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1 UvVOD

Vecino morskih in sladkovodnih sedimentov naseljuje genotipsko in fenotipsko raznolika
mikrobna zdruzba, ki vstopa v Stevilne interakcije med seboj in z biotopom, vpliva pa tudi na
interakcije med anorganskimi sestavinami ekosistema. Strukturo in aktivnost mikrobnih
zdruzb lahko v kompleksnih ter prostorsko in Casovno spremenljivih ekosistemih, kamor
sodijo tudi sedimentna okolja, preuujemo z metodami, ki so od izolacije in gojenja
mikroorganizmov odvisne ali neodvisne. S kombiniranim pristopom ter razumevanjem dosega
in omejitev uporabljenih metod tako ucinkovito spoznavamo mikrobna okolja z razli¢nih
vidikov. Poznavanje taksonomije mikroorganizmov — posebno v neperturbiranih okoljih in ne
le v slovenskem prostoru — je bistveno za vkljuc¢itev mikrobne komponente v koncept bioloske
raznolikosti. Uveljavitev molekularnih metod v mikrobni ekologiji je klju¢no pripomogla k
prepoznanju globalne premoc¢i mikroorganizmov po raznolikosti in biomasi, funkcionalni in
genetski potencial mikroorganizmov pa najbrz tudi presega potencial vi§jih organizmov

(Torsvik in sod., 1996).

Mikrobnotaksonomske in ekoloske raziskave sedimentov v slovenskem prostoru so redke in
nepovezane. Studije sedimentnih ekosistemov so ve¢inoma usmerjene k spoznavanju flore in
favne ali preucevanju (bio)geokemijskih in geomikrobnih procesov ter vpliva mikrobne

metabolne aktivnosti na makrobioto. Z mikrobioto v ekosistemih se Sele spoznavamo.

Namen pricujoega dela je bil z uporabo molekularnih ter nekaterih uveljavljenih in
preprostih, toda delovno intenzivnih fenotipskih metod preuciti in primerjati bakterijske
izolate iz sedimentnih vzorcev razlicnih delov Piranskega zaliva sensu lato in KoseSkega
bajerja. Spoznanja naj bi nudila osnovo in spodbudo za nadaljnje, bolj usmerjene raziskave, za
katere je upati, da bodo dodale kamencek v mozaik poznavanja bioloske pestrosti oziroma

tistega, kar povezujemo s pojmom biodiverziteta.
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE

Zanimali sta nas pestrost in raznolikost aerobnih kemotrofnih bakterij, ki jih lahko izoliramo iz
povrsinskih slojev morskih in sladkovodnih sedimentov ter gojimo na agariziranih gojiscih v

laboratorijskih pogojih.

Pricakovali smo, da se bodo izolati iz morskih in sladkovodnih sedimentov med seboj
razlikovali in da bo na podlagi rezultatov genotipske analize mogoce vecino izolatov razvrstiti

v nekaj vecjih skupin, ostale pa v skupine z manj$im Stevilom clanov.
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2 PREGLED OBJAV

Usedline ali sedimenti so nesprijeti ostanki organskega in anorganskega detritnega in
raztopljenega materiala; v diagenezi ohranijo nekatere znacilnosti obmocja, od koder izvirajo,
ter pridobijo druge, npr. med transportom ali v mikrobnih transformacijah. Diagenezo
imenujemo spremembe v kemijski sestavi sedimentov po depoziciji (Schlesinger, 1997).
Sedimenti so kopenskega ali morskega izvora. Kopenske, ki ostanejo v kontinentalnih bazenih
in litificirajo v sedimentne kamnine, imenujemo terestri¢ni; ¢e se odlagajo na oceanskem dnu,
so terigeni. Morski sedimenti so pelaskega ali bentoskega izvora, nastali v biogeokemijskih
procesih v oceanih. Po nacinu nastanka so klasti¢ni, avtigeni (kemi¢ni) in biogeni. Ne glede na

nacin nastanka ter izvorno in depozicijsko mesto so vsi sedimenti podvrzeni recikliranju na

Kot sediment lahko ozna¢imo tudi vse delce, ki se prenasajo s tokom in kon¢no odlozijo
(deponirajo) na dno vodnega telesa. Delci, ki potujejo s tokovi nadslojenega vodnega telesa, se
s posedanjem izkljucujejo iz transporta oziroma krozenja hranil v vodnem stolpu, vstopajo pa
v prehranski splet v sedimentu. Najmanjso hitrost, potrebno za transport delcev, imenujemo
hitrost posedanja (w). Odvisna je od gostote delca (op) in medija (om), polmera delca (r) in
dinamic¢ne viskoznosti (1) tekoc¢ine. g je gravitacijski (teznostni) pospesek. Zvezo med njimi
podaja Stokesova enacba, W=[2(op-om)gr’]/9u. Ce je w manjsa od hitrosti toka teko&ine, se

delec transportira nizvodno; Ce je vecja, sedimentira.

Sedimenti so kompleksni ekosistemi, spremenljivi v ¢asu in prostoru (Black in sod, 2002).
Prostorsko spremenljivost — ta vpliva na porazdelitev potencialnih hranil ter biolosko aktivnost
- povzroc¢ajo lokalizirano meSanje zaradi bioturbacije in bioirigacije, podvodnega vulkanizma,
tektonskih premikov. Casovna spremenljivost se kaZe npr. v nihanju koli¢ine organske snovi,
ki pride v sediment in spreminjanju strukture in aktivnosti sedimentne mikrobiote. V daljsem
¢asovnem obdobju je mo¢ zaznati ponovljivost (z manj$imi odstopanji) in razbrati vzorce —

periodi¢nost/ciklicnost.
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2.1 MIKROBNI METABOLIZEM V SEDIMENTIH IN POVEZAVA Z VODNIM
STOLPOM

Znacilnosti in obseg bioloskih procesov in kroZenje hranil v sedimentih ter povezava med
sedimenti in vodnim stolpom (Kemp in sod., 1999) so pod vplivom kemijskih in fizikalnih
lastnosti sedimenta in vodnega stolpa, te pa pod vplivom mati¢ne podlage, kemijske sestave in
viSine nadslojenega vodnega telesa, alohtonih (npr. recni vnosi, zemeljski plazovi, industrijski
in kmetijski vtoki) in avtohtonih (primarna in sekundarna produkcija v vodnem stolpu,
koli¢ina in kvaliteta deponirane organske snovi) vnosov v vodno telo. Lastnosti, koliina in
dotok organske snovi v sedimentu bistveno vplivajo na njeno razgradnjo. Pri lastnostih
mislimo predvsem na dostopnost, dovzetnost za razgradnjo in razmerje med ogljikom in

dusikom.

Razlike v koncentraciji anorganskih sestavin sladkih (celinskih) voda in morske vode
(Preglednica 1) vplivajo na profile potencialnih hranil v sladkovodnih in morskih sedimentih.
Znacilni vertikalni profili potencialnih intermediatov v mikrobnem energetskem metabolizmu
so rezultat bioloske aktivnosti in hkrati nanjo vplivajo. Slika 1 primerja spreminjanje
koncentracije O, NO3', NO,, NH,4', SO42', Mn2+, Fe’" in CHy z naraS¢ajoco globino v

sladkovodnem in morskem sedimentu.

Preglednica 1: Primerjava koncentracije najbolj zastopanih anorganskih sestavin v morski in reéni vodi

(Schlesinger, 1997; Ehrlich, 2002). Preglednica 1 se nadaljuje na naslednji strani.

V morskivodi v yegni vodi!

Sestavina
kgl kg
Cl 1935¢g 5,75 mg
Na 10,76 g 5,15 mg
SO~ 271¢g 8,25 mg
Mg 1,29 ¢ 3,35 mg
Ca 412 mg 13,4 mg
K 399 mg 1,3 mg

HCO;y 145 mg 52 mg
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V morskivodi v yeéni vodi!

Sestavina 4
(kg [kg']
Sr 7,9 mg 0,03 mg
B 4,6 mg 0,01 mg
F 1,3 mg 0,10 mg
Si 3 mg 7,5 mg (kot Si0O,)
Fe 3ug 0,8 mg
N 0,67 mg 3,7 mg (kot NO3")

1y .. . . . . . .
Recna voda sluzi za ponazoritev sestave sladke/celinske vode; dejanska sestava jezerske vode je odvisna od

podlage, sestave pritokov, morebitnih komunalnih odplak, atmosferske depozicije, itn.

1000? a 100
N5~
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Mo+t NOy~
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Slika 1: Globinski profili O,, NO5, NO,, NH,", SO,*, Mn*", Fe*" in CH, v sladkovodnem (levo) in morskem

(desno) sedimentu. (Nealson, 1997)

Obema ekosistemoma je skupen oksigeniran vrhnji sloj, ki je v stiku z vodnim telesom in kjer
poteka aerobna respiracija. V globokomorskih (>1000 m; Madigan in sod., 2003) sedimentih,
kjer se koncentracija kisika v pelaskem obmocju izven evfotske cone le malo spreminja,
koli¢ina in dotok organskega ogljika pa sta nizka, sega aerobni sloj nekaj centimetrov pod

povrsino (Nealson, 1997). Nasprotno pa v sedimentih plitvih ali (hiper)evtrofnih vodnih teles,
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kjer koncentracija kisika sezonsko ali dnevno niha, oksigenirani sloj sega le nekaj milimetrov
pod povrsino sedimenta (Brinkhoff in sod., 1998; K&pke in sod., 2005). Na vrhnji sloj so
omejeni od kisika odvisni evkariontski mikroorganizmi (npr. glive — Hormodendrum,
Penicillium, Fusarium; Litchfield in Floodgate, 1975) in vi§ji organizmi. Med gojenimi in
opisanimi prokariontskimi mikroorganizmi v tem sloju najdemo aerobne heterotrofne
predstavnike iz rodov Bacillus (Atlas in Bartha, 1998; Nealson, 1997), Pseudomonas
(Litchfield in Floodgate, 1975; Nealson, 1997), Achromobacter in Flavobacterium (Litchfield
in Floodgate, 1975) med kemolitotrofi pa npr. Ralstonia eutropha, Paracoccus denitrificans,
Shewanella putrefaciens (Nealson, 1997). Gradientni mikroorganizmi, ki se umestijo v
obmocje prekrivajoCih se gradientov hranil, »tekmujejo« s spontano — kemijsko — oksidacijo
le-teh. Dobro opisan je nasprotni in prekrivajoci se gradient sulfida in kisika (Thar in Kiihl,
2002). V interfazi oz. oksi¢no-anoksi¢nem prehodnem obmo¢ju (angl. oxic-anoxic transition
zone, OATZ; Spring in sod., 2000) s prepletanjem filamentov nastajajo tancice ali preproge.
Znacilna rodova sta Thiothrix spp. in polze¢a Beggiatoa spp. ter obickani in s pecljem pritrjeni
Thiovulum majus (Spring in sod., 2000; Thar in Kiihl, 2002). V odsotnosti svetlobe so
zdruzevanje v tanCice dokazali tudi pri Skrlatnem Zveplovem fototrofu Marichromatium
gracile (Schulz in sod., 1999). Z uporabo kompleksnega gojis¢a s sulfidom znotraj gradientne
komore v plitvini na dnu zaliva Niva na Danskem sta Thar in Kiihl (2002) uspela obogatiti,
toda (Se) ne izolirati v Cisti kulturi, vrsto neobarvanih, gramnegativnih, vibrioidnih, polarno
politriho obickanih in obligatno mikroaerofilnih bakterij. Prostozivece celice so pri
koncentraciji O, 2 uM izlocale mukozne peclje, s katerimi so se pritrdile na povrsSino in

zlepljale med seboj. Pritrjene celice so lahko prilagajale dolzino peclja.

Nasprotni, a neprekrivajo¢i se gradient je sulfid-nitratni. Nanj so se filamentozne zveplove
bakterije Thioploca spp. prilagodile tako, da se trihomi iz ovojnice iztezajo v vodni stolp in v
vakuolah kopic¢ijo NOs", ki sluzi kot terminalni akceptor elektronov pri oksidaciji sulfida v
globljih plasteh (Jorgensen in Gallardo, 1999; Thar in Kiihl, 2002). Podobno Thiomargarita
namibiensis uskladis¢i nitrat v vakuoli, ko je zaradi meSanja sedimenta izpostavljena z

nitratom bogati vodi. Sloj NOs™ v sedimentnem stolpu nastopi v mikrooksi¢nih in anoksi¢nih
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pogojih. Tu najdemo (mikroaerofilne) nitritacijske (npr. Nitrosomonas, Nitrosospira,
Nitrosococcus) in nitratacijske (Nitrospina, Nitrospira, Nitrobacter) prokarionte (Madigan in
sod., 2003; Nealson, 1997). Mikrooksi¢no obmocje naseljujejo tudi metilotrofni in

metanotrofni prokarionti.

V nizjih, anoksi¢nih slojih so prisotni le prokarionti. Poglavitna razlika med morskimi in
sladkovodnimi sedimenti je v koncentraciji SO,* in CHy, pa tudi v koncentraciji Mn**, Fe*" in
drugih elementov obstajajo znatne razlike. Zaradi visoke (25 mM) (Nealson, 1997; Atlas in
Bartha, 1998; Schlesineger, 1997; Ehrlich, 2002) koncentracije SO4* v porni vodi morskega
sedimenta, energetsko ugodnejSe redukcije sulfata v primerjavi z metanogenezo ter vecje
uspesnosti sulfat reducirajocih prokariontov (SRP) v primerjavi z metanogenimi arhejami pri
izrabi skupnega elektronskega donorja (H,) obmocje metanogeneze nastopi Sele, ko je sulfat

iz¢rpan (Nealson, 1997).

Poglavitni donor elektronov v sedimentih je organska snov. Za sedimentno organsko snov,
nastalo v primarni produkciji (PP) istega vodnega telesa, pravimo, da je avtohtona. Vecina
izvira iz aktivnosti oksigenih fototrofnih (mikro)organizmov v evfotskem obmocju. Le-to je
opredeljeno z globino, do katere prodre zadostna koli¢ina svetlobe (nekako 1 % vrednosti
intenzitete na povrsini), ki Se omogoca fotosintezo. Del primarno producirane organske snovi,
ki je ne porabijo primarni producenti, je na voljo sekundarnim producentom -
kemoorganotrofnim mikroorganizmom in vi§jim organizmom - in se reciklira v evfotskem
obmocju, del pa z odmrlimi organizmi, makroagregati in fekalnimi peleti (detrit) tone proti
sedimentu. Med tonjenjem je detrit podvrZen razgradnji, zato se tok delcev z naras¢anjem
globine vodnega stolpa zmanjSuje. V sediment na globini 4000 m tako dospe le 1% v
evfotskem obmocju producirane organske snovi, trajno pa se deponira < 0,5 % (Schlesinger,

1997).

Sedimenti izven evfotskega obmocja so »odvisni« od alohtone ali prejete povrSinske organske

snovi, Vv okolici hidrotermalnih vrelcev pa prehranjevalni spleti temeljijo na
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kemoavtolitotrofiji (Madigan in sod., 2003; Nealson, 1997).

Dejavniki, ki (de)stabilizirajo naravne sedimente, so posledica aktivnosti bentoSke
makrofavne in makroflore ter bentoske/sedimentne mikrobiote. Black in sod. (2002)
povzemajo povezavo med biolosko aktivnostjo sedimentov ter erozijskim potencialom
sedimentov, kar vkljuCuje prepoznavanje bio(de)stabilizacijskih dejavnikov. Med
biostabilizacijskimi dejavniki omenjajo izlo¢anje biopolimerov pretezno mikrobnega izvora
(npr. EPS). Ti spremenijo povrsinske lastnosti sedimentnih delcev, da sta favorizirani adhezija
in flokulacija, zaradi ve¢jega premera in mase pa odlaganje. OdloZeni delci so izvzeti iz
transporta. Oblaganje delcev z biopolimernimi plastmi spremeni obliko izpostavljene
povrSine. Filamentozna (mikro)biota utrjuje sedimentni matriks s povezovanjem delcev v
mreze. Rast na povrSini sedimenta v obliki skorij ali tancic (Spring in sod., 2000; Thar in
Kiihl, 2002) lahko predstavlja zasCito pred erozijo, bodisi neposredno bodisi posredno z
vplivanjem na tok tekoc¢ine. Primer biodestabilizacijskega vpliva — ki pa poveca
oksigeniranost plasti, kjer poteka — sta bioturbacija in bioirigacija. Med bioturbacijske
aktivnosti spadajo kopanje rovov in jaskov ter prenasanje in sortiranje delcev. Izvaja jo
bentoska in sedimentna makrofavna (Hines in sod., 1997), ki je vezana na prisotnost kisika.
Zaradi obligatno aerobne narave bioturbatorjev in omejenosti njihovih aktivnosti na vrhnje,
oksigenirane sloje sedimenta, je iz bioturbacije izvirajo¢ destabilizacijski vpliv omejen na

povrsinske plasti sedimenta.

Toda bioturbacija ima tudi stabilizacijski ucinek. Kaze se v ve¢ji konsolidaciji sedimenta
zaradi odtekanja v rovih in jaSkih zbrane vode (drenazni efekt) ter povecane gostote zaradi
prenasanja in sortiranja delcev. K nastajanju sedimenta (odlaganju delcev) prispevajo tudi

organizmi, ki pozirajo v vodnem stolpu suspendirani material.

V splosnem so mikrofitobentonti in sedimentne bakterije stabilizatorji, bentoska favna pa

destabilizatorji sedimenta (Black in sod., 2002).
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2.2 PRISTOPI K PREUCEVANJU SEDIMENTNE MIKROBIOTE

Od spoznanja dalje, kako majhen deleZ (glede na ekosistem od 0,001 do 15 %, iz sedimentov
0,25 % (Amann in sod., 1995; Atlas in Bartha, 1998; Tamaki in sod., 2005)) okoljskih
mikroorganizmov, ki nimajo neposrednega klini¢nega oz. komercialnega pomena, je moc
(vz)gojiti in pravilno identificirati oziroma karakterizirati s t.i. tradicionalnimi
mikrobioloskimi metodami, je poleg streznitve prislo do razvoja metod, ki omogocajo
(mikro)biolosko spoznavanje do sedaj nepreucenih ekosistemov (npr. globokomorski in

polarni sedimenti) in svez pogled na ze preucevane ekosisteme (npr. tla, ocean).

Tradicionalne mikrobioloske metode tu razumemo kot izolacijo ¢istih kultur ali definiranih
sokultur (Amann in sod., 1995) iz bogatitvenih kultur ali po inokulaciji posameznih redcitev
vzorca na trdna, obiCajno agarizirana, gojis€a. Slednje temelji na loCitvi — idealno
posameznih — celic na povrSini hranilne plosce, iz katerih se razvijejo fenotipsko razli¢ne in

razlo¢ne populacije (Atlas in Bartha, 1998).

Sredstvo za strjevanje gojiS¢ ni nujno le agar-agar; kot primer naj navedemo uporabo
silikagela (Pramer, 1957) in t.i. gellan guma. Tamaki in sod. (2005) so z uporabo slednjega pri
preucevanju pestrosti bakterij v sedimentih evtrofnega sladkovodnega jezera vzgojili od 2,2 do

12,6-krat (v aerobnih pogojih) oziroma od 1,3 do 21,3-krat (v anaerobnih pogojih) ve¢ kolonij

..........

