-1-4-glukozidazo, ki smo jo zaznali pri vseh vrstadluWallemia

Vse tri vrste dobro rastejo na prSutu (Slika 8-A,8-C), zato smo prakovali lipoliticno
in proteolitécno aktivnost. Vendar smo od esteraz in lipaz zazmibko aktivnost le pri
vrsti W. sebiv goji&u brez dodatka soli, pa tudi pri vr$tf. ichtyhophagaha gojis$u z
dodatkom soli. Esterazno aktivnost smo pri vselsaph vrstah rodWallemia zaznali

tudi s presevnimi encimskimi metodami. Proteazecilevaminopeptidaza, cistin
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aminopeptidaza in valin aminopeptidaza) smo v mhjtkolicinah zaznali le pri vrstiv.
muriag medtem ko drugih proteaz (tripsin, kimotripsinmo zaznali. Proteolitha
aktivnost na kazein je bila pozitivha le pri enewh sedemnajstih testiranih sevov, ki
pripada vrsti W. muriag in sicer po dolgotrajno inkubaciji. Proteaz z rgim
komercialnega kita za dalevanje proteolotne aktivnosti, ki temelji na razpadu kazeina z

vezanim FITC (fluorescin izotiocianat) (Twining,88 nismo zaznali.

Ogljikovi hidrati zasedajo centralno pozicijo v raeblizmu gliv. Razni monosaharidi,
oligosaharidi in polisaharidi, zlasti pa glukoza, z veino gliv dober vir ogljika. Poleg
tega tvorijo glavne komponente cele stene in se pri dalenih pogojih akumulirajo kot
rezervne snovi v celici (Raspor in sodelavci, 199&delali smo asimilacijski profil rodu
Wallemig ki pa se med vrstami bistveno ne razlikuje. Mseopisane vrste so kot vir
ogljika na gojigu z dodatkom 17% NaCl asimilirale nekatere enostastadkorje ali
monosaharide (D-glukoza, D-galaktoza, D-ksilozaktinza, L-sorboza, L-arabinoza, D-
riboza) in njihove derivat€N-Acetil-glukozamin), disaharide (D-saharoza, madtoB-
trehaloza, celobioza in melibioza) ter D-rafinomomelezitozo, ki sta po kemijski zgradbi
trisaharida. Nekateri sladkorji, predvsem trehaloga pomembna zé&#a snov proti
vrocini, dehidraciji in Se drugim stresom (Raspor, 1996alinski in Triper (1994)
navajata, da so pri glivah sladkorni alkoholi inliplo najbolj razSirjeni kompatibilni
topljenci, med katerimi so najpogostejSi glicemifritol, ribitol, arabitol, ksilitol, sorbitol,
manitol in galaktitol. Tekom raziskave smo to tuyabtrdili, saj smo zaznali dobro
asimilacijo D-manitola, mio-inozitola, D-sorbitolapitola, mezo-eritrola, galaktitola in
predvsem glicerola in manitola. Slednja dva staegohrabitola koinsko najbolj
zastopana kompatibilna topljenca pri glivah iz roffallemia (Zajc, 2009). Glive rodu
Wallemia ne asimilirajo D-arabinoze, L-ramnoze, laktozepntega Skroba, etanola,
metanola, citrata, D-glukozamina, uree, in glukskankisline kot vira C. Pri vrsWV. sebi
se asimilacija virov ogljika in duSika malo razljguglede na prisotnost soli. Na ga¢ji$
brez dodatka soli smo zaznali SibkejSo ikgsmejSo rast, hkrati pa smo na gofisbrez
dodatka soli zaznali Sibko asimilacijo nekateritoviogljika (L-ramnoza), ki je na gojig

z dodatkom soli nismo.
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Raspor in sodelavci (1996) v virih navajajo, daklaimnoge glive asimilirajo anorganski
dusik (nitrat ali amonij) ali pa kot vir duSika updljajo razltne organske spojine.
Medtem ko smo pri vseh vrstah zaznali dobro astipaorganskega vira duSika (D-
glukozamin in L-lizin), je bila asimilacija anorgskega vira duSika (nitrat (KN{) pri
vseh vrstah SibkaAsimilacije nitrita (NaNQ) kot anorganskega vira duSika pri glivah
rodu Wallemia makroskopsko nismo zaznali, smo pa z mikroskopgpnali Sibko rast.

VrstaW. sebiraste na goji&i z nitritom v obliki odebeljenih hif (Slika 4-F).