.....

obeh primerih so izolate lahko uvrstili v pet bakterijskih filogenetskih linij, od katerih so bile
tri proteobakterijske (alfa, beta in gama), toda v primeru gellan guma sta bili ostali skupini
Bacteroidetes in Plancomycetes, v primeru agarja pa Actinobacteria in Firmicutes. V obeh
primerih so tri najstevilénejSe skupine izolatov (alfa- in betaproteobakterije ter bakteroidete

oz. alfaproteobakterije, aktinobakterije in firmikuti) zajele preko 93 % izbranih izolatov.

Teoreti¢no osnovo redc¢itvene tehnike (angl. dilution culture, extinction culture) pri izolaciji
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bakterij iz morske vode so podali Button in sod. (1993). Utemeljili so jo na viabilnosti, sprva
opredeljeni kot razmerje med Stevilom Ziv(e€)ih in vseh izhodiS¢no prisotnih celicah in nato
redefinirani kot verjetnost, da je naklju¢no izbrana celica iz ravnokar nacepljene epruvete
ziv(e€)a. Na sedimentnih vzorcih sta red¢itveno tehniko uporabila ze Litchfield in Floodgate

(1975).

Izolacijo z razred¢evanjem izhodiS¢nega vzorca v tekocem gojiSc€u so uspesno uporabili Burns
in sod. (2004) pri izolaciji kvadratnih halofilnih arhej iz skupine SHOW (angl. square
haloarchaea of Walsby), ki naj bi predstavljale dominantno skupino prokariontov v vodnem
stolpu hiperslanih jezer, a jih do nedavnega ni bilo mo¢ gojiti v laboratoriju. Izolat C23, ki ni

.....

restrikcijsko analizo in sekvenciranjem gena za 16S rRNK.

Connon in Giovanonni (2002) sta koncept redCitvene tehnike prenesla v manjsi volumen in
oligotrofna gojisca ter razvila visokoproduktivno metodo za izolacijo in gojenje nekaterih Se
negojenih filotipov morskega bakterioplanktona, ki pa so pogosti v knjiznicah klonov.
Metodo odlikujeta tudi krajsi inkubacijski ¢as in zmoznost odkrivanja manjsSega Stevila celic.
Nekatere rodove pogosto izolirajo iz morske vode, pa in situ niso $teviléno dominantni. Taka
sta npr. Vibrio in Pseudomonas; oznacujejo jih tudi kot “mikrobni plevel” (angl. “microbial

weeds”’; Madigan in sod., 2003). Connon in Giovanonni sta tak “plevel” zasledila le redko.

Drugo visokoproduktivno metodo za gojenje Se negojenih mikroorganizmov so nedavno
opisali Zengler in sod. (2002). Razvili so jo na planktontih iz Sargaskega morja, uporabili pa
tudi na vzorcih tal in sedimenta iz alkalnega jezera. Metoda zdruzuje vkljucitev celic v
agarozne mikrokapsule (t.i. (mikro)enkapsulacija) (v priblizno 10 % mikrokapsul se je ujela
po ena celica) in gojenje le-teh v oligotrofnem tekocem gojiscu. Uspesnost enkapsulacije in
rast mikrokolonij (20-100 celic v mikrokapsuli) so spremljali s pretocno citometrijo. Gojenje
enkapsuliranih celic/mikrokolonij v skupnem prostoru omogoca komunikacijo med

celicami/mikrokolonijami, ceprav so loCene; sistem za gojenje je odprt, s stalnim
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dotokom/odtokom hranil; v kratkem casu je mogoce pregledati veliko Stevilo mikrokapsul; s
primerno opremo je loCevanje med “polnimi” in “praznimi” mikrokapsulami hitro in

ucinkovito.

.....

Burns in sod., 2004), za sedimentno in talno mikrobioto velja obratno. Vpetost v sedimentni
matriks iz pescenih (0,05-2 mm), meljnih (0,002-0,05 mm) in glinenih (2-0,002 pm) delcev
(velikosti delcev veljajo za tla in so povzete po Atlas in Bartha, 1998; Chenu in Stotzky, 2002;
Ehrlich, 2002), detrita in organskih polimerov otezuje pridobitev celic ali celicnih ekstraktov
brez uporabe razmeroma grobih postopkov, kot so sonikacija, krogli¢ni stresalnik (angl. bead-

beating) ali centrifugiranje.

dos Santos Furtado in Casper (2000) sta primerjala razlicne metode za ekstrakcijo bakterijskih
celic iz sladkovodnega sedimenta. Ucinkovitost posamezne metode za ekstrakcijo celic iz
okoljskega vzorca sta izracunala iz razmerja med Stevilom celic v obdelanem in neobdelanem
vzorcu (neposredno Stetje, glej dalje). Najvec bakterijskih celic sta pridobila iz vzorcev,
centrifugiranih pri nizki hitrosti. Po kratkotrajni sonikaciji (ki smo jo tudi sami uporabili pri
obdelavi vzorcev iz sedimenta KoseSkega bajerja) s formalinom (kon¢na koncentracija 3 %)
obdelanih vzorcev se je Stevilo pridobljenih celic v primerjavi z nesoniciranimi vzorci
zmanjsalo za tretjino. Stevilo celic v soniciranih vzorcih, ki niso bili predhodno obdelani s
formalinom, je padlo na Sest odstotkov. Ugotovila sta obratno sorazmerje med Stevilom
ekstrahiranih celic in hitrostjo centrifugiranja. Centrifugiranje pri nizki hitrosti brez Percolla (s
polivinilpirolidonom (PVP) prevleceni delci (15-30 nm) silicijevega dioksida) je u¢inkovitejse
od centrifugiranja v gradientu gostote Percolla in tudi najucinkovitej$i nacin za locCitev

mikrobnih celic od sedimentnega matriksa.

Prisotnost, Stevilo, biomaso in aktivnost mikroorganizmov v okoljskih vzorcih lahko
neposredno in brez potrebe po izolaciji in gojenju ugotavljamo s fluorescentnimi tehnikami in

molekularnimi metodami.
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Pogosto uporabljana, predvsem pa preprosta in razmeroma natan¢na metoda za ugotavljanje
Stevila celic v sedimentih in sedimentom podobnih vzorcih vkljucuje nespecifi¢no
oznacevanje celicnih nukleinskih kislin, npr. z akridinoranznim (AO) (Chandler in sod., 1997;
Madigan in sod, 2003); 4°,6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI) (dos Santos Furtado in Casper,
2000; Gich in sod., 2005; Gray in Herwig, 1996, Madigan in sod, 2003) ter
fluoresceinizotiocianatom (FITC) in Hoechst 33258 (Atlas in Bartha, 1998) ter opazovanje
pod epifluorescentnim mikroskopom. Razlofevanje med celicami in ozadjem oteZuje ali
preprecuje adsorpcija molekul barvila na povrSine organskih in anorganskih koloidov ter
detrita (Atlas in Bartha, 1998; dos Santos Furtado in Casper, 2000), kamor so lahko pritrjene
tudi mikrobne celice (Chenu in Stotzky, 2002; Fajfar, 2006).

Kot pomemben preboj omenjajo vpeljavo molekularnih metod v mikrobno ekologijo, ki so —
preko analize informacije v semanti¢nih molekulah (Torsvik in sod., 1996) na razli¢nih ravneh
lo¢ljivosti — omogocile odkrivanje in identifikacijo mikroorganizmov neposredno v okoljskih
vzorcih, brez potrebe po izolaciji in gojenju v Cistih kulturah; preucevanje celokupne pestrosti
in dinamike mikrobnih zdruzb in situ; ekofiziologijo filogenetsko sorodnih mikrobnih skupin

ali ugotavljanje filogenetskih odnosov med fiziolosko samosvojimi mikrobnimi skupinami.

Neposredno lahko mikrobne celice v okoljskem vzorcu — in situ — izsledimo s fluorescentno
oznacenimi oligonukleotidnimi sondami, katerih tar¢a so komplementarna zaporedja
nukleinskih kislin. Metoda se imenuje fluorescentna hibridizacija in situ (angl. fluorescence in
situ hibridization, FISH) (Wagner in sod., 2003) in poleg odkrivanja omogoca tudi Stetje ter
lo¢evanje mikrobnih skupin glede na izbrani kriterij. Ce tar¢a hkrati izpolnjuje tudi zahteve za
molekularni kronometer (glej dalje), pridobimo informacijo o taksonomski poziciji odkritih
celic. Siroko- ali ozkospecifi¢ne filogenetske sonde (Torsvik in sod., 1996) omogocajo
ugotavljanje prisotnosti organizmov iz posameznih filogenetskih linij. V kombinaciji s
konfokalno lasersko mikroskopijo (angl. confocal laser scanning microscopy, CLSM) FISH
omogoca rekonstrukcijo prostorske strukture mikrobne zdruzbe (Madigan in sod., 2003;

Wagner in sod., 2003). Modifikacija osnovne tehnike, ki kombinira mikroavtoradiografsko
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spremljanje privzema radioaktivno oznaenih substratov (npr. *H-timidin, *H-levcin) in FISH
(MAR-FISH) pa omogoca identifikacijo samosvojih metabolnih skupin ali ugotavljanje

aktivnosti fizioloskih skupin mikroorganizmov in situ.

Molekularni ali evolucijski kronometer je univerzalno prisotna in funkcionalno istovetna
molekula, za katero je hitrost fiksacije mutacij, izraZzena kot hitrost spreminjanja nukleotidne
ali aminokislinske sekvence, sorazmerna evolucijski razdalji med organizmi, zato lahko to
molekulo uporabimo za ugotavljanje, preucevanje filogenetskih odnosov med organizmi z
namenom razvozlanja naravnega taksonomskega sistema (naravne hierarhi¢ne klasifikacije, ce
obstaja) ali postavitve modelov, ki z vecjo ali manjSo verodostojnostjo le-tega odsevajo.
Zahteve, ki jih mora izpolnjevati (kandidat za) molekularni kronometer so navedene in

razlozene v Preglednici 2.

Preglednica 2: Zahteve, ki jih mora izpolnjevati (kandidat za) molekularni kronometer (Eisen, 1995; Woese,

2000)

Zahteva Razlaga
Univerzalnost/ubikvitarnost Prisotnost molekule pri vseh preuc¢evanih organizmih.
Homolognost Evolucijsko razdaljo med organizmi je smiselno meriti le,

¢e izhajajo iz skupnega prednika
Funkcionalna invariantnost Molekula pri vseh preuc¢evanih organizmih opravlja
identi¢no funkcijo, ki mora biti enaka prvo(bi)tni
Sorazmernost spreminjanja Hitrost fiksacije mutacij v DNK mora biti sorazmerna

sekvence z evolucijsko razdaljo evolucijski razdalji, ki jo merimo

Odsotnost lateralnih prenosov ...predvsem medvrstnih
Mnozina v celici Zadostna, da omogoca izolacijo
Poravnava sekvenc Potrebna za ugotavljanje podobnosti in razlik (insercije,

delecije, substitucije) v nukleotidni ali aminokislinski
sekvenci

Stevilo dostopnih sekvenc Relevantni/zanesljivi zakljucki so mozni le, ¢e medsebojno
primerjamo zadostno Stevilo sekvenc; pomen

prostodostopnih podatkovnih baz na svetovnem spletu
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Molekularni kronometer je gen, del gena ali produkt gena. Uporabne so predvsem molekule,
vkljucene v razli¢ne stopnje izrazanja in prenosa genske informacije: koraki od gena do RNK
ali proteina so namre¢ ubikvitarni, dobro ohranjeni in bioloSko esencialni, hkrati pa med
organizmi/taksoni izkazujejo dovoljSnjo variabilnost, da omogocajo izpeljave zakljuckov o

filogenetskih odnosih (grupiranje organizmov na podlagi podobnosti).

Zakaj je RNK male ribosomske podenote (angl. small-subunit ribosomal RNA, SSU rRNA)
postala, kot izgleda, centralna molekula v preucevanju evolucijskih razmerij med organizmi?
Je ubikvitarna, sodeluje v sintezi proteinov, ki je najverjetneje ohranjen proces, njena funkcija
je konstantana in enaka pri vseh do sedaj znanih organizmih, vsebuje spremenljive in
nespremenljive regije, v celici je prisotna v velikem Stevilu, razmeroma lahko jo je izolirati za
preucevanje, geni za ribosomsko RNK naj ne bi podlegali lateralnim medvrstnim prenosom,
obsezne baze podatkov (npr. Ribosomal Database Project II, RDP II; Cole in sod., 2005) pa
omogocajo primerjavo velikega Stevila sekvenc (Eisen, 1995; Woese, 2000; Hugenholtz,
2002; Madigan in sod., 2003). Toda evolucija posameznega gena ne odraza nujno evolucije
vrste (Eisen, 1995). Omenili smo Ze medvrstne lateralne prenose genov, ki jim, kot kaze,
vendarle podlegajo tudi geni za rRNK (Niibel in sod., 1996); in Cetudi ne, pa jim podlegajo
Stevilni drugi (Eisen, 1995). Pri vrstah z ve¢ kot enim ribosomskim operonom morda med
organizmi ne primerjamo ortolognih, marve¢ paralogne gene (Eisen, 1995). Kandidati za
molekularni  kronometer so tudi EF-Tu, Hsp70, GroEL, pB-podenota ATP-aze,
RNK-polimeraza, 23S rRNK, RecA (Eisen, 1995).

Stevilne tehnike in metode omogocajo spremljanje dinamike mikrobnih skupin v kompleksnih
vzorcih in sledenje populacijskim premikom, odkrivanje in identifikacijo dominantnih skupin,
ki pa jih Se ne znamo gojiti, ali filogenetsko analizo bodisi izolatov bodisi mikroorganizmov v
okoljskih vzorcih ali pripravkih iz okoljskih vzorcev. Prednost takega pristopa pred sekvencno
analizo, ki ima sicer vec¢jo lo¢ljivost, je, da lahko hitro pregledamo veliko Stevilo vzorcev — je
torej primeren za preliminarno analizo ali presejalne teste. V primerjavi s sekvenciranjem

poleg ¢asa prihranimo tudi finan¢na sredstva.
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Mnoge tipizacijske tehnike in metode za preucevanje pestrosti v kompleksnih okoljih temeljijo
na pomnozevanju nukleinskih kislin v verizni reakciji s polimerazo (angl. polymerase chain
reaction, PCR). Z izbiro primernih zacetnih oligonukleotidov lahko pomnozujemo tudi
sekvence, ki so v vzorcu prisotne v majhnem Stevilu (so “v ozadju”) in njihov signal
pomnozimo do zaznavne vrednosti. Na PCR temeljece metode pa so poleg specificnih tezav
obremenjene Se z vsemi pomankljivostmi PCR npr. zaradi nespecifi¢nega naleganja zacetnih
oligonukleotidov in obcutljivosti polimeraze na inhibitorje (fenol, huminske spojine);
fragmentiranost tarécne DNK poveCa verjetnost nastanka himernih sekvenc — artefaktov

pomnozevanja; mozno je tudi preferencno pomnozevanje nekaterih sekvenc.

Osnova gradientne gelske elektroforeze (angl. denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE;
temperature gradient gel electrophoresis, TGGE; temporal temperature gradient (gel)
electrophoresis, TTGE) (Torsvik in sod., 1996; Muyzer in Smalla, 1998; Muyzer, 1999;
Gelsomino in Cacco, 2006) je zmanjSanje elektroforetske mobilnosti delno denaturirane
dvoverizne DNK v poliakrilamidnem gelu. Do delne denaturacije pride, ker je dvoverizna
DNK izpostavljena pritisku zaradi linearnega narascanja gradienta kemijskega denaturanta
(meSanica uree in formamida; DGGE) ali temperature (TGGE) v gelu oziroma nara$¢anju
temperature elektroforetskega pufra med potekom elektroforeze (TTGE). V preucevanju
genetske pestrosti in dinamike mikrobnih zdruzb se DGGE in izvedenke uporabljajo za
locevanje genov za 16S rRNK po namnoZevanju direktno izolirane okoljske DNK z

ustreznimi zacetnimi oligonukleotidi.

Restrikcijska analiza pomnozene 16S rDNK (angl. amplified ribosomal DNA restriction
analysis, ARDRA) je ena izmed tipizacijskih tehnik, ki temeljijo na izdelavi in primerjanju
profilov dolzin restrikcijskih fragmentov, nastalih po rezanju z eno ali vec restrikcijskimi
endonukleazami tipa II v PCR pomnozenega odseka ali celotne dolzine gena za 16S rRNK.
Metoda je uporabna tako pri izdelavi prstnega odtisa zdruzbe v okoljskem vzorcu kot tudi pri
(presejalni) karakterizaciji in primerjavi neznanih izolatov. Slednje lahko na podlagi

podobnosti ARDRA-profilov zdruzujemo v skupine, iz katerih izberemo predstavnike za
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sekvenciranje 16S rDNK, sekvence pa primerjamo z deponiranimi sekvencami gojenih sevov

ali okoljskih klonov.

Ce pri PCR-pomnozevanju 16S rDNK fluorescentno ozna¢imo zadetni oligonukleotid na 5°
strani taréne sekvence, pomnozek pa razrezemo (obicajno z restriktazo s tetranukleotidnim
restrikcijskim mestom) in fragmente lo¢imo s kapilarno elektroforezo ali sekvenatorjem,
dobimo profil dolZin terminalnih restrikcijskih fragmentov. Metoda se na kratko imenuje
T-RFLP (angl. terminal restriction fragment length polymorphism) in je bolj kot za tipizacijo
Cistih kultur izolatov primerna za primerjalno preucevanje pestrosti in dinamike mikrobnih
zdruzb. Spletna stran RDP II omogoca simulacijo analize s T-RFLP (TAP T-RFLP) na
deponiranih sekvencah 16S rRNK (Marsh in sod., 2000).

Reeves in sod. (1995) so ocenjevali tri pristope za filogenetsko karakterizacijo aerobnih,
kemoorganotrofnih bakterijskih izolatov iz okolij pod povr§jem Zemlje. Namen je bil najti
najboljso metodo za predpresejalno testiranje (angl. prescreening) velikega Stevila izolatov, da
bi izbrali predstavnike za kasnejSe poglobljene analize (sekvenciranje). Najuporabnejse
rezultate v smislu pravilnega prepoznavanja istovetnih ali bliznje sorodnih izolatov je dala
sekvencna analiza ~350 bp dolgih segmentov PCR-pomnozkov, dobljenih z uporabo
sirokospecificnih zacetnih oligonukleotidov. Restrikcijska analiza genomske DNK s Stirimi
razlicnimi restriktazami (v loCenih reakcijah) ter morfolosko-fizioloSko testiranje sta se

izkazala kot manj uspesna.

2.3 MIKROBIOLOSKE RAZISKAVE SEDIMENTOV V SLOVENSKEM PROSTORU

Poznavanje sedimentnih, posebno sladkovodnih, ekosistemov slovenskega prostora z
mikrobnotaksonomskega vidika je pomanjkljivo. Raziskav sladkovodnih sedimentov pogosto
ne zene potreba po spoznavanju nedotaknjenih (neperturbiranih) ekosistemov, marvec
spoznanje, da se v sedimentih akumulirajo in pretvarjajo za ¢lovekovo zdravje potencialno

nevarni polutanti (Hines in sod., 2001) ali pa se spros¢ajo t.i. toplogredni plini, npr. metan
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(Lojen in sod., 1999).

Vec raziskav je bilo opravljenih na morskih sedimentih (Hines in sod., 1997; Kemp in sod.,
1999), toda kot nam je znano, so se osredotocile na geokemijske parametre, biogeokemijske
procese ter ugotavljanje mikrobne metabolne aktivnosti v sedimentih in njenega vpliva na
bentosko floro in favno in ne na strukturo zdruzbe ali povezavo strukture z aktivnostjo, s

katero postavimo ugotavljanje funkcije ekosistema v perspektivo.

Banjac (2003) je z molekularnimi metodami primerjal bakterijske populacije v sedimentih treh
visokogorskih jezer (Peto in Sesto Triglavsko jezero, Crno jezero). Uporabil je t.i.
rRNK-pristop (angl. rRNA approach) (Amann in sod., 1995): neposredno iz okoljskega vzorca
je izoliral celokupno mikrobno DNK in v verizni reakciji s polimerazo (PCR) pomnozil gene
za 16S rRNK. Zacetni oligonukleotidi so bili univerzalni bakterijski (fD1, Eub338f, 522f,
1392r), specifiéni za razred alfaproteobakterij (Alphaproteobacteria) (AlphalBr-CyS5) ali
skupino Cytophaga-Flexibacter-Flavobacterium (CFBcf). Mesanice pomnozkov je razrezal z
restriktazo Haelll (GG/CC) in medsebojno primerjal restrikcijske profile vzorcev. Ugotovil je
precejSnjo podobnost bakterijskih populacij med vzorci iz istega jezera; vecjo podobnost med
populacijami znotraj kot pa med jezeri in odstopanje restrikcijskega profila vzorca iz blizine
planinske koce, kar nakazuje obcutljivost in odzivnost odmaknjenih, oligotrofnih
visokogorskih jezer. Ne omenja, ali je preveril nastanek morebitnih himernih sekvenc, za
katere se verjetnost nastanka povecuje z naras¢anjem fragmentiranosti izolirane okoljske DNK
(Gray in Herwig, 1996); Se vedno tudi ostaja neznano, katerim mikrobnim skupinam

»pripadajo« profili dolzin fragmentov 16S rDNK.
2.3.1 Kaoseski bajer
Koseski bajer (Sliki 2 in 3), tudi Martinek bajer, je opusceni glinokop v Ljubljani, ki ga je

pred priblizno 40 leti zalila voda. PovrSina bajerja je 3,8 ha. Edini vtok je na jugozahodnem

delu bajerja, sprejema pa tudi povrSinske vode s SirSega obmocja. Bajerska voda se izteka na
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zahodnem delu v potok Przanec in levi pritok Glins¢ice. Povirje Przanca so zahodni obronki
Sisenskega hriba oziroma $irSe obmoé&je Mosteca. Korito Przanca je naravno, plitvo vrezano v
podlago iz glinovcev in preperelega povrSinskega sloja. Erozijski procesi so zmerni in
enakomerno porazdeljeni vzdolz potoka nad Vecno potjo. Bajer se nahaja na prehodu iz
dolinskega v ravninski del, tok Przanca pa zvezno prehaja iz povirnega dela v dolino

(Krivograd Klemencic, 2001; Firbas, 2001).

Slika 2: Koseski bajer (Koseski bajer, 2006)

Slika 3: Lokacija Koseskega bajerja (Thaler, 2006)
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Minimalne in srednje letne dotoke v Koseski bajer so, z upoStevanjem velikosti prispevnega
obmocja, doloc¢ili z merjenjem pretokov Glins¢ice na Vodomerni postaji Hidrometeoroloskega
zavode (HMZ) Rozna dolina. Prispevna povriina Koseskega bajerja je 1,01 km?. Srednji letni
pretok je 0,023 m%/s, srednji nizki pretok je 0,001 m’/s, minimalni pretok pa 0,000 m®/s
(Krivograd Klemenci¢, 2001).

Brezine bajerja so zemljate, na vzhodnem delu delno tlakovane. Bregovi so porasceni z
lesnimi rastlinami: vrbo (Salix sp. Skvort.), ¢rno jelSo (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.), rde¢im
drenom (Cornus sanguinea L.), ¢rnim bezgom (Sambucus nigra L.), dobom (Quercus robur
L.), belim javorjem (Acer pseudoplatanus L.), ostrolistnim javorjem (Acer platanoides L.),
topolom (Populus sp. L.). Litoral je peS¢en in zamuljen, voda kalna. Posamezni deli so
porasceni z trstom (trsti¢jem?) (Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud.) in rogozom
(Typha sp. L.) (Krivograd Klemenc¢i¢, 2001).

Krivograd Klemenci¢ (2001, 2002) je v letih 1998-2001 raziskovala taksonomsko pripadnost v
vrstni sestavi in razSirjenost planktonskih in perifitonskih (za definicije glej Krivograd
Klemenci¢, 2001 in citirane vire) alg posebnih okolij v Sloveniji. Vzor¢ila je sladkovodne
(evtrofna jezera - KoseSki bajer, Sotelsko jezero; visoka barja; slapovi; izviri), braki¢ne (izliv
reke Dragonje, priobalno jezero v Fiesi) in kopenske (hipertrofna okolja — rastlinska cistilna
naprava, gnojevka; skale, zidovi, jame) ekosisteme. Raziskava je zajela tudi cianobakterije, ki
so bile za potrebe dela uvrs€ene v  enotno  skupino  Cyanophyceae
(Cyanophyta = Cyanobacteria, Prokaryota). Iz Koseskega bajerja je vzela 5 vzorcev v mesecih
avgustu (1998, 1999), maju (1999), oktobru (1999) in februarju (2000). Temperaturo,
elektroprevodnost, pH, koncentracijo kisika in nasi¢enost s kisikom je izmerila med
vzoréenjem avgusta in oktobra 1999 ter februarja 2000. V vseh planktonskih in perifitonskih
vzorcih je skupno ugotovila 169 taksonov/vrst. Predhodno poimenovanih in v sistem
uvrscenih cianobakterijskih predstavnikov je bilo 26 (15,38 %) in so bili umesceni v rodove
Anabaena, Aphanothece, Calothrix, Gloeocapsa, Gomphosphaeria, Lyngbya, Merismopedia,

Microcystis, Oscillatoria, Phormidium, Spirulina in Synechocystis.
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2.3.2 TrzaSki in Piranski zaliv

Trzaski zaliv je severovzhodni del Severnega Jadranskega morja, v katerega se na zahodu
izliva reka Pad, na jugovzhodu Dragonja in Rizana, na severozahodu pa Soca in Timav.
Povriina Trzadkega zaliva je 480 m?, povpre¢ne globina je okoli 20 m, maksimalna pa okoli
25 m. Slanost se giblje med 33 in 38,5 %o0. Letne temperature na dnu so med 8 in 22°C, z
minimumom marca (zgodaj spomladi) in maksimumom septembra in oktobra (zgodaj jeseni)

(Kemp in sod., 1999).

Hines in sod. (1997) so med oktobrom 1992 in septembrom 1993 spremljali razgradnjo
organske snovi v povrSinskih sedimentih Trzaskega zaliva, kjer lahko pozno poleti pride do
pomanjkanja kisika na dnu zaradi nastanka gradienta gostote morske vode in locitve slabSe
premesSanega bentosa/sedimentov od bolje premesanih in oksigeniranih povrSinskih slojev.
Koncentracija kisika v bentoski vodi in posledi¢no globina, do katere prodre v sediment,
vpliva(ta) na pot in produkte razgradnje sedimentne organske snovi, skupaj s slednjim pa na

aktivnost bentoSke makrofavne.

Ugotovili so, da sta v sedimentih Piranskega zaliva v hipoksi¢nih, predvsem pa v anoksi¢nih
pogojih pomembna terminalna akceptorja elektronov Fe’” in Mn*", zaradi visoke koncentracije
pa $e posebno SO4>. V odsotnosti kisika, ki edini lahko reoksidira Fe*" in Mn?*, postane
poglavitni terminalni akceptor elektronov SO,”". Ta se reducira do elementarnega Zvepla, ki se
lahko kopic¢i znotrajcelicno ali sulfida, ki se izlo¢i v okolje. Bentoska makrofavna je tako
poleg neugodnih vplivov pomanjkanja kisika izpostavljena Se toksi¢nim vplivom zaradi

kopicenja sulfida.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VZORCENJE IN OBDELAVA VZORCEV

3.1.1 Sladkovodni sediment

Koseski bajer smo 26. oktobra 2005 vzor¢ili na petih lokacijah, ki so prikazane na Sliki 4. Na
vsaki lokaciji smo s plasti¢nim korerjem (angl. corer) (dolzina 1 m, notranji premer priblizno
5 cm) odvzeli po eno sredico in takoj po odvzemu korer na obeh koncih zaprli s ¢epoma iz

butilne gume. Do obdelave so bili korerji s sredicami shranjeni v $katli in niso bili hlajeni. Na

vsaki lokaciji smo izmerili tudi temperaturo in pH.
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Slika 4: Vzorcevalne lokacije v Koseskem bajerju (BRUTO Landscape Architecture & Design,
2000)

3.1.2 Morski sediment

Vzorcili smo 26. oktobra 2004 na treh lokacijah, ki so prikazane na Sliki 5. Na prvi lokaciji je

domacin v sterilizirane steklene kozarce zajel blato z dna Strunjanskega potoka v Strunjanskih
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solinah blizu zaliva Sv. Duha. Na drugi lokaciji smo v plitvini ob betonskem pomolu v
turisticnem delu Strunjanskega zaliva zajeli material z dna. Tretja lokacija je bila postaja
00OMA (geografska pozicija: 45°3020" in 13°34'20") Morske bioloske postaje (MBP) Piran,
1500 m od obale. Dno je 16 m pod gladino. Sediment je sestavljen iz glinenih in pes¢enih
delcev velikosti <50 um in 50-100 um (Ogorelec in sod., 1991). Sodelavci MBP Piran so z
gravitacijskimi korerji (prozorni; dolzina 50 cm, notranji premer 4,2 cm, debelina 4 mm; Cepi
iz butilne gume) za vzorCenje sedimenta s plovila (Slika 6) (MBP Piran, 2006) z ladje BP
PI800 SAGITA odvzeli 3 sredice. Material smo po odvzemu skupaj s hladilnimi plos¢ami
hranili v Skatlah, do obdelave pa pri 4°C.

Om =0 500 750 1000

Slika 5: Obmocje vzorcenja za pridobitev morskih sedimentnih vzorcev

Slika 6. Gravitacijski korer za vzorCenje sedimenta s plovila (Morska bioloska postaja Piran, 2006)
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3.2 IZOLACIJA IN GOJENJE CISTIH KULTUR

3.2.1 Sladkovodni sediment

Za izolacijo mikroorganizmov iz sedimenta KoseSkega bajerja smo uporabili aerobna
agarizirana gojiS¢a po Lurii in Bertaniju (LB), minimalno gojis¢e s solmi M9 in glukozo

(M9+Glc). Sestava in priprava gojisc¢ sta prikazani v podpoglavju 3.9.1.

Iz vsake sredice smo odrezali eno rezino 1 cm pod povrsino sedimenta, iz sredice 1 pa tudi
5 cm in 10 cm pod povrsino sedimenta. Do pet gramov materiala iz vsake rezine smo prenesli
v sterilne 50-mililitrske plastiéne centrifugirke (TPP, Svica) in ga resuspendirali v 33 ml
sterilne fizioloske raztopine. Centrifugirke smo sonicirali (soni¢na kopel Sonis, Iskra,
Slovenija) 5 min ter pustili, da se grobi delci posedejo. Desetisko redéitveno vrsto (do 107
smo pripravili tako, da smo 0,5 ml predhodne red¢itve prenesli v 4,5 ml fizioloske raztopine,
prvi inokulum pa je bila suspenzija nad usedlino. 100 ul vsake red¢itve smo razmazali na
plosce LB ali M9+Glc (glej 3.9.1) v petrijevkah (15-20 ml gojisca). Plos¢e smo inkubirali v
temi v aerobnih pogojih pri sobni temperaturi ter jih pregledovali vsakih 7 dni. Poljubno
izbrane, makromorfolosko zanimive zrasle kolonije smo popisali in precepili na istovrstno

gojisce.

Makromorfolosko Cistost smo preverjali s pregledovanjem ploS¢ in medsebojnim
primerjanjem kolonij. Mikromorfolosko ¢istost smo preverjali z barvanjem po Gramu ter
opazovanjem pod svetlobnim mikroskopom (Olympus CH-2). Ciste kulture smo shranjevali s

subkultiviranjem in jih precepljali na 14-30 dni.

3.2.2 Morski sediment

Za izolacijo mikroorganizmov iz morskih sedimentov smo uporabili Sest razlicnih oligotrofnih

cov v
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na modificiranem gojis¢u z umetno morsko vodo (ASW, angl. artificial seawater) (Kopke in
sod., 2005). V dveh primerih smo osnovnemu gojis¢u pred sterilizacijo dodali 0,2 g/l glukoze
(SW+Glc in ASW+Glc), v dveh pa 0,2 g/l kazeina (SW+Kaz in ASW+Kaz). Sestava izvirnih
in modificiranih gojis¢, ki so temeljila na umetni morski vodi (ASW, ASW+Kaz, ASW+Glc),

ter gojisc, ki so temeljila na morski vodi, je prikazana v podpoglavju 3.9.

Iz blata, materiala z dna in sredic smo vzorce odvzeli v aerobnih razmerah pri sobni
temperaturi. Vzorce smo pripravili tako, da smo v sterilno plasti¢no centrifugirko (15 ml;
sterilizirane z y-zarki; TPP, Svica) asepti¢no prenesli med 7,00 g in 11,00 g materiala, dodali
5 ml z avtoklaviranjem (121°C, 1,1 bar, 15 min) sterilizirane morske vode (SW; odvzeta v
10-litrsko plasticno (PEHD) posodo v Fazani, 22. oktobra 2004), premesSali na meSalu in
pustili, da se grobi delci samodejno posedejo. Preglednica prikazuje maso materiala pri
posameznem vzorcu. Za gojenje mikroorganizmov smo uporabili suspenzijo in posedeni
material. Za desetisko redgitveno vrsto (do 10°) smo 1 ml suspenzije nad posedenim
materialom prenesli v 9 ml SW. Za vi§jo redcitev smo 1 ml predhodne red¢itve prenesli v 9 ml

SW in premesali na mesSalu.

Preglednica 3: Koli¢ina materiala, uporabljena pri pripravi vzorcev

Vzorec Masa [g]

V1 10,00
V2 9,49
V3 10,48
V4 8,31
V5 7,15
Veé 7,17

V1...blato z dna Strunjanskega potoka; V2...material z dna ob Strunjanskem pomolu; V3...zgornji sloj sredice 1;

V4...srednji sloj sredice 1; V5...spodnji sloj sredice 1; V6...zgornji sloj sredice 2

Na agarizirana gojiS¢a v petrijevkah (15-20 ml gojis¢a) smo nacepili 100 pl suspenzije, vsake
stopnje v redCitveni vrsti ali posedenega materiala. Plos¢e smo inkubirali v temi, pri sobni

temperaturi, v aerobnih pogojih in jih pregledovali vsakih 7 dni. Kolonije smo precepili na
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istovrstna gojis€a; izbrane kolonije so kazale agaroliticno aktivnost, bile makromorfoloSko

zanimive ali oboje. Kulture smo precepljali na 21-45 dni.

33 FENOTIPSKI TESTI

3.3.1 Makromorfoloski opis

Opazovali smo obliko, rob, povrsino, profil, teksturo in pigmentiranost kolonije ter izmerili

premer.

3.3.2 Barvanje po Gramu

PosuSen in nad plamenom plinskega gorilnika fiksiran razmaz kulture smo 1 min barvali
kristalno vijolicnim. Barvilo smo sprali z rahlim curkom vodovodne vode. Preparat smo prelili
z lugolom, odlili in ponovno prelili z lugolom. Pustili smo 1 min, sprali z rahlim curkom
vodovodne vode in nato z meSanico etanola in acetona. Po ponovnem spiranju z vodovodno
vodo smo preparat odcedili in prelili s safraninom. Barvali smo 1 min, nato sprali z
vodovodno vodo in posusili. Preparat smo opazovali pod svetlobnim mikroskopom pri

1000-kratni povecavi (imerzijski objektiv).

3.3.3 Barvanje endospor po Schaeffer in Fultonu (Shaeffer in Fulton, 1933; Mormak in
Cassida, 1985)

Posusen in nad plamenom plinskega gorilnika fiksiran razmaz kulture smo prelili z
malahitzelenim in 1 min segrevali nad plamenom svece, da je barvilo pocasi izhlapevalo. Nato
smo preparat temeljito sprali pod rahlim curkom vodovodne vode in odcedili. Sledilo je 30-
sekundno barvanje s safraninom. Nato smo preparat sprali z vodovodno vodo in posusili.
Preparat smo opazovali pod svetlobnim mikroskopom pri 1000-kratni povecavi (imerzijski

objektiv).
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3.3.4 Test s 3-odstotnim kalijevim hidroksidom (KOH)

Objektno steklo (76 mm x 26 mm x 1 mm; Marienfeld, Nemcija) smo trikrat hitro potegnili
skozi plamen plinskega gorilnika. Ko se je ohladilo, smo na sredino stekelca kanili kapljico 3-
odstotne vodne raztopine KOH in vanjo s sterilno plasti¢cno cepilno zanko (1 pl; Brand)
vmesali asepticno odvzeto kulturo s plosce. Med rahlim meSanjem smo opazovali spremembo
viskoznosti suspenzije. Ce nismo zaznali sprememb, smo test zakljuéili po 30 s (Buck (1982)
priporoca 60 s). Kot negativno kontrolo smo uporabili sterilno plasticno cepilno zanko brez

mikrobne kulture.

3.3.5 Katalazni test

V vdolbino sterilne mikrotitrske plos¢e (812, 330 pl; PS; sterilizirane z y-zarki, Brand) smo
kanili 20 pl vodikovega peroksida (H,O,; Merck) in s sterilno plasti¢no cepilno zanko dodali
mikrobno kulturo s plos¢e. Pazili smo, da se pri prenasanju kulture nismo dotaknili gojisca.
Opazovali smo pojavljanje mehur¢kov v suspenziji mikrobne kulture v H,O,. Kot negativno

kontrolo smo uporabili sterilno plasti¢no cepilno zanko brez mikrobne kulture.