Toleranca na razine soli, predvsem Mgglin MgSQ, je fenotipska lastnost, s katero
lahko latimo med posameznimi vrstami rofallemia Vrst W. sebiin W. muriaena ta
natin ne moremo l&iti, lahko pa omenjeni vrsti timo od vrsteW. ichthyophagaVrsta
W. ichthyophaganamre tolerira najviSje koncentracije Mg&! gojisku (1,9-2,0 M), vrsta
W. muriaenajnizje (1,3-1,5 M), medtem ko vrstd. sebiin predstavniki skupiWallemia
aff. sebi ter Wallemia aff. muriae tolerirajo od 1,5 M do 1,7 M Mggl gojiZu. Z
uporabo izolacijskih gojisz dodatkom 1,7 M MgGlbi lahko selektivno izolirali vrstaVv.
ichthyophagaki je najbolj spregledana vrsta rotallemia saj je do danes znanih le Sest
izolatov (Zalar in sodelavci, 2005). Za razliko BCl,, vrstaW. ichthyophagdolerira
najnizje koncentracije MgSQOv gojigu (2-2,5 M), vrstaW. muriaepa najvisje (3,5-4,0
M). Podobno koncentracijo MgSQ@ goji&u kot vrstaW. muriag tolerira tudi vrstaw.
sebi in predstavniki skupinWallemia aff. sebi ter Wallemia aff. muriae Na goji¥u z
dodatkom 1 M NaCl, 1 M MgGlin 1 M MgSQ smo najboljSo rast zaznali, prav tako kot
na goji€ih z MgCh, pri vrstiW. ichthyophagakar pomeni, da ima Mg&hajveji vpliv

na rast organizmov na omenjenem gajis

5.1.3 Taksonomija in ekofiziologija gliv iz rodu Wallemia

Na podlagi nukleotidnega zaporedja ITS rDNA smodptavnike, ki smo jih tekom
raziskave izolirali iz ozmotsko stresnih okolij,ratili v tri Ze opisane vrste/. sehi W.
muriaein W. ichthyophagpg v vrstiW. sebisorodno skupin®Vallemiaaff. sebj v vrstiw.
muriae sorodno skupindNallemia aff. muriag ter v dodatno novo vrst@vallemia sp.
(Slika 2).
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Zalar in sodelavci (2005) v virih navajajo, da seotzaj vrsteW. sebipojavljata dve
razlicni monofiletski, vendar fenotipsko idetni skupini, kar smo tekom raziskave tudi
potrdili. Skupino, v katero na podlagi nukleotidaezpporedja ITS rDNA uvéamo tudi
tipski sev vrstalV. sebiEXF-958 (=CBS 818.96), smo poimenovdli sebj medtem ko
smo drugo, vrstW. sebisorodno skupino, poimenovaWallemiaaff. sebi VrstaW. sebin
skupinaWallemia aff. sebi sta si ekolosko in fizioloSko zelo podobni. Kljabmu da

predstavniki obeh naseljujejo podobne substrateadoskupini obravnavali teeno.

Najvet podatkov o ekologiji rodu se nanaSa na vktosebj saj se zaradi kserotolerantne
narave pojavlja v vseh okoljih, tudi taksSnih breizane vodne aktivnosti, hkrati pa jo je
mogaie evidentirati z goji& brez dodanih topljencev (@,99). Optimalno raste pri vodni
aktivnosti od 0,976 do 0,957, maksimalna vodnavakit, pri kateri vrsta Se raste je 0,83
(Zalar in sodelavci, 2005). Proti pakovanju smo iz ozmotsko stresnih okolij osamili
malo sevov vrst&V. sebi(EXF-5920, EXF-1913, EXF-5752, EXF-5860, EXF-57&&XF-
1441, EXF-6148, EXF-6155, EXF-1442, EXF-5747, EX@2P Potrdili smo, da naseljuje
izjemno slana okolja, kot je izjemno slana vodanselSloveniji in Italiji ter izjemno slano
vodo Velikega slanega jezera (ZDA). Izolati iz mjeo slane vode so znani tudi iz
Namibije, Izraela in Spanije (Zalar in sodelavc03). Po en sev vrst&/. sebismo
izolirali iz soli ter iz trupla poginulega in v &nno slani vodi lezega galeba v Sloveniji.
Proti pricakovanju smo samo po en sev izolirali iz sladkek@lada) in suhe hrane
(koruza), saj Zalar in sodelavci (2005) navajapndseljuje sami¢na semena, ¢§gnen, rz

in pSenico v Veliki Britaniji in na Svedskem. Vrstd. sebinaseljuje suho seno, ki se
uporablja za krmo Zivine v Veliki Britaniji (Zalan sodelavci, 2005), kar smo tekom
raziskave tudi potrdili, saj smo en sev izolirati $ena v Sloveniji. Zanimivo je, da
nobenega seva omenjene vrste nismo izolirali izamgasti bivalnih prostorih, saj se po
navajanju Zalar in sodelavcev (2005) tam pojavg# zp0gosto (znani so Stirje izolati iz
Velike Britanije), se pa pojavlja v zraku, saj so sev izolirali iz zraka v ladijskem
zabojniku za transport banan. Vrsta naseljuje tugkatere zanimive substrate kot so
povrSine rastlinskih organov (hrastov list iz By mineralno vodo iz Francije in kozne
lezije pricloveku na Nizozemskem. Vrsta je ubikvitarna, sajzwati znani iz Evrope,
Azije, Afrike in Amerike. Naravno ekoloSko niSo tesW. sebije zaradi raznolikih

substratov, iz katerih smo jo izolirali, tezko détd V nasprotju z znanim dejstvom, vrsta
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ne naseljuje hrane, zato sklepamo, da se tam, podedt na drugih substratih, pojavlja
sekundarno. Primarno ekoloSko niSo verjetno pretjaja soline in druga izjemno slana
okolja, kljub temu da vrsta ni halofilna (Zalarsndelavci, 2005). Vrst&/. sebse pogosto
pojavlja v izjemno slani vodi solin, kjer se v koncentracijah pojavlja tudi Mgégl
Ugotovili smo, da vrsta tolerira razmeroma visokadentracije MgGl Vsi testirani sevi
so dobro rasli na gojsi z dodatkom 1,5 M MgGJ na gojigu z 1,7 M MgC} so rasli Stirje
izmed devetih testiranih sevov, medtem ko smo tr&$t, v obliki posameznih kolonij,
zaznali tudi v tekéem goji€u z dodatkom 2 M MgGl Predvidevamo, da so se posamezni

kloni tekom inkubacije prilagodili na poviSane kentracije MgC} v goji%u.