34 IZOLACIJA DNK Z METODO PO AUSUBLU

IzhodiS¢ni material je bila kultura, ki je zrasla na trdnem gojiS¢u. Kulturo smo s sterilno
plasti¢no cepilno zanko postrgali s plosce in resuspendirali v 567 pul pufra TE (pH 8.0). Dodali
smo 3 pl proteinaze K in 30 pl 10 % SDS. Po enourni inkubaciji v vodni kopeli pri 37°C smo
najprej dodali 100 pl 5 M NaCl in nato 80 ul CTAB/NaCl, ogretega na 65 °C. Po desetminutni
inkubaciji pri 65 °C smo dodali 780 pl kloroforma (Merck) in centrifugirali 5 min pri 12000xg
in sobni temperaturi. Vodno fazo smo prenesli v svezo mikrocentrifugirko in hkrati izmerili
njen volumen. Dodali smo enako prostornino meSanice fenol:kloroform:izoamilalkohol (FKI)
(Sigma Aldrich) v razmerju 24:25:1 (v/v/v) ter zaprto mikrocentrifugirko nekajkrat nezno

obrnili. Po ponovnem centrifugiranju (12000xg, 5 min, sobna temperatura) smo supernatant
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ob hkratnem izmerjenju volumna (Vy,) prenesli v drugo mikrocentrifugirko in dodali 0,6V,
hladnega (4°C) 2-propanola (Merck). Mikrocentrifugirko smo nekajkrat nezno obrnili. Po
centrifugiranju (14000 g, 10 min, 4°C) in odstranitvi supernatanta smo usedlino dvakrat
ocistili s 500 pl ledenomrzlega 70-odstotnega EtOH (Merck) in enkrat s 500 pl ledenomrzlega
absolutnega EtOH (Merck). Ves absolutni EtOH smo odstranili, usedlino osusili in
resuspendirali v 50 ul 1 mM Tris (pH 8,0). Izolirano DNK smo do nadaljne uporabe shranili

pri -20 °C. Uspesnost izolacije smo preverili s horizontalno agarozno gelsko elektroforezo.

3.5 POMNOZEVANIE 16S rDNK V VERIZNI REAKCIJI S POLIMERAZO (PCR)

Reakcijske meSanice smo pripravili v 200-mikrolitrskih mikrocentrifugirkah (Brand).
Posamezna reakcijska meSanica je vsebovala 2mM MgCl,; 0,2 mM vsakega od
deoksiribonukleotidov; 1x PCR-pufer (Fermentas Life Sciences); 0,25 uM zacetnega
oligonukleotida v 3' smeri kodirajoce verige (fD1 ali eub338; Microsynth) in 0,25 uM
zaCetnega oligonukleotida v 5' smeri kodirajoce verige (1392r ali 1401r; Microsynth);
0,03 U/ul rekombinantne DNK-polimeraze iz Thermus aquaticus (TaqPol) (5 U/ul; Fermentas
Life Sciences), 1 pl matricne DNK v 1 mM Tris (pH 8,0) ter 12,28 ul vode Sigma H,O
(Sigma Aldrich). Podatki o zacetnih oligonukleotidih so prikazani v Preglednici 4.
Pomnozevanje je potekalo v sistemih za toplotno pomnozevanje (nukleinskih kislin)
MyCycler thermal cycler (BioRad Laboratories, Hercule, ZDA). Program PCR je prikazan v
Preglednici 5. Prisotnost produkta smo ugotavljali z agarozno gelsko elektroforezo v

1-odstotnem agaroznem gelu v 0,5x TBE.

3.6 HORIZONTALNA AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA

3.6.1 Agarozna gelska elektroforeza izolirane genomske DNK

Uspesnost izolacije genomske DNK smo preverjali z agarozno gelsko elektroforezo v

0,8-odstotnih minigelih. 0,32 g agaroze (SeaKem® LE Agarose, Cambrex BioScience,
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Preglednica 4: Uporabljeni zacetni oligonukleotidi

. 1 . VR . . s s Dolzina Taréno zaporedje ceex .
Tip ZO Sistemati¢no ime Druga poimenovanja Zaporedje (5'—3") nt] (E. coli 168 rRNA) Specifi¢nost Vir
S-D-Bact-0008-a-A-20 fD1, Bact0011-f, 8f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 8..27 Bacteria’ ~ Weisburg in sod., 1991; Ben-Amor in
F sod., 2005; Tamaki in sod., 2005
S-D-Bact-0338-a-A-18 Eub338f GCTGCCTCCCGTAGGAGT 18 338...355 Bacteria Amman in sod., 1995
S-*-Univ-1392-a/b-A-15 1392r, RU ACGGGCGGTGTGT(A/G)C 15 1392...1406 Univerzalni ~ Matsuki in sod., 2002
. Niibel in sod., 1996* Zhu in sod.,
S-D-Bact-1401-a-A-17 1401r GCGTGTGTACAAGACCC 17 1401...1417 Bacteria 2002: Ben-Amor in sod., 2005

'Z0...zaetni oligonukleotid
F...zacetni oligonukleotid v smeri 5'-3' kodirajo¢e verige

R...zacetni oligonukleotid v smeri 3'-5' kodirajoce verige
*Sistemati¢no ime prirejeno po Wheeler Alm in sod., 1996
3Gich in sod. (2005) kot taréno skupino za 8f (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') navajajo Planctomyces
*Niibel in sod. (1996) so v izvirniku uporabili R-1401 (5-CGGTGTGTACAAGACCC-3")

Preglednica 5: Program PCR

Oznaka T[°C] t[min] St. ciklov
Predcikel - HotStart 95 3,0 1
‘Denaturacija 95 | 05
Prileganje ZO' 56 0,5 25

Podaljsevanje 72 15
Post 72 120 T
Vzdizevanje 4 e T

Pri izolatih SWG 1 in SWK 15 je poteklo 35 ciklov denaturacije, prileganja zacetnih oligonukleotidov in podaljSevanja.
'Z0... za&etni oligonukleotid(i)

*Podaljiana polimerizacija
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Rockland, Inc., Rockland, Maine, ZDA) smo s segrevanjem v mikrovalovni pecici (800 W;
Sharp) raztopili v 40 ml 0,5x Tris-boratnega pufra (0,5x TBE) in vlili v vpet nosilec za gel z
vstavljenim glavnikom. Ko se je agarozna meSanica pri sobni temperaturi ohladila in
polimerizirala, smo glavnik odstranili, gel pa prestavili v banjico (MiniSub® Cell GT, BioRad
Laboratories, Hercule, ZDA) z elektroforetskim pufrom (0,5x TBE). MeSanico vzorca in
nanaSalnega pufra (0,25 % bromofenolmodro v 40 % vodni raztopini saharoze) v razmerju 1:6
smo vnesli v jamice gela. Ob vzorcih smo na vsak gel nanesli velikostni standard, t.j. 1 kb
lestvico (10000 bp, 8000 bp, 6000 bp, 5000 bp, 4500 bp, 4000 bp, 3500 bp, 3000 bp, 2500 bp,
2000 bp, 1500 bp, 1000 bp, 750 bp, 500 bp in 250 bp; Fermentas Life Sciences). Elektoforeza
je tekla 60 min pri napetosti 5 V/ecm in toku 400 mA, v anodni smeri. Oznac¢evanje DNK v
gelu po elektroforezi je potekalo v raztopini etidijevega bromida (EtBr) v destilirani vodi.
Barvanje je trajalo 5-15 min, razbarvanje v destilirani vodi pa dvakrat dlje. Po barvanju z EtBr
smo DNK v gelu odkrivali z vzbujanjem pri valovni dolZini 254 nm in sliko dokumentirali s
sistemom GelDoc (BioRad Laboratories, Hercule, ZDA). Fotografije smo obdelali s
programoma Molecular Analyst Software (BioRad Laboratories, Hercule, ZDA) in Microsoft

PhotoEditor.

3.6.2 Agarozna gelska elektroforeza produktov verizne reakcije s polimerazo

Prisotnost, velikost in koli¢ino produkta verizne reakcije s polimerazo smo ugotavljali z
agarozno gelsko elektroforezo v 1-odstotnem agaroznem gelu v 0,5x TBE. Za pripravo gela
smo uporabili 1,0 g agaroze (SeaKem” LE Agarose, Cambrex Bio Science Rockland, Inc.,
Rockland, Maine, ZDA) in 100 ml 0,5x Tris-boratnega pufra (0,5x TBE). Nadaljnji potek je
bil enak, kot je opisan v 3.6.1.
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3.7  VIRTUALNI PCR IN VIRTUALNA RESTRIKCIJSKA ANALIZA

3.7.1 Nabor zaporedij

770 sekvenc genov za 16S rRNK smo nalozili v obliki dveh datotek v formatih FASTA (.fa)
in GenBank (.gen) s spletne strani Ribosomal Database Project II, Release 9 (Cole in sod.,
2005) (RDP I1.9). Nabor sekvenc je bil rezultat iskanja z iskalnim nizom freshwater sediment
in orodjem Hierarchy Browser v zbirki sekvenc 16S rDNK, daljsih in krajsih od 1200 bp,
tipskih in netipskih ter gojenih in negojenih mikrobnih sevov, prikazanih v obliki hierarhi¢ne
razporeditve, kot jo predlaga Bergeyev priroCnik za sistematsko bakteriologijo. Iskanje je
zajelo sekvence, ki so bile v bazi podatkov 10. aprila 2006; na ta dan je baza obsegala 84155
sekvenc. Iskanje z enakim iskalnim nizom in iskalnimi parametri (krajSe in daljse od 1200 bp,
tipski in netipski sevi, gojeni in negojeni sevi, hierarhi¢na razporeditev po Bergeyevem
priro¢niku za sistematsko bakteriologijo) 20. avgusta 2006 (baza je obsegala 253813 sekvenc,
nazadnje je bila posodobljena 28. julija 2006) je vrnila 791 zadetkov, vseh iz domene Bacteria

(kot je uporabljena v kontekstu strani RDP 11 9.41).
3.7.2  Virtualni PCR in obdelava zaporedij za virtualno restrikcijsko analizo
Za iskanje domnevnih PCR-produktov (in silico PCR, virtualni PCR, itn.) smo uporabili

program FastPCR (Kalendar, 2006). Par zacetnih oligonukleotidov sta sestavljali zapored;ji
fD1 in 1401r (Preglednica 4). V zadnjih 7 nukleotidih (nt) na 3'-koncu smo dopustili 2

neujemanji (mozen razpon: 0...5 nt), prag (angl. local alignment similarity) je bil 80 %
(mozen razpon 55...100 %). Analizo smo omejili na par zacetnih oligonukleotidov (angl.
restrict analysis to F/R primer pairs). Rezultati so bili podani v obliki besedilne datoteke;

primeri izpisov rezultatov so na Sliki 7.
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New Sequence

>s000435985 achromatium oxaliferum (t); purified from freshwater sediment, rydal, cumbria, uk; 5; 142543

>olig1f
5'-agagtttgatcctggctcag

>

Find at site: 5'-agagtttgatcctggctcag

Position: 1->21
agagtttgatcctggctcag->
(HAATART
agagtttgatcctggctcag
Tm dimer=59,3°C Similarity=100%
>olig1r
5'-gcgtgtgtacaagaccc
Find at site: 5'-gggccttgtacacaccg
Position: 1368 <= 1388
<=cccagaacatgtgtgcg
(1T

cccggaacatgtgtgge

Tm dimer=40,1°C Similarity=82%
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In silico PCR (PCR product prediction) for: >s000435985 achromatium oxaliferum (t); purified from freshwater

sediment, rydal, cumbria, uk; 5; 142543

>olig1f_1->21 Tm dimer=59,3°C Similarity=100%
5'-agagtttgatcctggctcag

>olig1r_1386<= 1388 Tm dimer=40,1°C Similarity=82%
5'-gcgtgtgtacaagaccc

PCR product size: 1385bp

Slika 7: Izpis rezultatov iskanja domnevnih PCR-pomnozkov pri danih zaporedjih nukleinskih kislin in para

zaCetnih oligonukleotidov (oliglf...fD1, oliglr...1401r) z virtualnim PCR v programu FastPCR (Kalendar,

2006).

Sekvenca ima taréno zaporedje za oba zaletna oligonukleotida. Med reverznim zacetnim

oligonukleotidom in njegovim tar¢ni zaporedjem so 3 neujemanja. Domnevni pomnozek je dolg 1385 bp.

Pred virtualno restrikcijsko analizo smo sekvence obdelali:

Sekvence brez tar¢nih zaporedij smo izlocili

Sekvence s tar¢nim zaporedjem za zacetni oligonukleotid v 3' smeri kodirajoce verige
so ostala nespremenjena, ¢e je bil prvi nukleotid na 5'-koncu tarénega zaporedja tudi
prvi nukleotid celotne sekvence (Slika 7) ali ¢e je bilo tar¢no zaporedje na 5'-koncu
krajSe od zacetnega oligonukleotida

Sekvence s tar¢nim zaporedjem za zacetni oligonukleotid zaetni oligonukleotid v 3'
smeri kodirajoCe verige smo skrajsali za ustrezno Stevilo nukleotidov na 5'-koncu, ¢e
prvi nukleotid na 5'-koncu tarénega zaporedja ni bil tudi prvi nukleotid celotne
sekvence

Sekvence s tar¢nim zaporedjem za oligonukleotid v 5' smeri kodirajoe verige
(reverzni oligonukleotid) so ostale nespremenjene, e je bil zadnji nukleotid na 3'-
koncu reverznega komplementa reverznega oligonukleotida tudi zadnji nukleotid na 3'-
koncu sekvence

Sekvence s tarénim zaporedjem za reverzni oligonukleotid smo skrajsali za ustrezno

Stevilo nukleotidov na 3'-koncu, ¢e zadnji nukleotid na 3'-koncu reverznega
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3.7.3

komplementa reverznega oligonukleotida ni bil tudi zadnji nukleotid na 3'-koncu
sekvence

Sekvence s tar¢nima zaporedjema za oba zacetna oligonukleotida (Slika 7) smo
spremenili, kot je opisano od druge do Cetrte alineje, da je ostala regija med prvim
nukleotidom na 5'-koncu tar¢nega zaporedja zacetnega oligonukleotida v 3' smeri
tar¢ne verige in zadnjim nukleotidom na 3'-koncu reverznega komplementa reverznega

zacetnega oligonukleotida.

Virtualna restrikcijska analiza

Virtualno restrikcijsko analizo (restrikcije in silico) smo opravili s programom CLC Free

Workbench 2.5.1 (CLC bio A/S, 2006). Znacilnosti uporabljenih restrikcijski encimov so

prikazane v Preglednici 6.

Preglednica 6: Uporabljene restriktaze, organizmi, od koder so bile izolirane, prepoznavna zaporedja in

restrikcijska mesta ter tip koncev, ki nastanejo po restrikciji (W=A, T)

Restrikcijski Prepoznavno zaporedje Mesto
Vir Tip koncev
encim (5'—3") restrikcije
Avall Anabaena variabilis GGWCC GIGWCC 5'-ostri
Haelll Haemophilus aegyptius GGCC GG | CC topi
Hhal Haemophilus haemolyticus GCGC GCGI|C 3’-ostri
Sau3Al Staphylococcus aureus 3A GATC | GATC 5'-ostri

Rezultate restrikcij in silico, podane v obliki tabel, ki prikazujejo S$tevilo in pozicije

restrikcijskih mest za vsak encim pri vseh sekvencah, smo prenesli v skupne preglednice glede

na tip PCR-pomnozka:

fD1, ¢e je imela sekvenca tarcno mesto le za zacetni oligonukleotid v 3' smeri
kodirajoce verige
1401r, Ce je imela sekvenca tarcno mesto le za reverzni zacetni oligonukleotid

fD1/1401r, ¢e je imela sekvenca taréni mesti za oba zacetna oligonukleotida
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Profile restrikcijskih mest posamicnih in silico restrikcij (Avall; Haelll; Hhal; Sau3AI) smo
zdruzevali v profile restrikcijskih mest dvojnih (Avall + Haelll; Avall + Hhal;
Avall + Sau3AlI; Haelll + Hhal; Haelll + Sau3Al; Hhal + Sau3Al), trojnih
(Avall + Haelll + Hhal; Avall + Haelll + Sau3Al; Avall + Hhal + Sau3Al;
Haelll + Hhal + Sau3Al) in ¢etvernih (Avall + Haelll + Hhal + Sau3Al) restrikcij.

Za vsako od kombinacij restriktaz smo ugotovili Stevilo edinstvenih (EP), needinstvenih (NP)
in nic¢elnih profilov (NiP) restrikcijskih mest ter skupno Stevilo razli¢nih profilov restrikcijskih
mest, ki je vsota Stevila EP in NP. Ugotovili smo Stevilo in izracunali odstotek sekvenc med

zadetki, ki imajo tar¢no zaporedje za vsaj enega od obeh zacetnih oligonukleotidov.

3.8 RESTRIKCIJSKA ANALIZA POMNOZENE RIBOSOMSKE DNK (angl. amplified
ribosomal DNA restriction analysis, ARDRA)

3.8.1 Dvojne restrikcije PCR-pomnozkov

Produkte pomnozevanja 16S rDNK s PCR in parom zacetnih oligonukleotidov fD1/1401r
(fD1/1401r-PCR) smo hkrati razrezali z dvema restrikcijskima endonukleazama, BSuRI
(GG/CC; izoshizomera Haelll) in Hhal (GCG/C) (Fermentas Life Sciences, 2006; 10 U/ul)).
Reakcijske meSanice za dvojne restrikcije smo pripravili po priporocilu proizvajalca

(DoubleDigest' ™ Engine, Fermentas Life Sciences, 2006).

Reakcijske mesanice za restrikcije PCR-pomnozkov izolatov iz sladkovodnega oz. morskega
sedimenta smo pripravili v 1,5ml mikrocentrifugirkah (Eppendorf) oz. 200 pul
mikrocentrifugirkah za PCR (Brand). MeSanice smo pripravili tako, da smo zmeSali 12 U
Hhal, 24 U BsuRlI, 3,3 ul 10x Tango® (vse Fermentas Life Sciences), 15 ul neo¢itenega
PCR-produkta in 26,4 ul sterilne MilliQ (MQ) (MilliPore, ZDA) za morske izolate ter 20 pl

neociscenega PCR-produkta in 21,4 pl sterilne MQ za sladkovodne izolate.
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Pokrovéke mikrocentrifugirk smo oblepili z za§¢itnim filmom (Parafilm® M, Structure Probe,
Inc/SPI Supplies, Pennsylvania, ZDA). Restrikcijske meSanice smo inkubirali 3 h v vodni
kopeli pri 37°C. Reakcije smo ustavili z dodatkom 0,966 ul 0,5 M EDTA (kon¢na
koncentracija 10 mM), ki mu je sledila 20-minutna inkubacija pri 80°C (termoblok; CH-100,
Biosan). Pred analizo z Agilent 2100 bioanalyzerjem smo produkte restrikcij ocistili z

etanolno precipitacijo (glej dalje).

3.8.2 Cis¢enje produktov restrikcij z etanolno precipitacijo (Sambrook in Russell, 2001).

Po koncani inkubaciji smo vsaki restrikcijski meSanici dodali 2,05 pl 5 M NaCl, rahlo
premesali s pipetnim nastavkom (Brand) ter kratek cas centrifugirali v namizni centrifugi
(miniSpin plus, Eppendorf) pri sobni temperaturi. Dodali smo dvakratni volumen (102,6 pl)
ledenega absolutnega etanola (Merck) in meSanice/raztopine za 1 h shranili pri
temperaturi -20°C. Nato smo jih 15 min centrifugirali pri 15000 g in temperaturi 2°C (Mikro
200R, Hettich Zentrifugen ). Po centrifugiranju smo supernatant previdno odstranili, preostali
etanol pa pustili izhlapeti pri sobni temperaturi. Osusene pelete smo resuspendirali v 5 pl 1

mM Tris (pH 8,0) in do analize shranili pri -20°C.

3.8.3 Analiza produktov restrikcij z Agilent 2100 bioanalyzerjem

Cipe za loGevanje dsDNK v velikostnem obmodju 25-1000 bp (Agilent DNK 1000 Series II
Kit) smo pripravili po navodilih proizvajalca (Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornija,
ZDA) ter analizirali s sistemom Agilent 2100 bioanalyzer in programom Agilent 2100 expert
(Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornija, ZDA).

3.8.4 Obdelava restrikcijskih profilov

Po analizi s programom Agilent 2100 expert smo podatke o edinstvenih dolzinah restrikcijskih

fragmentov ter izolatov, pri katerih se pojavljajo, vnesli v pravokotno matriko velikosti igxjo. Io
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je Stevilo vrstic oziroma edinstvenih dolzin restrikcijskih fragmentov, jo pa Stevilo stolpcev
oziroma izolatov prvotne matrike. Iz podatkov o dolzini in molarni koncentraciji nekaterih
fragmentov smo posumili na nepopolne restrikcije, meSane vzorce ali kontaminacijo. Prvotno
matriko smo tako s prilagoditvijo izbora izolatov in fragmentov spremenili v matriko velikosti
I1X];. Prisotnost fragmenta dolzine i pri sevu j je bila oznacena z 1, odsotnost pa z 0; podatke
smo torej obravnavali kot kvalitativne. Za obdelavo podatkov s programskim paketom
NTSYS-pc v1.8 (Exeter Software, 1993; Rohlf, 1993) je bila v Excelu izdelana preglednica
pretvorjena v besedilno datoteko, *.txt. Za izris filogenetskega drevesa smo v NTSYS-pc v1.8
(Exeter Software, 1993; Rohlf, 1993) uporabili naslednje zaporedje operacij:

1. Z ukazom OUTPUT smo preverili, ali datotecni format ustreza zahtevam
NTSYS-pc v1.8. Ukaz OUTPUT tudi oblikuje matriko tako, da je primerna za
tiskanje in obdelavo s programi za oblikovanje besedil.

2. Z algoritmom SIMQUAL smo izracunali tri asociacijske koeficiente — preprostega
(simple matching, SM), Jaccardovega (J) in Diceovega (D) (Rohlf, 1993):

SM = (a+d)/(a+b+c+d)
J = d/(b+c+d)
D = 2d/(2d+b+c),

kjer je a Stevilo parov 0-0, b Stevilo parov 0-1, ¢ Stevilo parov 1-0, d Stevilo parov
1-1; m je stevilo “ujeman;” (m = a + d), n pa stevilo “neujeman;j” (N = b + c).

3. SAHN clustering (angl. sequential, agglomerative, hierarchical, nested (clustering
methods); Sneath in Sokal, 1973; cit po Rohlf, 1993) je algoritem, ki v zaporednih
medsebojnih primerjavah parov (i,j) objektov matrike iS¢e in v skupke zdruzuje
najpodobnejSe ter podobnost (oziroma razli¢nost) kvantitativno ovrednoti. Za
zdruzevanje objektov v programu SAHN smo uporabili netehtano aritmeti¢no
sredino parnih skupin (angl. unweighted pair-group method, arithmetic mean,
UPGMA), to je netehtano aritmeti¢no sredino vrednosti uporabljenih asociacijskih
koeficientov (glej zgoraj). Rezultat je bil podan v obliki matrike podobnosti in

fenograma.
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3.9  GOJISCA, RAZTOPINE, PUFRI, ENCIMI

3.9.1 Gojisca

Trdno gojis¢e po Lurii in Bertaniju (LB) smo pripravili po navodilih proizvajalca (Difco)
40 g sestavin v prahu smo raztopili v 11 destilirane vode, med nenehnim meSanjem z
magnetnim meSalom segreli do vretja in sterilizirali z avtoklaviranjem (15 min, 121°C, nadtlak

1,1 bar). Po 15-25 ml gojis¢a smo alikvotirali v sterilne petrijevke.

Za pripravo 11 trdnega minimalnega gojis¢a s solmi M9 in glukozo (M9+Glc) smo posebej
pripravili agarizirano vodo (750 ml destilirane vode in 15 g bakterioloskega agarja (Biolife
S.r.L., Italija), 1 M MgSQOys, 1 M CaCl; in 5x M9 (pripravljeno po navodilih proizvajalca; Difco
Laboratories, ZDA) ter jih sterilizirali z avtoklaviranjem (15 min, 121°C, nadtlak 1,1 bar).
20,0-odstotna (w/v) raztopina glukoze je bila pripravljena tako, da smo raztopili 20,0 g
glukoze (Merck) v destilirani vodi in dopolnili do 100 ml. Raztopino smo filtrsko sterilizirali —
uporabili smo membranski filter s premerom por 0,22 pum (Millex, Millipore, ZDA).
Avtoklavirani vodi z agarjem, ohlajeni na 50°C ali manj, smo najprej dodali 200 ml 5x M9,
nato 2 ml 1 M MgSQOy, 20 ml 20 % Glc, 100 ul 1 M CaCl, in po potrebi dopolnili do 1 1s

sterilizirano destilirano vodo. Po 15-25 ml gojiS¢a smo alikvotirali v sterilne petrijevke.

Sestavo izvirnega osnovnega gojiS¢a, ki temelji na umetni morski vodi, prikazuje
Preglednica 7 na naslednji strani; v opombi pod preglednico so navedene razlike med
izvirnim in modificiranim (ASW) osnovnim gojis¢em, ki smo ga uporabili v tej nalogi. Za
pripravo gojis¢ z glukozo (ASW+GlIc) smo osnovnemu gojiscu pred sterilizacijo dodali 0,2 g/l
glukoze. Za pripravo gojis¢ s kazeinom pa 0,2 g/l kazeina. V vseh primerih smo dodali Se 1,5
ut. % bakterioloskega agarja (Biolife S.r.1, Italija). Sestavine smo raztopili v destilirani vodi

(do 970 ml) in sterilizirali z avtoklaviranjem (121°C, 15 min, nadtlak 1,1 bar). Ohlajenemu



Klemenci¢ N. Fenotipska in genotipska opredelitev bakterijskih izolatov iz morskih in sladkovodnih sedimentov. 38

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

(priblizno 50°C) gojis€u smo dodali filtrsko (0,22 pm; Millex, Millipore, ZDA) steriliziran 1
M NaHCOs; (30 ml/l). Po 15-25 ml gojis¢a smo alikvotirali v petrijevke.

Preglednica 7: Sestava gojis¢, ki so temeljila na umetni morski vodi (ASW)

Sestavina Koncentracija [g/1]
NaCl (Merck) 24,3
MgCl,x6H,0 10,0
CaCl,x2H,0 (Merck) 1,5
KCI1 (Merck) 0,66
Na,SO,4 (Merck) 4,0
KBr" 0,1
H;BO; (Merck) 0,025
SrClx6H,0" 0,040
NH,CI (Kemika) 0,021
KH,PO, (Merck) 0,0054
NaF" 0,003

* Nase gojis¢e ni vsebovalo KBr, StCLx6H,0 in NaF.
Osnova gojisc, ki so temeljila na morski vodi (seawater; SW, SW+Glc, SW+Kaz), je bila z
avtoklaviranjem (121°C, 15 min, nadtlak 1,1 bar) sterilizirana morska voda. Za pripravo gojis¢
z glukozo (SW+Glc) smo morski vodi pred sterilizacijo dodali 0,2 g/l glukoze. Za pripravo
g0jis¢ s kazeinom smo morski vodi pred sterilizacijo dodali 0,2 g/l kazeina. V vseh primerih

smo dodali Se 1,5 ut. % bakterioloskega agarja (Biolife S.r.1., Italija).

3.9.2 Raztopine, pufri, encimi

3.9.2.1 Barvanje po Gramu

Delovna raztopina Kristalvijoli€énega vsebuje 20 ml raztopine A in 80 ml raztopine B.

Raztopina A (10 % (w/v) kristalvijolicno v 95 % (v/v) etanolu): 10 g kristalvijolicnega
(Merck) smo raztopili v 100 ml 95 % (v/v) etanola (Merck)
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Raztopina B (0,01 % (w/v) vodna raztopina amonijevega oksalata): 0,8 g amonijevega
oksalata, (NH4)2(COO), (Riedel de Haén AG, Seelze Hannover) smo raztopili v 80 ml

destilirane vode

Lugol: 5 g I, 10 g KI (oboje Kemika, Zagreb, Hrvaska) ter 100 ml destilirane vode

Etanol/aceton v razmerju 1:9: 10 % (v/v) acetona (Merck), 90 % (v/v) absolutnega etanola
(Merck)
Safranin (Safranin O, Merck): 0,25 % (w/v) v vodi

3.9.2.2 Barvanje endospor po Schaeffer in Fultonu

Malahitno zelenilo (5 % vodna raztopina malahitnega zelenila): 5 g malahitnega zelenila

(Kemika, Zagreb, Hrvaska) smo raztopili v 100 ml destilirane vode, pustili stati 1 h in filtrirali.

3.9.3 KEMIKALIJE IN PUFRI ZA IZOLACIJO DNK

10x Tris EDTA (TE) pH 8,0 (Sambrook in Russell, 2001)

100 mM Tris-ClI (pH 8,0)

10 mM EDTA (etilendiaminotetraocetna kislina) (pH 8,0) (Sigma Aldrich)

1 M Tris-Cl pH 8,0 (Sambrook in Russell, 2001)
121,1 g Tris baze (Tris(hidroksimetil)-aminometan) (Merck)
800 ml H,O

pH uravnamo z dodatkom 42 ml koncentrirane HCI in dopolnimo s H,O do 1000 ml

10 % SDS: 10 % (w/v) natrijev dodecilsulfat v vodi; motna raztopina se zbistri med

inkubacijo pri 37 °C

CTAB/NaCl: 10 % (w/v) heksadeciltrimetilamonijev bromid (Fluka); 0,7 M NaCl
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10 g CTAB
4,09 g NaCl (Merck)

destilirana voda do 100 ml

5M NaCl: 292,9 g NaCl (Merck) smo raztopili v 800 ml destilirane vode, dopolnili do

1000 ml in sterilizirali z avtoklaviranjem

3.94 HORIZONTALNA AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA

0,5% TBE (0,5-kratni Tris-boratni pufer):
100 ml 5x TBE

900 ml destilirane vode

5x TBE

54 g Tris baze (Merck)

27,5 g HsBO; (Merck)

20 ml 0,5 M EDTA (Merck)

destilirana voda do 1000 ml

Nanasalni pufer tip IV (Sambrook in Russell, 2001)
0,25 % (w/v) bromofenolmodro

40 % (w/v) saharoza

Etidijev bromid (EtBr)
Delovno raztopino EtBr (50 pl/500 ml oz. 0,05 ug/500 ml) smo pripravili iz zalozne raztopine
(1pg/ml) in destilirane vode.

3.9.5 KEMIKALIE IN PUFRI, KI SMO JIH UPORABILI V RESTRIKCIJSKI ANALIZI
POMNOZENE RIBOSOMSKE DNK (ARDRA)
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Restrikcijska endonukleaza BSuRI
10 U/ul; shranjena v 10mM Tris-HCl1 (pH 7.5 pri 25°C), 50mM KCI, 1mM DTT,
0.1mM EDTA, 0.2mg/ml BSA in 50% glicerolu; Fermentas Life Sciences, 2006

Restrikcijska endonukleaza Hhal
10 U/ul; shranjena v 10mM Tris-HCI (pH 7,4 pri 25°C), 100mM KCI, ImM DTT, ImM
EDTA, 0.2mg/ml BSA in 50% glicerolu; Fermentas Life Sciences, 2006

10x Buffer TangoTM
33 mM Tris-acetat (pH 7,9 pri 37°C); 10 mM Mg-acetat; 66 mM K-acetat; 0,1 mg/ml BSA;

Fermentas Life Sciences, 2006

0,5M EDTA pH 8,0

179,1 g trinatrijeve soli EDTA (Sigma Aldrich)
Destilirana voda do 1000 ml

4 REZULTATI

4.1 IZOLACIJA IN GOJENJE CISTIH KULTUR

4.1.1 Sladkovodni sediment

Preglednica 8 je seznam aerobnih heterotrofnih izolatov iz sedimentov Koseskega bajerja ter

makromorfoloski opis domnevno ¢istih kultur.

Preglednica 8: Acrobni heterotrofni izolati iz sedimentov Koseskega bajerja ter makromorfoloski opis

domnevno ¢istih kultur (PK...posamicna kolonija). Preglednica 8 se nadaljuje na naslednji strani.

Izolat Gojis¢e  Makromorfoloski opis

1 BD1(22) LB Rumena, nesvetleca, kompaktna, neprosojna, valovit rob

2 BD2(22) LB Rumena, nesvetle¢a, kompaktna, neprosojna,valovit rob
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3 BD3(22) LB Bela/krem, svetleca, neprosojna, plo§cata, nazob¢an rob
4 BD4(22) LB Ploscata, svetleca, rob ni gladek, koncentri¢na rast
5 BO3(22) LB Rumena, svetleca, ploscata, okrogla
6 KIJI(22) LB Rahlo privzdignjena, prosojna, gladek rob, obarvana, PK nepravilne oblike
7 KJ3(22) LB Svetlorumena, neprosojna, okrogla, plosc¢ata, valovit rob
8 KJ4(22) LB Bela, okrogla, svetleca, nitast rob
9 MR1(22) LB Svetloromena, neprosojna, okrogla, privzdignjena, svetleca
10 MR2(22) LB Svetloromena, okrogla, privzdignjena, svetleca
11 MR3(22) LB Rumena, zbita, neprivzdignjena, mazava
12 MR4(22) LB Rumena, gladek rob, privzdignjena, svetleca
13 NSI(22) LB Roznata, svetleca, privzdignjena, gladek rob
14 NS2(22) LB Krem, plosc¢ata, neprosojna, nagubana, nitast/nazob¢an rob
15 OBI(22) LB Krem, z belim poprhom, rumen reverz, trda; vonj po zemlji
16  OB2(22) LB Temnorumena, privzdignjena
17 OB3(22) LB Bela z rumenim reverzom, nesvetleca, ploscata, trda
18 OB4(22) LB Svetlorumena, svetleca, okrogla, privzdignjena
19  OB3(8) LB Krem, ploscata, gladek rob, svetleca
20 OB4(8) LB Rumena, prosojna
21  RTI(22) LB Krem, svetle€a, neprosojna, plos¢ata, nazob¢an rob
22 RT3(22) LB Krem, svetleca, plo$cata, nazob¢an rob
23 RT4(22) LB Roznata, svetleca, privzdignjena, prosojna gladek rob, razlita
24 SK2(22) LB Prosojna, rahlo privzdignjena; PK okrogle ali nepravilne, nazob¢an rob
25  SK3(22) LB Rumena, svetleca, gladeg rob
26 SK4(22) LB Svetlooranzna, svetle¢a, neprosojna, nepravilna oblika
27  VPI1(22) LB Bela, neprosojna, trda, jasno lo¢ene PK
28  VP2(22) LB Rumena, "posusena tempera"
29  VP3(22) LB Krem, svetleca, razlita, valovit rob, rahlo privzdignjena
30 VP4a(22) LB Krem/bela, valovit rob, svetleca, nagubana, plos¢ata
31 VP4b(22) LB Krem, nagubana
32 BOI1(22) M9+Gle  Svetlooranzna, tockasta (drobna)
Izolat Gojis¢e  Makromorfoloski opis
33 BO2(22) M9+Glec  Bela, okrogla, privzdignjena, gladek rob
34 FS1(22) M9+Gle  Krem, tockasta (drobna), prosojna, svetleca, privzdignjena
35 FS2(22) M9+Gle  Bela, svetleca, okrogla, privzdignjena, razlita
36  FS3(22) M9+Gle  Bela, toc¢kasta (drobna)
37 FS4(22) M9+Glc  Roznatooranzna, svetleca, razlita, privzdignjena
38 KPI(15) M9+Glc  Bela, okrogla
39 KP3(15) M9+Gle  Oranzna, kroglasta, svetleca, rahlo razlita, gladek rob
40 KP3(22) M9+Glc  Oranzna, kroglasta, razlita, privzdignjena, gladek rob
41  MMI1(22) M9+Gle  Kremnorumena, sluzasta, razlita, gladek rob, svetleca
42 MM2(22) M9+Gle  Krem, prosojna, valovit rob
43 MM3(22) M9+Glc  Rumena z belim reverzom, svetleca, razlita, sluzasta, gladek rob

4.1.2 Morski sediment
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Preglednica 9 je seznam domnevno cistih kultur aerobnih izolatov iz morskih sedimentov.

Prikazuje tudi vir in makromorfolski opis.

Preglednica 9: Aecrobni izolati iz morskih sedimentov ter blata z dna Strunjanskega potoka (A ...1izolat z

agaroliti¢no aktivnostjo). Preglednica 9 se nadaljuje na naslednji strani.