V skupinoWallemiaaff. sebismo uvrstili seve EXF-5677, EXF-6154, EXF-5918, =X
5922, EXF-6158, EXF-277, EXF-5828 ter seve EXF-6I568F-5829 in EXF-6150, ki so
znotraj skupine zdruzeni v filogenetska@émo podskupino. V to skupino ugéasno tudi
seve EXF-622, EXF-757, EXF-1281, EXF-1277, EXF-12ViZKI B-384, MZKI B-451,
CBS 213.34 in CBS 633.66, ki so jih Zalar in sodeig2005) identificirali kot vrston.
sebi Predstavniki skuping/allemiaaff. sebiso genotipsko in fenotipsko sorodni vréfi
sebi kar se odraza tudi v fiziologiji in ekologiji, jseastejo na goji& brez dodanih
topljencev, hkrati pa tolerirajo podobne koncenjeallgCl, in MgSQ, v goji&u. Tako kot
vrstaW. sebi tudi predstavniki skupin&/allemiaaff. sebinaseljujejo izjemno slano vodo
solin v Spaniji in Dominikanski republiki. Nasel@gjp sladko hrano, predvsetokolado v
Sloveniji, javorjev sirup v Kanadi ter po navajadalar in sodelavcev (2005) tudi torte in
med. Naseljujejo tudi slano (susSene in soljene viliredoneziji) in suho hrano (bel kruh iz
Velike Britanije in suha kokosova pulpa iz Braa)yj Izmed drugih suhih substratov
predstavniki skupin®Vallemiaaff. sebinaseljujejo neznano seme iz Madzarske in slamnat
klobuk iz Filipinov. Naseljujejo tudi zrak okatebelnjaka in notranjost bivalnih prostorov
in mrtvo kobilico v Sloveniji ter povrSino neznamastline na Kubi. Zaradi raznolike
geografske razSirjenosti je tako kot vrstd sebitudi skupinaWallemia aff. sebi

ubikvitarna.

V skupinoWallemiaaff. muriae smo uvrstili 8 sevov (EXF-6149, EXF-6151, EXF-3675
EXF-6152, EXF-6153, EXF-6157, EXF-5830, EXF-1443)so na podlagi nukleotidnega
zaporedja ITS rDNA bolj podobni vrstV. muriage na podlagi fenotipskih lastnosti pa vrsti
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W. sehi V to skupino uvi&mo tudi seve EXF-1265, EXF-1274, EXF-483, ki $ojalar

in sodelavci (2005) identificirali kot vrstd/. sebi Predstavniki skupine, enako kot vrsta
W. sebj rastejo na goji&1 brez dodanih topljencev, hkrati pa tolerirajo qloce
koncentracije MgGlin MgSQ, v gojigu. Se pa sorodnost skupiéallemiaaff. muriaez
vrsto W. muriaeizraza v ekologiji, saj predstavniki, tako kot tar8V. muriae naseljujejo
sladko hranodokolada, pokvarjena marmelada) in povrSine rag@ilusia rosea Clusia
relumbifolia Verbena officinalis poleg tega pa Se tla v (Sota, prst). V to skosadijo
tudi izolati iz izjemno slane vode solin (Spanijajlaze (Velika Britanija), araSidov
(Indonezija) (Zalar, 2005) ter nekultivirana klomavode Juznokitajskega morja (Li, 2010)
in korenine riza (Yuan, 2010) iz Kitajske. SkupWallemiaaff. muriaeje ubikvitarna, saj

so izolati znani iz Evrope, Amerike in Azije.