Izolat Vir Makromorfoloski opis
1 ASWI V4 Bela, okrogla (3 mm), A*
2 ASW2 V3! Bela s piko, okrogla (2 mm)
3 ASW3 V1 Bela, gladka, okrogla (1-2 mm)
4 ASW4 V2 Bela, gladka, okrogla (3 mm)
5 ASW5S V2 Bela, prosojna; 3 mm
6 ASW6 V2 Bela rozeta; 4 mm
7 ASWGI \Z Bela, gladka, okrogla (3 mm)
8 ASWG2 V1 Bela, gladka, okrogla (1 mm)
9 ASWG3 V1 Bela s piko, gladka, okrogla (2 mm)
10 ASWGS V3 Obrobljena, okrogla (4 mm), A
11 ASWKI1 V2 Bela, gladka, okrogla (3 mm)
12 ASWK2 V3 Krem, gladka, okrogla (3 mm), A
13 ASWK4 V3 Svetlo rumena, gladka, okrogla (3 mm)
14 ASWKG6 V4 Okrogla (2 mm), A
15 ASWK7 V1 Rumena, okrogla (2 mm), A
16 ASWKS V3 Temna, okrogla (3 mm), A
17 ASWKO9 V3! Bela z obrobo, okrogla (2 mm), A
18 ASWKI0 \'Al Rumena s piko, okrogla (3 mm)
19 ASWKI2 \Al Zivordeéa, okrogla (1 mm)
20 ASWKI3 \ Roznata (do 2 mm) in bele (3 mm)
21 ASWKI14 V2 Rumena, gladka, okrogla (3 mm)
22 SWI V2 Bela, okrogla (1 mm), A
23 SwW2 V2 Bela, okrogla (1 mm), A
24 SW3 V3 Skupina; krem, nazob&an rob, A
25 SwW4 V4 Krem, nazob¢an rob; 2 mm
Izolat Vir Makromorfoloski opis
26 SWGI V1 Bela, gladka, okrogla (1 mm)
27 SWG2 V2 Bela, okrogla (2 mm)
28 SWG3 V3 Bela, gladka, okrogla (1 mm)
29 SWGS V1 Rumena, gladka, okrogla (3 mm)
30 SWG6 Vi Krem, svetleca, okrogle (3 mm)
31 SWK3 V3 Bela, nazob¢ana; 5 mm
32 SWK4 V6 Bela, kompaktna, okrogla (3 mm)
33 SWK5 V6 Rumena, trda, okrogla (3 mm)
34 SWK7 V2 Rumena, nazob¢ana; 5 mm
35 SWKS V3 Rumena, trda, nazob¢ana; 3 mm
36 SWK9 V3 Bela, gladka, okrogla (4 mm)

37 SWKI1 Krem, nazob¢ana; 5 mm
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38 SWKI2 Rahlo vijoli¢asta, okrogla (2 mm); A
39 SWKI13 V6 Rumena, svetleca, okrogla (3 mm)
40 SWK14 V2 Roznata, okrogla, svetleca; 2 mm

41 SWKI5 V6 Rumena, svetleca, okrogla (4 mm)

Vecina izolatov izvira iz povrSinskih slojev sredic 1 ali 2, pridobljenih iz sedimenta v sredini
Piranskega zaliva. Dva izolata (ASWK10 in ASWK12) izvirata iz spodnjega sloja sredice 1.
Sedem izolatov je iz blata z dna Strunjanskega potoka, deset pa z dna kopalis¢a ob
Strunjanskem pomolu. Vecina izolatov je iz neredCenih ali desetkrat redCenih vzorcev (ni
prikazano). Iz tisoCkrat red¢enih vzorcev smo pridobili pet izolatov: dva iz kopalis¢a ob
Strunjanskem pomolu, po enega pa iz zgornjih slojev sredic 1 in 2 ter srednjega sloja iz
sredine Piranskega zaliva. Izolacija in gojenje mikroorganizmov iz stotisoCkrat redCenih
vzorcev nista uspela. Na ASW, ASW Kaz in SW Glc smo izolirali mikrobe z vseh treh
vzoréevalnih lokacij. Na ASW Glc so zrasli mikrobi iz Strunjanskega potoka ter zgornjega in
srednjega sloja sredice 1 iz Piranskega zaliva, na SW mikrobi iz strunjanskega kopalisca ter
zgornjega in srednjega sloja sredice 1, na SW Kaz pa mikrobi iz strunjanskega kopalisca ter
zgornjih slojev sredic 1 in 2. Kolonije so bile morfolosko nezanimive, majhne (premer med 1-
5mm) in vedinome nepigmentirane. Stiri rumene kolonije smo izolirali na ASW Kaz iz
vzorcev Strunjanskega potoka ter zgornjega in spodnjega sloja sredice 1. Pet rumenih kolonij
smo izolirali na SW Kaz iz strunjanskega kopalis¢a ter zgornjih slojev sredic 1 in 2. Eno
rumeno kolonijo smo izolirali iz blata Strunjanskega potoka na Sw Glc. Ena kolonija je bila
rahlo vijolicasta, ena zivordeca in ena temne barve. Agaroliti€no aktivnost smo opazili pri
skupno 11 izolatih, od katerih smo jih pet izolirali iz zgornjega sloja sredice 1 (enega na SW
Glc, tri na ASW Kaz in enega na SW), po dva iz srednjega sloja sredice 1 (na ASW in ASW
Kaz) in Strunjanskega kopalis¢a (oba na SWI1) ter enega iz blata Strunjanskega potoka.
Agaroliticne aktivnosti pa nismo opazili pri izolatth na SW Glc iz vzorcev strunjanskega
potoka in kopalis¢a in zgornjega sloja sredice 1. Na SW Kaz je zrasel en sam agaroliti¢ni

izolat.

4.2 FENOTIPSKI TESTI
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Preglednica 10 podaja rezultate barvanja po Gramu in mikromorfoloski opis ter rezultate
katalaznega testa in KOH-testa za domnevno Ciste kulture sedimentnih izolatov iz Koseskega

bajerja.

Preglednica 10: Rezultati barvanja po Gramu, katalaznega testa in testa s 3-odstotnim KOH ter mikromorfoloski

opis domnevno ¢istih kultur sedimentnih izolatov iz Koseskega bajerja. Preglednica 10 se nadaljuje na naslednji

strani.
Izolat Gojis¢e Gram 3 % KOH Katalaza  Mikromorfoloski opis
1 BDI1(22) LB + - + Velike, kvadrataste celice v tetradah in skupkih
2  BD2(22) LB + - + Velike kvadrataste celice v tetradah in skupkih
3 BD3(22) LB + (-) + Posamiéne palicice, nekatere v paru po dolzini ali $irini; nekatere z 1-3 vkljucki
4  BD4(22) LB ) + Pali¢ice v parih (po dolzini ali $irini) ali krajsih verizicah (do 4 celice)
5 BO3(22) LB ) Ravne (nerigidne) in ukrivljene vitke in dolge palicice
6 KJ1(22) LB - - - Ravne in ukrivljene pali¢ice, nekatere z 1-5 vkljucki
7 KIJ3(22) LB + - + Gibke, tanke palicice, skoraj niti; pari
8  KlJ4(22) LB + - )
9 MR1(22) LB +/var - + Vitke, tanke, dolge nagrmadene paliCice
10  MR2(22) LB +/var - +
11 MR3(22) LB - + Pravilne kroglaste v parih in tetradah, zelo redke posamicne
12 MR4(22) LB + - Sibko + Podaljsane kroglaste in kijaste oblike v parih, stebri¢ih, verizicah; V-oblike
13 NS1(22) LB + - + Majhne kroglaste celice v skupkih, verizicah, tetradah, parih
14 NS2(22) LB + - + Dolge, tanke, ravne, gibke palicice; tvorijo filamente v ovoju
15 OBI1(22) LB + - + Dolge, tanke, ponekod razvejane/razcepljene niti
16 0OB2(22) LB + + sibko +
17 OB3(22) LB + - + Kijaste celice v V-parih in skupkih
18 OB4(22) LB + - +
19  OB3(8) LB + - +
20 OB4(8) LB + - -
21  RTI1(22) LB + - + Velike podolgovate celice z enim velikin podolgovatim vklju¢kom
22 RT3(22) LB + + + Ravne pali¢ice (d~3R) z oblimi konci; posami¢no, pari, verizice (3 do >8)
23 RT4(22) LB +/var - sibko +
24 SK2(22) LB + - + Majhne ravne in ukrivljene palicice, nekatere z vkljucki
25  SK3(22) LB + ) sibko + Drobne ravne in ukrivljene pali¢ice
26  SK4(22) LB - + Sibko + Cokate pali¢ice, posami¢no, v skupkih
27 VP1(22) LB + + + Podaljsane kroglaste in kijaste oblike, V-oblike v parih, verizicah (3 do >14)
28  VP2(22) LB +/var - +
29  VP3(22) LB + - + PaliCice z zozenimi oblimi konci; pari in stebri¢i (po dolzini)
Izolat Gojis¢e Gram 3% KOH  Katalaza Mikromorfoloski opis
30  VP4a(22) LB +/var - + Kratke pali¢ice, posami¢no in v parih
31 VP4b(22) LB + - + Pali¢ice, nekatere z neobarvanimi kroglastimi vkljucki
32 BOI(22) M9+Glc +/var - + Palicice, neaktere kijaste
33 BO2(22) MOY9+Gle + - sibko + Ukrivljene ¢okate paliCice z moéneje obarvanimima koncema
34 FS1(22)  MOY9+Gle + + -
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35  FS2(22) M9+Gle + - + Velike cokate celice s po enim velikim neobarvanim vklju¢kom; v ovojnici
36 FS3(22) M9+Gle + - + Tanke pali¢ice; skupki ali neurejeni prepleti

37 FS4(22)  MOY9+Gle - - + Drobne celice v parih in V-oblikah; ¢okate pali¢ice; skupki, stebrici

38 KPI(15) M9+Gle + ? - Tanke in dolge ukrivljene pali¢ice

39 KP3(15) M9+Gle + + Sibko + Pali¢ice, nekatere terminalno zaobljene z vkljucki

40 KP3(22) M9+Gle + + Rigidne pali¢ice in kijaste oblike; skupki, stebri¢i, V-pari

41  MMI1(22) M9+Gle  var - - Velike, Cokate, precej oglate celice; stebrici in pari

42 MM2(22) M9+Gle - - sibko + Drobne pali€ice, nekatere kijaste; posamicni, V-pari

43 MM3(22) M9+Glc + + zelo §ibko  Palicaste, z inkluzijami

Gram...barvanje po Gramu; + (-)...celice se barvajo po Gramu pozitivno, var...celice se barvajo po Gramu spremenjivo, +/var...celice se
barvajo po Gramu pozitivno ali spremenljivo

3 % KOH ... test s 3-odstotnim KOH (Buck, 1982; Moaledj, 1986); + ... suspenzija je postala viskozna, - ... suspenzija ni postala viskozna,
(+) ali (-)...izid ni nedvoumno pozitiven ali negativen, ? ... nedolo¢ljivo

Katalaza ... katalazni test; + ... pojav mehurckov, - ... brez sprememb

Mikromorfologijo celic smo opazovali na gramsko obarvanih preparatih, pri izbranih izolatih
pa smo prisotnost endospor ugotavljali z diferencialnim barvanjem po Schaeffer in Fultonu

(1933) (Mormak in Cassida, 1985).

Celice so bile mikromorfolosko raznolike in zanimive. Prevladujejo pali€ice in celice v obliki
kija ali gorjace. Redko smo naleteli na posamicne celice; ve€inoma so bile v bo¢nih ali ¢elnih
parih. Kijaste celice so bile dalje organizirane v V-pare in stebrice, redko posamicne. Celice
BD1(22) ter BD2(22) (oba LB in G+) so bile organizirane v tetrade in skupke tetrad. Pri
izolatu FS2(22) M9+Glc (G+) so prevladovali debeli, upognjeni, lomljeni filamenti iz

palicastih celic, obdanih z ovojnico in amorfnim materialom. Posamezne celice so bile redke.

Vecina (32 od 43 ali 74,82 %) izolatov se je barvala nedvoumno po Gramu pozitivno,
nadaljnih 6 (13,95 %) po Gramu pozitivno ali spremenljivo in le Stirje (KJ1(22) SK4(22), oba
LB; FS4(22), MM2(22), oba M9+Glc) (9,30 %) po Gramu negativno. Test s 3-odstotnim
KOH (Buck, 1982; Moaled;j, 1986) je bil nedvoumno pozitiven v Sestih (13,95 %) primerih,
dvoumen v petih (11,63 %) in negativen v tridesetih (69,77 %). V slabi polovici primerov (20
ali 46,51 %) je bilo gramsko barvanje pozitivno, KOH-test pa negativen, le v primeru SK4(22)
LB je bilo obratno. V treh (KJ1(22) LB; FS4(22) in MM2(22), oba M9+Glc) (sedmih;
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16,28 %) primerih sta bila rezultata obeh testov negativna (pozitivna). Pri gramsko variabilnih

izolatih je bil KOH-test negativen.

Katalazni test je bil v $tirih (KJ1(22), OB4(8), oba LB; FS1(22), MM1(22), oba M9+Glc)
primerih negativen, v 31-ih (72,09 %) pozitiven in v devetih (20,93 %) $ibko pozitiven.

Pri barvanju po Schaeffer in Fultonu smo endospore ugotovili pri naslednjih koseskih izolatih:
NS2(22) LB (ena podolgovata in debelejsa od vegetativne celice, centralno); RT1(22) LB
(ovalne); RT3(22) LB (ovalne, limonaste); RT4(22) LB (ena podolgovata na celico;
centralno); FS1(22) M9+Glc (razlicna pozicija endospor; podolgovate, nekatere ukrivljene);
KP3(15) M9+Glc (ena Cokata, terminalno); KP3(22) M9+Glc (ena ali dve podolgovati/Cokati;
subterminalno ali terminalno); MM3(22) M9+Glc (podolgovate; subterminalno).

43 IZOLACIJA GENOMSKE DNK 1Z CISTIH KULTUR

Slika 8 prikazuje elektroforetsko locitev genomske DNK, izolirane iz domnevno ¢istih kultur
sedimentnih izolatov iz KoseSkega bajerja ter fragmentov velikostnega standarda, Slika 9 pa
elektroforetsko locitev mikrobne DNK, izolirane iz domnevno cistih kultur sedimentnih
izolatov iz Piranskega zaliva, kopalis€a ob strunjanskem pomolu ter DNK Strunjanskega
potoka v Strunjanskih solinah blizu zaliva Sv. Duha. V Preglednici 11 je navedeno, iz katerih
izolatov smo uspeli izolirati genomsko DNK, iz katerih pa

ne. 0o 1 2 3 4 5 6 7

2000 bp ——>
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250 bp ———>

Slika 8: Elektroforetska lo¢itev mikrobne genomske DNK iz domnevno ¢&istih kultur izolatov iz sedimentov
Koseskega bajerja. Nanesli smo 5 ul vzorca. Od leve proti desni si sledijo: 0 - 1 kb lestvica; 1 - RT3(22) LB;
2 - RT4(22) LB; 3 - SK2(22) LB; 4 - SK3(22) LB; 5 - SK4(22) LB; 6 - VP1(22) LB; 7 - VP2(22) LB.

Izolacija DNK je bila uspeSna v vseh linijah. Koli¢ina izolirane genomske DNK v linijah 4, 5
in 7 je bila majhna. V liniji 5 opazimo dodatne proge na viSinah <250, 1000-1500 bp, 2 kbp in
10 kbp; proge na visinah <250 bp in 1000-1500 bp so intenzivnejSe od pricakovane proge
izolirane genomske DNK. V liniji 6 je izolirana genomska DNK fragmentirana, pojavili pa sta
se tudi dodatni progi na visinah 1000-1500 bp in 2000 bp. Dodatne proge si je mo¢ razloziti

kot fragmente dolo¢ene dolzine izolirane genomske DNA, prisotnost plazmidov ali RNK.

0 -l s2aamSande. 5. 6. 7 8 .9.10 11 12

“’”-"‘- — [ e

2000 bp ——>

250bp ———>

Slika 9: Elektroforetska locitev mikrobne genomske DNK iz domnevno ¢istih kultur izolatov iz sedimentov
Piranskega zaliva, kopaliS¢a ob strunjanskem pomolu in blata z dna Strunjanskega potoka. Nanesli smo 5 pl
vzorca. Od leve proti desni si sledijo: 0 - 1 kb lestvica; 1 do 6 - ASW1, 2, 3,4, 5, 6; 7do 10 - ASWGI, 2, 3, 5;
11in 12 - ASWKI, 2.

Izolacija genomske DNK je bila uspesna v vseh linijah. Koli¢ina izolirane genomske DNK v
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liniji 7 je bila majhna. Izolirana DNK je bila fragmentirana v linijah 1, 3, 4, 8, 9 in 11. V
linijah 9 in 11 so se pojavile dodatne proge na visinah 1000-1500 bp in 2 kbp.

44  POMNOZEVANIE 16S rDNK S PCR

4.4.1 PomnozZevanje 16S rDNK sedimentnih izolatov iz KoseSkega bajerja

Za pomnozevanje 16S rDNK smo wuporabili Stiri pare zacetnih oligonukleotidov
(Preglednica 4).

Slika 10 prikazujejo elektroforetsko lo¢itev PCR-produktov po pomnozevanju 16S rDNK
domnevno c¢istith kultur izolatov iz sedimentov KoseSkega bajerja s parom fD1/1401r.
Preglednica 11 povzema rezultate izolacije DNK in PCR-pomnozevanja s Stirimi pari
zacetnih oligonukleotidov (fD1/1392r, fD1/1401r, Eub338{/1392r, Eub338f/1401r) za

sladkovodne in morske sedimentne izolate.

001 2 3 4 56 7 8 9H10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29

1500 bp

Slika 10: Elektroforetska loc¢itev produktov pomnozevanja 16S rDNK s PCR in zacetnima oligonukleotidoma
fD1 in 1401r. Nanesli smo 5 pl vzorca. Od leve proti desni si sledijo: 0-1kb lestvica; 1-BDI1(22) LB;
2 -BD2(22) LB; 3-BD3(22) LB; 4-BD4(22) LB; 5-B03(22) LB; 6-KJ1(22) LB; 7-KJ3(22) LB;
8 -KJ4(22) LB; 9 - MR1(22) LB; 10 - MR2(22) LB; 11 - MR3(22) LB; 12 - MR4(22) LB; 13 - NS1(22) LB;
14 - NS2(22) LB; 15- OBI1(22) LB; 16 - OB2(22) LB; 17 - OB3(22) LB; 18 - OB4(22) LB; 19 - OB3(8) LB;
20 - OB4(8) LB; 21 -RT1(22) LB; 22-RT3(22) LB; 23 - RT4(22) LB; 24 - SK2(22) LB; 25 - SK3(22) LB;
26 - SK4(22) LB; 27 - VP1(22) LB; 28 - VP2(22) LB; 29 - VP3(22) LB.

PCR je bil uspesen v 23 linijah, v Sestih (2., 11., 12., 13., 20. in 21.) pa neuspeSen.

Nespecifi¢ni produkti pomnozevanja (na visini >2500 bp) so prisotni v 13 linijah.
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Preglednica 11: Uspesnost izolacije genomske DNK ter pomnozevanja 16S rDNK s S§tirimi pari zaCetnih

oligonukleotidov za sedimentne izolate iz KoseSkega bajerja. Preglednica 11 se nadaljuje na naslednji strani.

Izolat \]Zleﬁ fD1/1392r Eub3381/1392r fD1/1401r Eub3381/1401r
na gelu
1 BDI1(22) LB + + + + /
2 BD2(22) LB + - + - /
3 BD3(22) LB + + + + /
4 BD4(22) LB + + + + /
5 BO3(22) LB + + + + /
6 KJ1(22) LB + + + + /
7 KJ3(22) LB + + + + /
8 KJ4(22) LB + + - + /
9 MR1(22) LB + + + + /
10 MR2(22) LB + + - + /
11 MR3(22) LB + - - - /
12 MR4(22) LB - - - - /
13 NS1(22) LB - - + - /
14 NS2(22) LB + + + /
15 OB1(22) LB + - + /
16 OB2(22) LB - + - + /
DNK
Izolat vidna fD1/1392r Eub338{/1392r fD1/1401r Eub3381/1401r
na gelu

17 OB3(22) LB + + - /
18 OB4(22) LB + - - /
19 OB3(8) LB + /
20 OB4(8) LB - + - /
21 RT1(22) LB + + - + /
22 RT3(22) LB + + + + +
23 RT4(22) LB + + + + +
24 SK2(22) LB + + + + +
25 SK3(22) LB + + + + +
26 SK4(22) LB + + + - -
27 VP1(22) LB + + + + +
28 VP2(22) LB + - + + +
29 VP3(22) LB - + + + +
30 VP4a(22) LB - + + + +
31 VP4b(22) LB - + + + +
32 BO1(22) M9+Gle + + + + +
33 BO2(22) M9+Glc + + + + +
34 FS1(22) M9+Glc + + - - +
35 FS2(22) M9+Glc + + + + +
36 FS3(22) M9+Gle - / / - -
37 FS4(22) M9+Gle + / / - -
38 KP1(15) M9+Gle - / / - -
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39 KP3(15) M9+Gle +
40 KP3(22) M9+Gle +
41 MM1(22) M9+Gle
42 MM2(22) M9+Gle
43 MM3(22) M9+Gle +

~ -~ ~ —
~ ~ ~ ~ ~

Genomsko DNK smo uspeli izolirati iz skupno 32 bajerskih izolatov (24 zraslih na LB in 8 na
MO9+Glc), iz 11 (7 z LB, 4 z M9+Glc) pa ne. Izolirana genomska DNK je bila fragmentirana
pri 18 izolatih (12 z LB, 6 z M9+Glc).