Znotraj vrsteW. muriaese pojavljata dve monofiletski skupini. V prvo smerstili seve
EXF-5678, EXF-5679, EXF-5680, EXF-5681, EXF-5682(F=5684, EXF-5685, EXF-
5686, EXF-5673, EXF-5919 in EXF-5917, v drugo skupikamor uvr&mo tudi tipski
sev vrste W. muriaeEXF-951 (=CBS 116622, =MZKI| B-952), pa EXF-5916f=5751,
EXF-3261, EXF-5914, EXF-2363, EXF-5750, EXF-496 XH=5921, EXF-2362, EXF-
4957, EXF-5915 in EXF-3554V. muriaese pogosto pojavlja v ozmotsko stresnih okoljih,
saj smo z izolacijami pridobili 18 sevov, kar pometa je glede na naSo raziskavo
najpogostejSa vrsta rodallemia Optimalno raste v okolju z vodno aktivhostjo a8
do 0,83 (Zalar in sod., 2005), kar pomeni da jeziploSkega stali& tipicen kserofil, zato
smo jo izolirali iz razknih substratov z znizano vodno aktivnostjo. Vr¥ta muriae
naseljuje izjemno slana okolja, saj smo jo tekomiskave izolirali iz izjemno slane vode
(Izrael) in mulja v solinah ter iz povrSine halofit pridobljenih iz solin v Sloveniji,
medtem ko Zalar in sod. (2005) navajajo, da nageeludi slano hrano (arasidi, slano
maslo). Naseljuje tudi sladko hrano, n&pmat ¢okolado in nasieno sladkorno raztopino v
Sloveniji. Zalar in sodelavci (2005) navajajo, dapojavlja tudi na razpaddajodatljin v
Tuniziji ter na tortah, medu in sladkornih palmampak iz tovrstnih substratov vrsté.
muriaetekom raziskave nismo izolirali. Naseljuje subbdrate, kot so slama, semena in
zita (Zalar in sod., 2005), notranjost bivalnih stmyov (kuhinja, otroSka soba, dnevna
soba, spalnica) ter cvetni prah, ki do te razisk&esai bil opisan kot substrat za katero koli

izmed vrst rodiWallemia
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Kot smo ugotovili pri taksonomski analizi, se izZolarrste W. muriae glede na
molekularno-genetske lastnosti ITS rDNA nukleotiglmeaporedja (Slika 3) dgo v dve
skupini, ki se deloma izrazata tudi v ekologiji. prvo skupino sodijo sevi izolirani iz
povrSine halofitov, cvetnega prahu in notranjostialmih prostorov. Sklepamo, da je
skupna téka cvetni prah, ki ga veter in zuzelke, na kateahvrstaW/. muriaetudi pojavlja
(Zalar in sod., 2005), prenasSajo od rastlin do lbiaprostorov. V drugo skupino sodijo

sevi izolirani izolirani iz solin, sladke in suheahe ter notranjosti bivalnih prostorov.

Kljub pestremu izboru opisanih substratov, ki jista W. muriaenaseljuje, sklepamo, da
so naravna ekoloSka niSa omenjene vrste solineomekziskave smo iz solin (Slovenija)
izolirali devet sevov, od tega enega iz mulja, ldstasem pa iz halofitov, ki rastejo na
bregu kristalizacijskih bazenov. Sevi omenjeneevesi bili izolirani tudi iz solin v drugih

drzavah (Izrael, Dominikanska republika). Poleg ojmeih, Zalar in sodelavci (2005) v
viru obravnavajo tudi izolate iz Francije, DansReinizije in Dominikanske Republike,

zato sklepamo, da je vrsfd. muriaeubikvitarna.

Ugotovili smo, da vrstaN. muriag kljub Stevilnim izolatom pridobljenih iz solin,en
tolerira visokih koncentracij Mg@l gojisu. Medtem ko je na gojis z 1 M MgC} rasla
dobro v obliki kompaktnega micelija, smo na g&ji& 1,2 M in 1,3 M MgCGl zaznali
inhibicijo rasti vseh testiranih sevov, kar sovpadaavajanjem Hallsworth (2007), da 1,26
M MgCl;, v goji&u popolnoma inhibira rast mikroorganizmov. Na gajiz 1,5 M MgC}
smo zaznali Sibko rast le Se pri dveh od Sestitiraeh sevov. VrstaV. muriaepa na
drugi strani tolerira izjemno visoke koncentradygSO, v goji&u, saj smo optimalno rast
zaznali na goji& z 2 M MgSQ, dobro je rasla tudi Se na g@jsz 3,5 M MgSQ, medtem
ko smo na goji& z 4 M MgSQ zaznali Sibko rast le enega testiranega seva. Mg&SO
tako kot NaCl in saharoza topljenec s kozmotropeiektom (Hamaguchi, 1962), zato

sklepamo, da je vrsé/. muriaekozmofilna vrsta.

Tekom raziskave smo ugotovili, da vr&déd muriaenaseljuje samo sladko hran@prav
smo na podlagi dosedanijih izolatov sklepali, dehae tudi slano in suho hrano (Zalar in
sod. 2005). Stiri seve smo izolirali épkolade (EXF-2361, EXF-2362, EXF-2363, EXF-
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5921 (Slika 8-D, 8-E)), enega pa iz rtasie raztopine sladkorja (EXF-3554). Zalar in
sodelavci (2005) so opisali tudi sev CBS 184.28irao iz sladkorja pridobljenega iz

sladkorne palme, zato sklepamo da je s sladkanjeamankontaminacija hrane.

Wallemia ichthyophag@ najredkejSa vrsta rodWallemig saj smo pridobili le 6 novih
izolatov iz izjemno slane vode solin (EXF-6065, EBG67, EXF-6068, EXF-6070),
kristalov soli (EXF-5676) in slanih suhomesnih itkte (EXF-3555). Tudi Zalar in sod.
(2005), ki so prvi opisali vrsto, so v raziskavoljukili le 3 seve, ki so bili prav tako
izolirani iz hiperslane vode solin (EXF-994 (=CB$3D33), EXF-759 (=CBS 116630)) in
slanih suhomesnatih izdelkov — prSuta (EXF-1059 BSC116629). Glede na njeno
ekstremno halofilno naravo, izolacije in dosedanfgave sklepamo, da so primarna
ekoloSka niSa vrst®V. ichthyophagasoline. Kljub temu, da so soline umetno ustvarjeno
okolje, so izpostavljene okoljskim dejavnikom, zéabko predstavljajo habitat razhim

vrstam.

Vrsta je verjetno ubikvitarna, kjub temu da smo im#ate, ki so vkljgeni v raziskavo,
pridobili iz Slovenije. Zalar in sodelavci (2005avajajo, da je le en od do sedaj opisanih
izolatov iz Afrike (Namibija), vsi ostali so iz Slenije. Majhna koliina izolatov iz
razlicnin delov sveta je verjetno posledica halofilngana vrste, zato se le-ta redkeje

pojavlja, hkrati pa so za izolacijo potrebna slgnasta (10% NaCl v goji&u).

Izolati, ki smo jih pridobili iz slanih suhomesraizdelkov, so verjetno tja prisli posredno
preko kristalov soli, na katerih smo potrdili rgStika 8-F), kar potrjuje hipotezo o mozni
kontaminaciji hrane s soljenjem. Slani suhomesimatelki so ugoden habitat za rast
tovrstnih gliv, saj sol zniza vodno aktivnost, mgso zagotavlja hranila za rast. To smo
tekom raziskave tudi potrdili, saj smo vrafd ichthyophaganokulirali na kose prsuta,
kjer je zelo dobro rasla (Slika A), hkrati pa tddank in Hess (1941) navajata, da so glive
iz rodu Wallemia glavni povzrdgitelj kvarjenja soljenih rib. Iz proteinskih pagprsut,
ribe), ki smo jih nastavili v hiperslano vodoc®eeljskih solin, nismo izolirali gliv iz rodu
Wallemia
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Seve EXF-6065, EXF-6067, EXF-6068 in EXF-6070 smaliiali iz vode, ki ostane v
kristalizacijskih bazenih po kristalizaciji NaCl.aTvoda (gretica, slanica) je bogata z
nutrienti in predstavlja posebno ekoloSko niSo mjatolin, kjer rastejo le organizmi, ki
tolerirajo ekstremno visoke koncentracije ¥MdGrant, 2004). Tekom raziskave smo
ugotovili, da je najviSja koncentracija Mgl goji&u, na katerem posamezni sevi vidle
ichthyophagaSe rastejo, 2 M. Vrsta torej tolerira izjemno kisdoncentracije MgGlv
goji&u, saj je zgornja koncentracija MgCki Se omog®a zivljenje, 2,3 M (Hallsworth,
2007). Zanimivo je, da je na gajis z 2 M MgC} raslo pet od devetih testiranih sevov,
vendar je bil samo eden izmed teh (EXF-6065) iaaliiz gredice. NajviSja koncentracija
MgCl, v goji&u ostalih Stirih testiranih sevov je bila 1,9 M. I&kamo, da jeW.
ichthyophagatako kot nekateri sevi glivikeromyces bisporu@Villiams in Hallsworth,
2009) kaofilna vrsta, saj boljSe raste pri vifimcentracijah MgGlv goji&u, hkrati pa
zelo slabo raste pod kozmotropnimi pogoji (MghQV/si sevi vrsteW. ichthyophagaza
razliko od ostalih dveh vrst znotraj rodu, tolgaraizjo koncentracijo MgS©v gojisu,

saj smo Sibko rast zaznali na gejfisz 2 in 2,5 M MgSQ.

Dodatno novo vrsto predstavlijata halotolerantnalatzo EXF-5748 in EXF-5753,
poimenovana koWallemia sp., ki se na osnovi molekularno-genetskih lasinpslo
razlikujeta od znanih vrst znotraj roddallemia Nukleotidno zaporedje ITS rDNA obeh
je najbolj podobno zaporedju tipskega seva WegtechthyophagaNukleotidno zaporedije
seva EXF-5748 (izoliran iz §enena, Slovenija) je bolj podobno zaporedju tipskegea
vrsteW. sehi zato verjetno omenjeni sev predstavlja vémm med vrstamsV. sebin W.
ichthyophaga Nukleotidno zaporedje se najbolj ujema z zaponeelultiviranih klonov
izoliranih iz morskih sedimentov Indijskega ocedfangh in sod., 2011). Nukleotidno
zaporedje seva EXF-5753 (izoliran iz cvetnega ptafSijanovih cvetov, Slovenija) je bolj
podobno zaporedju tipskega seva vidtemuriag zato verjetno omenjeni sev predstavlja
veznic¢len med vrstam&V. muriaein  W. ichthyophagaZanimivo je, da oba seva, kljub
temu da sta bolj sorodna vratV. ichthyophagaki za rast potrebuje znizano vodno
aktivnost v gojigu (Zalar in sod., 2005), rasteta enako kot vWstasebj tako na goji&u
MEA brez kot tudi na goji&i MEA z dodatkom NaCl.
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5.2 SKLEPI

Z izolacijami iz ozmotsko stresnih okolij smo palitdda so glive roduWallemia iz
ekofizioloSkega stali& tipicni kserofili, saj smo predstavnike izolirali taks izjemno

slanega okolja solin, iz sladke, suhe in slanedtaniz drugih suhih okolij.