Pomnozevanje 16S rDNK je bilo uspes$no pri vecini izolatov, kjer je bila izolirana genomska
DNK vidna na gelu. Nekaj je primerov, kjer izolirana genomska DNK ni bila vidna na gelu,
pomnozevanje 16S rDNK pa je bilo uspesno. Velja tudi obratno — pri¢akovanega produkta
pomnozevanja nismo dobili pri nekaterih primerih, kjer je bila izolirana genomska DNK vidna
na gelu. Nekaj primerov je takih, kjer niti izolacija genomske DNK niti namnoZevanje 16S

rDNK nista bila uspesna.

Izbrani segment 16S rDNK smo s parom fD1/1392r uspeli namnoziti v 28 primerih, v sedmih
pa ne. Pomnozevanje je bilo uspesno pri petih izolatih (OB2(22), OB4(8), VP2(22), VP4a(22)
in VP4b(22), vsi z LB), pri katerih izolirana genomska DNK ni bila vidna na gelu.
Namnozevanje je bilo neuspeSno pri petih sevih (BD1(22), MR3(22), OB4(22), OB3(8) in
VP2(22), vsi z LB), iz katerih smo uspesno izolirali genomsko DNK. Tako izolacija genomske

DNK kot tudi PCR sta bila neuspe$na pri izolatih MR4(22) LB in NS1(22) LB.

S parom fD1/1401r smo uspeli izbrani odsek 16S rDNK namnoziti v 29 primerih, v 14 pa ne.
NamnoZzevanje je bilo uspesno v petih primerih, kjer izolirana genomska DNK ni bila vidna na
gelu (OB2(22), VP3(22), VP4a(22), VP4b(22), vsi LB; MM2(22) M9+Glc). V sedmih
primerih (BD2(22), SK4(22), oba LB; FS1(22), FS4(22), KP3(15), KP3(22), MM3(22), vsi
M9+Glc) je bila izolacija DNK uspesna, namnozevanje pa ne. V petih primerih (MR4(22),
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NS1(22), OB4(8), vsi LB; FS3(22), in MM1(22), vsi M9+Glc) sta bila tako izolacija DNK kot
tudi PCR neuspesna.

Pomnozevanje izbranega odseka 16S rDNK s parom FEub338f/1392r je bilo uspesno v 23
primerih in neuspe$no v dvanajstih. Pricakovani produkt smo dobili v Stirth primerih
(NS1(22), VP2(22), VP4a(22) in VP4b(22), vsi LB) pri katerih izolirana genomska DNK ni
bila vidna na gelu. V devetih primerih (KJ4(22),MR2(22), MR3(22), MR4(22), OB1(22),
OB3(22), OB4(22), OB3(8), RT1(22), vsi LB; M9+Glc) je bila izolacija genomske DNK
uspesna, pomnozevanje pa neuspesno. Tako izolacija genomske DNK kot tudi PCR sta bila

neuspesna v treh primerih (MR4(22), OB2(22) in OB4(8), vsi LB).

Pomnozevanje izbranega odseka 16S rDNK s parom Eub338f/1401r je bilo uspesno v 14
primerih in neuspes$no v osmih. Pri¢akovani produkt smo dobili v Stirih primerih (VP3(22),
VP4a(22), VP4b(22), vsi LB; MM2(22) M9+Glc) pri katerih izolirana genomska DNK ni bila
vidna na gelu. V petih primerih (SK4(22) LB; FS4(22), KP3(15), KP3(22) in MM3(22), vsi) je
bila izolacija genomske DNK uspesSna, pomnozevanje pa neuspesno. Tako izolacija genomske
DNK kot tudi PCR sta bila neuspesna v treh primerih (MM1(22), FS3(22) in KP1(15), vsi
M9+Glc).

4.4.2 PomnoZevanje 16S rDNK morskih sedimentnih izolatov

Preglednica 12: Uspesnost izolacije genomske DNK ter pomnoZevanja 16S rDNK z dvema paroma zacetnih
oligonukleotidov za morske sedimentne izolate (SWG=SW Glc, SWK=SW Kaz, ASWG=ASW Glc,
ASWK=ASW Kaz)

Izolat DNK vidna na gelu  fD1/1401r Eub338{/1401r
1 ASW1 + + +
2 ASW2 + + +
3 ASW3 + + +
4 ASW4 + + +
5 ASWS5 + + +
6 ASW6 + + +
7 ASWG1 + + +
8 ASWG2 + + +
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9 ASWG3 + + +
10  ASWG5 + + +
11 ASWKI1 + + +
12 ASWK2 + + +
13 ASWK4 + + +
14 ASWK6 + + +
15  ASWK7 + + +
16  ASWKS8 + + +
17 ASWK9 + + +
18  ASWKI0 + + +
19  ASWKI2 + + +
20 ASWK13 + + +
21  ASWKI14 + + -
22 SW1 - + +
23 SW2 + + /
24 SW3 + + +
25 Sw4 + + /
26 SWGlI - - /
27  SWG2 + + /
28  SWG3 + + /
29  SWG5 + + /
30 SWG6 + + +
31 SWK3 + + +
32 SWK4 + + /
33 SWKS + + /
34 SWK7 + + /
35 SWKS + + /
36 SWK9 + + /
37  SWKII + + /
38  SWKI2 + + /
39  SWKI3 + + /
40 SWKl14 + + /
41  SWKI5 - - /

Izolacija DNK iz domnevno ¢istih kultur morskih sedimentnih izolatov je bila uspesna v 38

primerih, v treh (SW1, SWG1, SWK15) pa ne.

Pomnozevanje 16S rDNK s parom fD1/1401r je bilo uspesno v 39 primerih. V obeh primerih
(SWG1, SWKI15), ko je bilo pomnozevanje neuspesno, je bila neuspesna tudi izolacija
genomske DNK. Pri izolatu SW1 je bilo pomnoZevanje uspesno, izolirana genomska DNK pa

na gelu ni bila vidna.
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PomnoZevanje izbranega odseka 16S rDNK s parom Eub338f/1401r je bilo uspesno v 17
primerih. V neuspeSnem primeru (ASWK14) je bila neuspe$na tudi izolacija genomske DNK.
V primeru SW1 — kot pri pomnozevanju z fD1/1401r - smo dobili pri¢akovani produkt,

izolirana genomska DNK pa na gelu ni bila vidna.

4.4.3 Insilico analiza specifi¢nosti za¢etnih oligonukleotidov, uporabljenih v PCR

V bazi RDP I1.9 (Cole in sod, 2005) smo z uporabo orodja Probe Match ugotavljali, kakSen
odstotek kvalitetnih (izbira Good v razdelku Quality) deponiranih sekvenc, daljsih ali enakih
1200 bp, predstavljajo zadetki iskanja z zacetnimi oligonukleotidi fD1, Eub338f, 1392r in
1401r. Dopustili smo ni¢, eno, dve ali tri neujemanja. Zanimala nas je tudi pokritost

posameznih taksonomskih skupin. Rezultati so prikazani v Preglednici 13.

Preglednica 13: Odstotek sekvenc, daljsih ali enakih 1200 bp, ki jih lahko odkrijemo z zacetnimi oligonukleotidi
fD1, Eub338f, 1392r in R-1401 v bazi RDP II, Release 9 (RDP I1.9) pri dopusc¢enih nobenem, enem, dveh ali treh
neujemanjih. V primerih Eub338f, 1392r in R-1401 sta bili dopusceni najve¢ dve neujemanji. V bazi je bilo na
dan iskanja (6.9.2006) skupno deponiranih 253813 sekvenc, od tega 95353 kvalitetnih in daljSih ali enakih
1200 bp.

Odstotek zadetkov
Zacetni Stevil . .
oligonukleotid ceviio hewjemarn)

0 1 2 3
D1 13,33 22,7 26,08 27,41
Eub338f 92,75 96,94 98,85 /
1392r 68,10 72,53 73,36 /
R-1401* 13,61 68,05 73,13 /

*glej Preglednico 4 in opombe; iskanje s 1401r, ki se od R-1401 razlikuje v dveh nukleotidih, je dalo pri ni¢
dopuscenih neujemanjih en sam zadetek (v deblu Actinobacteria). Pri enem (dveh) dopus¢enem neujemanju pa

zadetki predstavljajo 13,99 % (68,75 %) nabora sekvenc, kar je primerljivo rezultatom iskanja z R-1401.

Iskanje z fD1 je dalo najmanjSe Stevilo zadetkov. Pri zahtevi, da med tarénim in iskalnim
zaporedjem ne sme biti neujemanj, so zadetki predstavljali dobro desetino. Pri dopus¢enem

enem neujemanju se je delez zadetkov povecal na priblizno petino in pri dopusc¢enih dveh
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neujemanjih na Cetrtino ter ostal skoraj nespremenjen pri dopuscenih treh neujemanjih. Med
proteobakterijami, ki so predstavljale 37,27 % sekvenc, fD1 na tar¢no zaporedje nalega brez
neujemanj v 14,74 %, z dopuscenimi tremi neujemanji pa v 33,98 %. V Deblu Firmicutes je
imelo taréno zaporedje za fD1 brez neujemanj (s tremi neujemanji) 12,98 % (22,13 %)
sekvenc, med aktinobakterijami 14,49 % (25,95 %), med spirohetami 5,54 % (20,2 %), med
bakteroidetami 9,42 % (16,43 %) ter med verukomikrobiji 10,93 % (34,7 %) sekvenc.
Odstotek odkritih sekvenc s tarénim zaporedjem je povezan z mestom v sekvenci, kamor

nalega zacetni oligonukleotid.

Tudi iskanje z R-1401 je pri zahtevi popolnega ujemanja med tar¢nim in iskalnim zaporedjem

odkrilo primerljiv odstotek zadetkov kot iskanje z fD1 pod enakim pogojem, toda Ze pri enem
dopusc¢enem neujemanju se je odstotek zadetkov petkrat povecal in se pri dopuscenih dveh
neujemanjih ni bistveno spremenil. Med proteobakterijami, ki so predstavljale 37,27 %
sekvenc, fD1 na tar¢no zaporedje nalega brez neujemanj v 14,74 %, z dopuscenimi tremi
neujemanji pa v 33,98 %. V Deblu Firmicutes je imelo taréno zaporedje za fD1 brez
neujemanj (s tremi neujemanji) 12,98 % (22,13 %) sekvenc, med aktinobakterijami 14,49 %
(25,95 %), med spirohetami 5,54 % (20,2 %), med bakteroidetami 9,42 % (16,43 %), med
cianobakterijami 12,21 % (27,44 %) ter med verukomikrobiji 10,93 % (34,7 %) sekvenc.

Delez zadetkov v odsotnosti neujemanj je pri iskanju s 1392r predstavljal 68,10 % deponiranih
sekvenc >1200 bp in se pri poveCevanju Stevila neujemanj ni bistveno spreminjal. Pri
dopuscenih dveh neujemanjih sta deleza zadetkov iskanja z R-1401 in 1392r podobna. Med
proteobakterijami, ki so predstavljale 37,27 % sekvenc, 1392r na tar¢no zaporedje nalega brez
neujemanj v 82,95 %, z dopuscenimi tremi neujemanji pa v 33,98 %. V Deblu Firmicutes
(28,82 % sekvenc) je imelo taréno zaporedje za 1392r brez neujemanj (s tremi neujeman;ji)
56,15 % (22,13 %) sekvenc, med aktinobakterijami 14,49 % (25,95 %), med spirohetami
5,54 % (20,2 %), med bakteroidetami 9,42 % (16,43 %) med cianobakterijami 92,5 %
(94,47 % pri dopuscenem enem neujemanju) ter med verukomikrobiji 10,93 % (34,7 %)

sekvenc.
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Zadetki iskanja z Eub338f predstavljajo najvecji odstotek deponiranih sekvenc z dolzino
1200 bp ali ve¢. Ze pod pogojem nedopusiéanja neujemanj ima taréno zaporedje za Eub338f
preko devet desetin deponiranih sekvenc, pri dopuscenih treh neujemanjih pa je dosezena
skoraj 99-odstotna pokritost. Med proteobakterijami Eub338f na tar¢no zaporedje nalega brez
neujemanj v 96,04 %, z dopuscenimi tremi neujemanji pa v 99,59 %. V Deblu Firmicutes je
imelo tarc¢no zaporedje za Eub338f brez neujeman;j (s tremi neujemanji) 94,56 % (99,80 %)
sekvenc, med aktinobakterijami 93,83 % (99,77 %), med spirohetami 95,09 % (100 %), med
bakteroidetami 97,36 % (99,78 %), med cianobakterijami 92,66 % (99,56 %) ter med
verukomikrobiji 0 % (97,81 %) sekvenc.

Kljub nizkemu odstotku zadetkov v bazi RDP I1.9 pri iskanju z fD1 in R-1401, Se posebno pa
zastraSujoCe nizkemu Stevilu zadetkov pri iskanju s 1401r, smo se odlocili za uporabo
produktov pomnoZevanja s parom fD1/1401r, saj je bilo Stevilo slednjih pri pogojih

pomnozevanja, uporabljenih v tej nalogi, najvecje.

4.5  VIRTUALNI PCR IN VIRTUALNA RESTRIKCIJISKA ANALIZA

4.5.1 Nabor sekvenc

Preglednica 14 prikazuje razporeditev 770 (0,91 % vseh v bazi 10.04.2006) zaporedij -
zadetkov iskanja po bazi sekvenc 16S rDNK na spletni strani RDP 11.9 z geslom freshwater

sediment - po posameznih taksonomskih kategorijah.

Preglednica 14: Stevilo zadetkov v posamezni taksonomski kategoriji pri iskanju po bazi podatkov o dolzini in
sekvenci 16S rDNK z nizom freshwater sediment. Iskalni parametri so zajeli zaporedja 16S rDNK gojenih in
negojenih, tipskih in netipskih sevov, dalj$a in krajsa od 1200 bp ter taksonomsko ureditev po Bergeyjevem
priroéniku za sistematsko bakteriologijo. Iskanje je bilo opravljeno 10. aprila 2006 in 20. avgusta 2006.
[Ph...Phylum (Deblo); Cl...Classis (Razred); gis...Genus/Genera incertae sedis (Rod/Rodovi z negotovo

taksonomsko pozicijo)]
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Kategorija  10. 04. 2006 20. 08. 2006

Bacteria Domena 770 791
Chloroflexi Ph 7 7
Nitrospira Ph 22 22
Cyanobacteria Ph 2 2
Proteobacteria Ph 513 521
Alphaproteobacteria Cl 129 129
Betaproteobacteria Cl 193 200
Gammaproteobacteria Cl 101 104
Deltaproteobacteria Cl 79 77
nerazvscene 11 11
Firmicutes Ph 34 40
Clostridia Cl 4 8
Bacilli Cl 30 32
Actinobacteria Ph 27 29
Actinobacteria Cl 27 29
Planctomycetes Ph 10 9
Spirochaetes Ph 2 2
Acidobacteria Ph 8 8
Bacteroidetes Ph 40 52
Bacteroidetes Cl 1 7
Flavobacteria Cl 6 6
Sphingobacteria Cl 21 24
nerazvséeni 12 15
Fusobacteria Ph 1 1
Verrucomicrobia Ph 3 3
Gemmatimonadetes Ph 6 6
Lentisphaerae Ph 2 2
gis OP11 Ph 4 3
gis WS3 Ph 2 2
nerazvrieni iz Domene 87 82
Bacteria

4.5.2 Virtualni PCR
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Povprecna dolzina v bazi deponirane sekvence s tarénima zaporedjema za oba zacetna
oligonukleotida je bila dolga 1403,55 bp (razpon 1287 do 1534, mediana 1394 bp), povprecna
dolZina popolnega in silico PCR-pomnozka pa 1380,85 bp (razpon 1281 do 1424 bp, mediana
1383 bp). Preglednica 15 prikazuje Stevilo sekvenc v bazi podatkov; Stevilo zadetkov iskanja;
Stevilo sekvenc z vsaj enim tarénim zaporedjem (=Stevilo in silico PCR-pomnozkov); Stevilo
sekvenc s tarCnima zaporedjema za fD1 in 1401r (=Stevilo popolnih in silico
PCR-pomnozkov); sekvenc, ki imajo tar¢no zaporedje zgolj za D1 in ne tudi za 1401r ter
Stevilo sekvenc, ki imajo tar¢no zaporedje zgolj za 1401r in ne tudi za fD1; Stevilo sekvenc s

tarénim zaporedjem za fD1 (1401r) ter pripadajoc¢e odstotke.

Preglednica 15: Stevilo sekvenc v bazi podatkov, §tevilo zadetkov iskanja in $tevilo sekvenc z vsaj enim tarénim
zaporedjem (in silico PCR-pomnozkov); Stevilo sekvenc s tarénima zaporedjema za fD1 in 1401r (=Stevilo
popolnih in silico PCR-pomnozkov); $tevilo sekvenc, ki imajo taréno zaporedje zgolj za fD1 in ne tudi za 1401r
ter Stevilo sekvenc, ki imajo tar¢no zaporedje zgolj za 1401r in ne tudi za fD1 ter Stevilo sekvenc, ki imajo taréno

zaporedje za fD1 (1401r) ali oba zacetna oligonukleotida in pripadajoc¢i odstotki

Odstotek med Odsotek

_ pomnoZenimi sekvencami med zadetki
Stevilo sekvenc v bazi podatkov 84155 / /
Stevilo zadetkov iskanja 770 / /

N 250 100 32,47
Np1 148 59,20 19,22
Na1401r 16 6,40 2,08
Nfp1/1401r 86 34,40 11,17
N'tp1 234 93,60 30,39
N'1401r 102 40,80 13,25

N ... stevilo sekvenc z vsaj enim tarénim zaporedjem (in silico PCR-pomnozkov); N = Nip1/1401r + Nip1 + Nigoar
Nip1401r - .. Stevilo sekvenc s tarénima zaporedjema za fD1 in 1401r (popolnih in silico PCR-pomnozkov)

Nip: ... Stevilo sekvenc s tarénim zaporedjem zgolj za fD1

Nuso1r ... Stevilo sekvenc s tarénim zaporedjem zgolj za 1401r

N'ips ... Stevilo sekvenc s tarénim zaporedjem za fD1; N’ip; = Nigz + Nipw2401r

N'1401r ... Stevilo sekvenc s tarénim zaporedjem za 1401r; N’ 1401 = Nigoz + Nip1/1401
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Med zadetki iskanja je program FastPCR nasel 250 ali slabo tretjino takih sekvenc, ki so imele
tarcno mesto za enega ali oba zaCetna oligonukleotida. Med temi 250-imi je imelo tar¢no
zaporedje za fD1 (1401r) 93,60 % (40,80 %) in silico PCR-pomnozkov 0z.30,39 % (13,25 %)
zadetkov iskanja. Zgolj za fD1 (1401r) je imelo tar¢no zaporedje 59,20 % (6,40 %) in silico
PCR-pomnozkov oziroma 19,22 % (2,08 %) zadetkov iskanja. Popolnih PCR-pomnozkov je
bilo 86 ali dobra tretjina in silico PCR-pomnozkov oziroma dobra desetina zadetkov iskanja.
Popolni pomnozki so predstavljali 36,75 % sekvenc s tarénim zaporedjem za fD1 in 84,31 %

sekvenc s tarcnim zaporedjem za 1401r.