Wallemia je ubikvitaren rod, saj se predstavniki pojavljaja razlénih geografskih
obmajih (Evropa, Azija, Afrika ter Juzna, Srednja inv®ma Amerika).

Na podlagi nukleotidnega zaporedja ITS rDNA smolat® identificirali do treh Ze
opisanih vrstW. sebi W. muriaen W. ichthyophaga20 sevov nismo mogli uvrstiti med
opisane vrste, zato smo jih poimenovéiallemia aff. sebi Wallemia aff. muriae in
Wallemiasp.

Predstavniki skupin®allemiaaff. sebiso genotipsko in fenotipsko podobni viéti sebj
medtem ko so predstavniki skupiallemiaaff. muriae genotipsko bolj podobni vrsw.
muriag fenotipsko pa vrstV. sebi

Predstavnika nove vrste, poimeovaneWallemia sp., se na podlagi nukleotidnega
zaporedja ITS rDNA m@o razlikujeta od znanih vrst in predstavljata veden med
vrstamaW. sebin W. muriaena eni in vrstdV. ichthyophagaa drugi strani.

Encimski in asimilacijski profili se med vrstamisbieno na razlikuje. VrsiV. sebiin W.
muriae lahko od vrstéW. ichthyophagdo¢imo na podlagi prisotnosti nekaterih encimov
(fosfoamidazag- in B-galaktozidazag- in B-glukozidaza teN-Acetil-B-glukozamidaza).

Na podlagi tolerance na Mg{h MgSQ, lahko latimo vrstiW. sebiin W. muriaeod vrste
W. ichthyophagaSlednja, za razliko od ostalih, tolerira visokenkentracije MgGl in
nizke MgSQ v goji&u.
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Z uporabo izolacijskih goji&z dodatkom 1,7 M MgGlali 1 M NaCl, 1 M MgC} in 1 M
MgSQO, bi lahko selektivno izolirali vrst@V. ichthyophaga

Ekolosko se le vrstdV. ichthyophagarazlikuje od ostalih, saj zaradi halofilne narave
naseljuje izkljgno izjemno slana okolja, hkrati pa tolerira visdik@ncentracije MgGl

zato sklepamo, da je kaofilna.

Vrsti W. sebjW. muriaein predstavniki skupiiVallemiaaff. sebiin Wallemiaaff. muriae
so si ekolosko podobni, saj naseljujejo izjemnmalakolja, slano, sladko in suho hrano,
tla, zrak, povrsSine rastlin ter druge suhe subsstrat

Soline so kot umetno ustvarjeno in okoljskim fajdor izpostavljeno okolje, najbolj

verjeten habitat za vse vrste rodiallemia

Predstavniki roduWallemia redko poseljujejo hrano, kjer se lahko pojavljgaradi

kontaminacije s soljenjem in sladkanjem.
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6 POVZETEK

Wallemiaje kozmopolitski rod kserofilnih gliv, ki naselpijpzmotsko stresna okolja. Vrste
iz rodu so pomembni kontaminanti suhe ter s slgdhotin s soljo konzervirane hrane,
hkrati pa tudi patogene, zato je poznavanje fizjijdoin ekologije zacloveka tako
pomembno. Na podlagi fizioloSkih, morfoloskih in l@kularno-genetskih lastnosti rod
zaenkrat vkljguje tri vrste: W. sebi, W. muriaein W. ichthyophagaSlednja velja za
najbolj halofilen evkariontski organizem opisan ldpsn je zato dober model za Studije
adaptacij na izjemno slana okolja.

V diplomskem delu smo testirali ozmotsko stresnaljakz namenom izolacije gliv rodu
Wallemia Testirali smo tako izjemno slana okolja (solisi@na jezera, slana hrana) kot
tudi sladko, slano in suho hrane ter druge suhstgtk (zrak, povrSina rastlin, cvetni prah,
pugavski pesek, seno). Pridobili smo 65 novih izolatdd smo jih na podlagi
molekularno-genetskih lastnostih ITS rDNA regije rasti na MEA oziroma MEA z
dodatkom 10 % NacCl identificirali do treh ze opiganrst: W. sebj W. muriaein W.
ichthyophagaNekaterih izolatov nismo mogli uvrstiti med opisataksone, zato smo jih
poimenovali Wallemia aff. sebi Wallemia aff. muriae in Wallemia sp. Predstavniki
skupine Wallemia aff. sebi so na podlagi molekularno-genetskih lastnostin CBIA
regije sorodni vrstiW. sebj medtem ko so predstavniki skupiiéallemia aff. muriae
sorodni vrstiW. muriae Kljub molekularno-genetskim razlikam so predstivmobeh
skupin bolj podobni vrstW. sebi Predstavnik&Vallemiasp., ki smo ju izolirali iz jgmena

in brljana v Sloveniji, se na podlagi molekulagenetskih lastnosti zelo razlikujeta od
znanih vrst rodiWallemig zato predstavljata novo vrsto in veZl@n med vrstam&V. sebi

in W. muriaena eni in vrstoV. ichthyophagaa drugi strani.

FizioloSko in morfoloSko so si vrste rofallemiamed seboj izjemno podobne, zato smo
iskali dodatne fenotipske lastnosti, na podlagekhtbi jih locevali. Izvedli smo encimske
in asimilacijske teste ter testirali toleranco aalitne soli. Encimski in asimilacijski profili
se med vrstami bistveno na razlikuje. Vrste lahdnho na podlagi prisotnosti nekaterih

encimov (fosfoamidazap- in B-galaktozidaza,a- in B-glukozidaza terN-Acetil-B-
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glukozamidaza). Toleranca na ré&mk soli, predvsem Mgglin MgSQ,, je fenotipska
lastnost, s katero lahko dono med posameznimi vrstami rodWallemia NajviSja
koncentracija MgGl pri kateri sevi Se aktivno rastejo, je 1,7 M zatoM/. sebj 1,5 M za
vrstoW. muriaeter 2,0 M za vrstdV. ichthyophagamedtem ko je najviSja koncentracija
MgSQy, pri kateri sevi Se aktivno rastejo, 2,5 M za vrgto ichthyophagaer 3,5 M za
vrsti W. muriaein W. sehiNa goji€u z dodatkom 1 M NaCl, 1 M Mggin 1 M MgSQ,
najbolje raste vrst&lV. ichthyophagadobro raste tudi vrst&/. sebj medtem ko vrstaV.

muriaeraste zelo slabo.

Vrsta W. sebiin predstavniki skupinVallemia aff. sebiin Wallemia aff. muriae zaradi
kserotolerantne narave poseljujejo vsa okolja 7 #blmanj znizano vodno aktivnostjo.
Naseljujejo tako izjemno slana okolja kot tudi &ladslano in suho hrano ter vse druge
suhe substrate (zrak, tla, povrSine rastlin, sev\) muriaeje glede na naso raziskavo
najpogostejSa vrsta rodallemig naseljuje pa tako izjemno slana okolja kot tuddko
hrano, najvékrat ¢okolado. Naseljuje suhe substrate, kot so slamaese in Zita,
notranjost bivalnih prostorov ter cvetni prah, kit raziskave Se ni bil opisan kot substrat
za katero koli izmed vrst rodWallemia W. ichthyophagaje najredkejSa vrsta rodu
Wallemig naseljuje pa samo izjemno slane habitate, ko&jprimer izjemno slana voda iz
solin, kristale soli in slane suhomesne izdelkeotdgili smo, da vrsta tolerira izjemno
visoke koncentracije kaotropnega topljenca Mg@I goji&u, hkrati pa zelo nizke
koncentracije kozmotropnega topljenca MgS@ato sklepamo da je vrsta kaofilna. Za
razliko od vrsté\. ichthyophagge vrstaW. muriaekozmofilna vrsta, saj tolerira izjemno
visoke koncentracije kozmofilnih topljencev v gops medtem ko Ze nizke koncentracije

kozmofilonih topljencev inhibirajo rast.

Wallemia je kozmopolitski oziroma ubikvitaren rod, najvéneSi habitat vseh
predstavnikov pa so verjetno soline. Pojavljanje dragih substratih je sekundarno,
predvsem pri hrani smo potrdili moznost kontamijeasi soljenjem in sladkanjem. Proti
pricakovanju je pojavljanje gliv rodwallemiana hrani zelo redko. Ugotovili smo, da se
predstavniki rodiwWallemiapojavljajo tudi na cvetnem prahu, ki se z vetrons éebelami
Siri na razléne substrate. Cvetni prah je vektor oziroma prdeasapor gliv rodu

Wallemia
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PRILOGA Al: ASIMILACIJA VIROV C in N SEVOV VRSTE W. sebi NA
GOJISCU Z DODATKOM 17% NaCl.

EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF-
585 1263 1261 1264 1265 1266 1268 1274 958

Viri ogljika (C)
D-glukoza +
D-galaktoza +
L-sorboza +
N-Acetil-glukozamin +
D-riboza w
D-ksiloza +
L-arabinoza +
D-arabinoza -
L-ramnoza -
D-saharoza +
maltoza +
D-trehaloza +
fruktoza +
celobioza +
melibioza +
laktoza -
D-rafinoza +
melezitoza +
topni Skrob -
glicerol +
mezo-eritrol +
ribitol w
D-manitol +
galaktitol +
mio-inozitol +
urea -
D-glukonat +
D-glukozamin -
sukcinat +
citrat -
metanol -
etanol -
D-sorbitol +
glukoronska kislina -
Viri duSika (N)
nitrat (KNGs) + + + + + + + + +
nitrit (NaNGQ,) - - - - - - - - -
D-glukozamin + + + + + + + + +
L-lizin + + + + + + + + +

+ pomeni asimilacijo vira C in N; dobra rast v &bkompaktnega micelija, kolonije so velike in drjgne
nad gojige; w pomeni Sibko asimilacijo vira C in N; Sibkata obliki v obliki rahlega micelija, kolonije so

majhne in svetle; - pomeni, da asimilacije in al&\rasti ni.



PRILOGA A2: ASIMILACIJA VIROV C in N SEVOV VRSTE W. sebi NA
GOJISCU BREZ DODATKA NaCl.

EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF-
958 992 1442 1441 5675 1443 5746 5747 5752 277

Viri ogljika (C)

D-glukoza + + + - + + - + w +
D-galaktoza w - w - w w - w - w
L-sorboza + w + w + + w + + +
N-Acetil-glukozamin ~ + w w w w + - + w w
D-riboza w w w w w + - + + W
D-ksiloza - - - - - - - - - -
L-arabinoza + + + - w w - + W W
D-arabinoza - - - - - - - - - -
L-ramnoza w w w - w w - w - w
D-saharoza w - w - w w - w - w
maltoza w - w - w w - w - w
D-trehaloza + + + + + + + + + +
fruktoza + + + + + + - w w +
celobioza w w w - w w - w - w
melibioza - - - - - - - - - -
laktoza w - w - w W - + + w
D-rafinoza w - w - w w - w - w
melezitoza + + + + + + - + + +
topni Skrob - - - - - - - - - -
glicerol + - + w + + - + - +
mezo-eritrol + w + + + w - W W +
ribitol - - - - - - - - - -
D-manitol w + w - + + - W - w
galaktitol w - w - w w - w - w
mio-inozitol w w w W w w - w - +
inozitol + - - w w w w + + +
urea - - - - - - - - - -
D-glukonat - - - - - - - - - -
D-glukozamin - - - - - - - - - ;
sukcinat + + + w + + - + - +
citrat w w w - w w - w - w
metanol w w w w w w - w - w
etanol w w w - w w - w w w
D-sorbitol + + + + + + - + + +
Viri duSika (N)
nitrat (KNGy) + + w + + + - + + w
nitrit (NaNG,) w w w w w w - + w w
D-glukozamin w w w + w w - + w +
L-lizin + + w W + + - + - +

+ pomeni asimilacijo vira C in N; dobra rast v é&bkompaktnega micelija, kolonije so velike in drjgne
nad gojig§e; w pomeni Sibko asimilacijo vira C in N; Sibkesta& obliki v obliki rahlega micelija, kolonije so

majhne in svetle; - pomeni, da asimilacije in akéwasti ni; / pomeni, da rezultat manjka.



PRILOGA A3: ASIMILACIJA VIROV C in N SEVOV VRSTE W. muriae NA
GOJISCU Z DODATKOM 17% NaCl.

EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF-
951 1054 1269 1272 1275 1285 4957 4967 5673

Viri ogljika (C)
D-glukoza +
D-galaktoza +
L-sorboza +
N-Acetil-glukozamin +
D-riboza w
D-ksiloza +
L-arabinoza +
D-arabinoza -
L-ramnoza -
D-saharoza +
maltoza +
D-trehaloza +
+
+
+

|++§++++
'++E++++

fruktoza

celobioza

melibioza

laktoza -

D-rafinoza +

melezitoza +

topni Skrob -

glicerol +

mezo-eritrol +

ribitol w
+
+
+

++ + + + 4!
++ + 4+ 4+ 4

+
+

D-manitol

galaktitol

mio-inozitol

urea -

D-glukonat +

D-glukozamin -

sukcinat +

citrat -

metanol -

etanol -

D-sorbitol +

glukoronska kislina -
Viri duSika (N)

nitrat (KNGy) + + + + + + + + +

nitrit (NaNQ,) - - - - - - - - -

D-glukozamin + + + + + + + + +

L-lizin + + + + + + + + +

+ pomeni asimilacijo vira C in N; dobra rast v é&bkompaktnega micelija, kolonije so velike in drjgne
nad gojig§e; w pomeni Sibko asimilacijo vira C in N; Sibkesta& obliki v obliki rahlega micelija, kolonije so

majhne in svetle; - pomeni, da asimilacije in al&\rasti ni.



PRILOGA A4: ASIMILACIJA VIROV C in N SEVOV VRSTE W. ichthyophaga NA
GOJISCU Z DODATKOM 17% NaCl.

EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF- EXF-
994 1059 5676 759 3555 6065 6067 6068 6070

Viri ogljika (C)
D-glukoza
D-galaktoza
L-sorboza
N-Acetil-glukozamin
D-riboza
D-ksiloza
L-arabinoza
D-arabinoza
L-ramnoza
D-saharoza
maltoza
D-trehaloza
fruktoza
celobioza
melibioza
laktoza
D-rafinoza
melezitoza
topni Skrob
glicerol
mezo-eritrol
ribitol
D-manitol
galaktitol
mio-inozitol
urea
D-glukonat
D-glukozamin -
sukcinat +
citrat -
metanol -
etanol -
D-sorbitol +
glukoronska kislina -

Viri duSika (N)
nitrat (KNGy) - - - - - - - - -
nitrit (NaNQ,) - - - - - - - - -
D-glukozamin + + + + + - + - +
L-lizin + + + + + - + - -

e R
I

++ + + + 4
++ o+ +

+ 4+ +Z L+
+ +

+ 4+ + T 4+

+
+ !

+ pomeni asimilacijo vira C in N; dobra rast v ébliahlih skupkov, kolonije so velike in dvignjemad
gojiste; w pomeni Sibko asimilacijo vira C in N; Sibkastras obliki v obliki rahlih skupkov, kolonije so

majhne in svetle; - pomeni, da asimilacije in ah&\rasti ni.