4.5.3 Virtualna restrikcijska analiza

Vsi prikazani rezultati se nanasajo na 86 sekvenc, pri katerih smo s FastPCR odkrili tar¢ni
zaporedji za oba zaletna nukleotida. V Preglednici 16 navajamo Stevilo in odstotek
edinstvenih, needinstvenih in niCelnih profilov restrikcijskih mest po virtualni restrikciji

popolnih in silico PCR-pomnozkov z eno, dvema, tremi ali Stirimi restriktazami.

Preglednica 16: Stevilo in odstotek edinstvenih (EP), needinstvenih (NP) in ni¢elnih (NiP) profilov restrikcijskih

mest po virtualni restrikciji popolnih in silico PCR-pomnozkov z eno, dvema, tremi ali Stirimi restriktazami.

Restriktaza ali kombinacija Profili restrikcijskih mest* EP NP NiP
restriktaz' Stevilo [%o] Stevilo [%] Stevilo [%] Stevilo [%]
Avall 71 82,56 66 76,74 5 5,81 11 12,79
Haelll 85 98,84 84 97,67 1 1,16 0 0,00
Hhal 84 97,67 82 95,35 2 2,33 0 0,00
Sau3Al 84 97,67 82 95,35 2 2,33 0 0,00
Avall+Haelll 85 98,84 84 97,67 1 1,16 0 0,00
Avall+Hhal 85 98,84 84 97,67 1 1,16 0 0,00
Avall+Sau3Al 85 98,84 84 97,67 1 1,16 0 0,00
Haelll+Hhal 86 100 86 100 0 0,00 0 0,00
Haelll+Sau3Al 85 98,84 84 97,67 1 1,16 0 0,00
Hhal+Sau3Al 86 100 86 100 0 0,00 0 0,00
Avall+Haelll+Hhal 86 100 86 100 0 0,00 0 0,00
Avall+Haelll+Sau3 Al 85 98,84 84 97,67 1 1,16 0 0,00
Avall+Hhal+Sau3 Al 86 100 86 100 0 0,00 0 0,00
Haelll+Hhal+Sau3Al 86 100 86 100 0 0,00 0 0,00
Avall+Haelll+Hhal+Sau3 Al 86 100 86 100 0 0,00 0 0,00
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'Pomeni pogostnost pojavljanja oligonukleotidnih zaporedij GGWCC (W=A ali T), GGCC, GCGC in GATC
(glej 3.8.3) in ni nujno vezano na omenjene encime.

*Skupno §tevilo razliénih profilov restrikcijskih mest.

Najvecje stevilo razli¢nih profilov restrikcijskih mest, ki je kar enako Stevilu EP, je nastalo pri
restrikciji s paroma Haelll+Hhal in Hhal+Sau3Al, trojicah Avall+Haelll+Hhal in
Avall+Hhal+Sau3Al ter Cetverici, najmanjSe pa pri restrikciji z Avall, ki da tudi najmanjse
Stevilo EP in najvecje Stevilo NiP. Povprecno Stevilo restrikcijskih mest za Avall, Haelll,

Hhal in Sau3Al je 1°85,8°17, 4°50 in 4°48 (ni prikazano).

4.6 ARDRA

4.6.1 Obdelava restrikcijskih profilov

Pri izdelavi prvotne matrike (velikost igxjo v razdelku 3.7.4) smo upostevali vse fragmente, ki
jih je zaznal in navedel Agilent 2100 bioanalyzer. Velikost prvotne matrike je bila tako
305x77. 1z podatkov o dolzini in molarni koncentraciji fragmentov nekaterih izolatov smo
posumili na nepopolne restrikcije, meSane vzorce ali kontaminacijo. Spremenili smo izbor
izolatov: izlo¢ili smo izolate brez pozitivnega elektroforetskega signala; izolate, pri katerih iz
elektroferogramov ni bilo mo¢ razlo€iti signalov fragmentov od ozadja ter izolate, pri katerih
je vsota dolzin fragmentov (ob upostevanju koncentracije) moc¢no presegla 1,3-1,5 kbp, to je
pricakovano dolzino PCR-produkta. Prvotno matriko smo tako spremenili v matriko velikosti
209%70 (iyxj1 v razdelku 3.7.4), ki smo jo obdelali s programskim paketom NTSYS-pc v1.8.
Slika 11 prikazuje dendrogram spremenjene matrike z upoStevanjem Jaccardovega

koeficienta.

Na podlagi dendrograma smo lahko izolate zdruzili v osem skupin. Dve najvecji sta vsebovali
veC kot polovico obravnavanih izolatov. Obe sta zdruzevali izklju¢no morske ali izklju¢no
bajerske izolate. Naslednje tri najvecje skupine so zajele Se dodatnih 30 % izolatov; tako je pet

najvecjih skupin zajelo 90 % obravnavanih izolatov, preostanek pa se je razdelil med dva para
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in tri posamezne veje. Najvecjo skupino smo lahko dalje delili v dve podskupini: v Al so
prevladovali (92 %) i1zolati z gojiS¢ z umetno morsko vodo, v A2 pa izolati z gojiS¢ z morsko

vodo (81 %). Zasledili smo torej razlike v ARDRA-profilih med izolati, ki so zrasli na gojis¢u

.....

Tako prvotna kot spremenjena matrika sta razlikovali med dolZinami restrikcijskih
fragmentov; razlike so bile v okviru analitske napake oz. lo¢ljivosti testa Agilent DNA 1000
Assay, to je £5 bp za velikostno obmocje 25-100 bp, +5 % za velikostno obmocje 100-500 bp
in £10 % za velikostno obmoc¢je 500-1000 bp (Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornija,

ZDA). Restrikcijske profile smo se odlocili primerjati Se ro¢no.
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Slika 11: Dendrogram za 70 sedimentnih izolatov, narejen s programskim paketom

NTSYS-pc v1.8; za izdelavo matrike podobnosti je bil uporabljen Jaccardov koeficient

Tako smo morske in sladkovodne izolate na podlagi subjektivho ugotovljene podobnosti
restrikcijskih profilov razporedili v 13 skupin, ki jih prikazuje Preglednica 17. Sliki 12ab

prikazujeta elektroferograma, normirana gela in preglednici dolzin restrikcijskih fragmentov
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za izolata VP3(22) in VP4b(22) (oba LB) iz skupine V. Slike elektroferogramov, normiranih

gelov in preglednic dolzin fragmentov restrikcijskih profilov po dveh izolatov iz skupin I-XI

so prikazane v Prilogah A-K.

Preglednica 17: Skupine izolatov glede na restrikcijske profile PCR-pomnozkov 16S rDNK z oligonukleotidnim
parom fD1/1401r. V skupino Ind smo uvrstili med seboj razli¢ne izolate, ki jih ni bilo mogoce uvrstiti v nobeno

od skupin I-XI in smo jih obravnavali lo¢eno, v skupino N pa izolate, pri katerih z Agilent 2100 bioanalyzerjem

nismo dobili elektoforetskega signala.

Skupina  Izolati Skupina Izolati
I SW1,2,3,4 VII VP2(22) LB
SWG 2,5 ASWK 6
SWK 1,3,4,5,7,8,9,11,12, 13
ASW 2,4,6 VIII OB3(22) LB
ASWG1,2,5 RT1(22) LB
ASWK 1,2,4,13
IX KJ4(22) LB
I OB1(22) LB MR1(22) LB
KJ3(22) LB
MR2(22) LB X BD1(22) LB
OB3(8) LB RT4(22) LB
OB4(8) LB
B02(22) M9+Glc XI BO3(22) LB
SK2(22) LB
I MM2(22) M9+Glc
ASWK14 Ind KJ1(22) LB
VP1(22) LB OB2(22) LB
BO1(22) M9+Glc OB4(22) LB
RT3(22) LB
v ASWK 10 SK3(22) LB
BD3(22) LB FS3(22) M9+Glc
NS2(22) LB ASW 1
ASW 3
A% VP3(22) LB
VP4a(22) LB N BD2(22) LB
VP4b(22) LB MR4(22) LB
NS2(22) LB
VI SWG 3 SK4(22) LB
SWK 13 FS1(22) M9+Glc
ASWG 3 FS2(22) M9+Glc

Crta lo¢uje izolate, ki jih je bilo mo¢ dalje zdruziti v podskupine. Tako skupino II sestavljata dve podskupini z

enim in petimi ¢lani, skupino IIT pa dve podskupini s po dvema ¢lanoma. Pri nekaterih izolatih je bil sestevek
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dolzin restrikcijskih fragmentov daljsi od 1,3-1,5 kbp in je lahko posledica meSane kulture ali ve¢ kot enega

(edinstvenega) zaporedja 16S rDNK v enem mikroorganizmu (torej ve¢ kot en operon za rRNK) (Chandler in

sod, 1997).
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Slika 12ab. Elektroferograma, normirana gela in preglednici dolzin restrikcijskih fragmentov za izolata (a)
VP3(22) LB in (b) VP4b(22) LB iz skupine V.

Na podlagi profila dolzin restrikcijskih fragmentov smo 62 izolatov (od skupno 77; 80,52 %)

razporedili v 13 skupin. V skupino N smo uvrstili 6 - izklju¢no koseskih - izolatov (9,67 % od

62; 7,79 % od 77), pri katerih nismo dobili elektroforetskega signala pri analizi restrikcijskih

fragmentov. Glede na uspes$nost izolacije DNK in pomnozevanja s PCR (fD1/1401r) smo jih

dalje zdruzili v podskupine: v podskupini N.A sta izolata, pri katerih sta bila tako izolacija
DNK kot tudi PCR neuspesna (MR4(22) LB, NS1(22) LB), v N.B izolata, pri katerih je uspela
izolacija DNK, PCR pa ne (SK4(22) LB, FS1(22) M9+Glc), v N.C pa izolat, pri katerem sta
izolacija in PCR uspela (FS2(22) LB).
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Restrikcijski profili Sestih koseSkih (KJ1(22); OB2,4(22), RT3(22); SK3(22) (vsi LB) in
FS3(22) M9+Glc) in dveh piranskih izolatov (ASW1, 3) (skupno 12,90 % od 62, 10,39 % od
77) se razlikujejo tako med seboj kot tudi od profilov ostalih 11 skupin. Izolate smo uvrstili v
samostojno skupino Ind. Ce izvzamemo skupini Ind in N, lahko dve tretjini izolatov
razvrstimo v tri najvecje skupine in Se 16 % izolatov v naslednje tri skupine.

Skupina I zdruzuje 26 ali 41,94 % (33,77 % od 77) - izklju¢no morskih — izolatov. Druga
najvecja skupina (II) zdruzuje Sest koseskih izolatov. Restrikcijski profili kazejo, da jo je moc
razdeliti na dve podskupini: v IL.A je OB1(22) LB, v IL.B pa preostalih pet izolatov. Skupina
III poleg treh koseskih (MM2(22), BO1(22) (oba M9+Glc) in VP1(22) LB) vsebuje tudi
piranski izolat, ASWK14. Skupino III smo razdelili na dve podskupini s po dvema ¢lanoma:
II.A z MM2(22) M9+Glc in ASWK14 ter ITI1.B z BO1(22) M9+Glc in VP1(22) LB. Skupine
IV-VI so trojice. V skupino IV smo uvrstili piranski (ASWKI10) in dva koseska izolata
(BD3(22), NS2(22), oba LB). Poleg podobnosti ARDRA-profilov so si izolati, uvr§¢eni v
skupino V, podobni tudi po rezultatih fenotipskih testov (glej Preglednico 10). Pregled
dendrograma (Jaccardov koeficient) (Slika 11) je nakazal, da sta si podobnejsa VP3(22) in
VP4b(22), medtem ko naj bi bil VP4a(22) podobnejsi RT1(22) (vsi LB). V skupini VI so
piranski izolati SWG3, SWK13 in ASWG3. Skupina VII je par VP2(22) LB in ASWKS6.
Skupine VIII-XI so pari koseskih izolatov.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Z molekularnimi in nekaterimi preprostejSimi fenotipskimi metodami smo skusali opredeliti
izolate iz morskih in sladkovodnih sedimentov ter tako opisati pestrost tistega dela sedimentne
mikrobiote, ki ga lahko (vz)gojimo v laboratorijskih razmerah. Z ekosistemoma se

mikrobiolosko Sele spoznavamo, zato je bilo preucevanje presejalnega znacaja.

Morske in sladkovodne sedimente smo vzorcili v oktobru. Vzorce sedimentov iz Piranskega
zaliva, kopali$¢a ob strunjanskem pomolu in blato z dna Strunjanskega potoka v Strunjanskih
solinah blizu zaliva Sv. Duha smo nacepili na Sest razli¢nih agariziranih oligotrofnih gojis¢;
pri treh je bila osnova morska voda, pri treh pa umetna morska voda (Kopke in sod., 2005).
Vzorce sedimentov iz Koseskega bajerja smo nacepili na dve razli¢ni, pogosto uporabljani
(Straskrabova, 1983; cit. po Kopke in sod., 2005), je bila koncentacija vira ogljika (glukoza ali

kazein) pri gojenju morskih izolatov nizka (0,2 g/1).

Zastavlja se vprasanje, ali je bila izbira oligotrofnih gojiS¢ za izolacijo in gojenje morskih
sedimentnih mikroorganizmov utemeljena. Piranski in TrzaSki zaliv namre¢ spadata med
priobalna podrocja, za katera je znano, da prejemajo velike koli¢ine z dusikom, fosforjem in
mikronutrienti bogate organske snovi (Dell'Anno in sod., 2002; Zimmerman in sod., 2002;
Bouillon in Boschker, 2005), ta pa spodbudi povecano primarno produkcijo. Posledicno
celokupna koli¢ina organske snovi, ki doseze bentos/sediment, presega tako dejansko kot
potencialno razgrajevalno sposobnost sedimentne biote (Nealson, 1997). Iz ugotovitev, da je
bistvenega pomena v zgodnji diagenezi in tudi koli¢ini organske snovi, ki doseze globlje plasti
sedimenta ali se trajno deponira, ravno aerobna razgradnja - ta pa je odvisna od difuzije kisika
in hitrosti respiracije ter omejena na vrhnji sloj - izluS¢imo, da je kisik pri dnu kmalu iz¢rpan.

Nastopita najprej hipoksija (konc. O, <2 ml/l) in nato anoksija. V Trzaskem zalivu tudi
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prihaja zaradi temperaturnih razlik in torej zaradi razlik v gostoti vode do stratifikacije
vodnega stolpa, ki preprec¢i meSanje povrSinske in bentoske vode. To Se dodatno pripomore k
zmanjSanju koncentracije kisika pri dnu, ki se zato hitro porabi, razgradnja organske snovi -
glavnega donorja elektronov v Stevilnih sedimentnih okoljih - pa poteka anaerobno. Ker je
tovrstni nacin zaradi manjSega izkoristka energije pocasnejsi, tudi prispeva k "zastajanju" ali
humifikaciji organske snovi v sedimentu. Oligotrofi zato morda niso reprezentativni za celotno
ali kultivabilno mikrobioto. Zanimivo pa bi bilo izvedeti, kaksno je razmerje med preferencno
oligotrofnimi in preferen¢no kopiotrofnimi mikroorganizmi ter vsaj nakazati odgovore na

pogosta mikrobnoekoloska vprasanja o zvezi med strukturo in funkcijo.

Po nekajtedenskem precepljanju izoliranih bakterijskih sevov smo domnevno ciste kulture
barvali po Gramu, nekatere tudi po Schaeffer in Fultonu (1933) (glej tudi Mormak in Cassida,
1985). Pri koseskih sevih smo izvedli Se katalazni test ter test s 3-odstotnim KOH. S slednjim
je Buck (1982) lahko nedvoumno razlikoval med gramnegativnimi in grampozitivnimi
kulturami bakterij, izoliranimi iz morske vode in rib. Moaledj (1986) na aerobnih izolatih iz
razlicnih globin vodnega stolpa evtrofnega jezera ni dokazal popolne korelacije med
gramskim barvanjem in KOH-testom, ¢emur pritrjujemo: razen enega primera (SK4(22) LB)
je bil KOH-test pri gramnegativnih bakterijah negativen, pri sedmih grampozitivnih pa
pozitiven. Metoda ne omogoca razlikovanja bakterij, ki se barvajo po Gramu variabilno, kar
smo ugotovili tudi sami — KOH-test vseh gramsko variabilnih izolatov je bil negativen.
Uporabnost omenjenega testa in barvanja po Gramu na nepoznanih (ali slabo poznanih) in

nekarakteriziranih okoljskih vzorcih je tako omejena.

Glavnina dela je temeljila na genotipski karakterizaciji izolatov. Odlocili smo se za tipizacijo
na podlagi podobnosti profilov dolzin restrikcijskih fragmentov (dalje ARDRA-profilov) v
verizni reakciji s polimerazo (PCR) pomnozene 16S rDNK. Pri pomnozevanju smo uporabili
Stiri pare zaCetnih oligonukleotidov: fD1, Eub338f, 1392r in 1401r. Njihovo specifi¢nost smo
ugotavljali preko odstotka, ki ga v bazi RDP I1.9 med kvalitetnimi deponiranimi sekvencami

>1200 bp (skupaj 95353 ali skoraj 40 % celotne baze) predstavljajo tiste s tarénim zaporedjem
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za izbrani oligonukleotid. Ugotovili smo, da smo dosegli ve¢ kot 90-odstotno pokritost nabora
sekvenc z Eub338f (ne glede na Stevilo dopuS¢enih neujemanj), medtem ko je fD1, ¢e smo
zahtevali popolno ujemanje tarénega in iskalnega zaporedja, odkril le dobro desetino nabora,
pri dopuscenih treh neujemanjih pa Se vedno manj kot tretjino. fD1 na 16S rDNK nalega na
skrajnem 5'-koncu, zato ta regija pogosto ni zajeta pri sekvenciranju, ¢e je le-to opravljeno le v
smeri 5'-3'. Za restrikcijsko analizo izolatov, katerih 16S rDNK smo uspeli pomnoziti z
oligonukleotidnim parom fD1/1401r, smo se odlo¢ili, ker smo z njim uspeli pomnoziti najvecji

delez tako morskih kot bajerskih izolatov.

Pri izbiri restriktaz smo ubrali virtualno pot: z virtualnim PCR in oligonukleotidnim parom
fD1/1401r smo pomnozili 770 zadetkov iskanja po celotni bazi RDPIL.9 z geslom freshwater
sediment, nato dobljenih 250 in silico PCR-pomnozkov virtualno v loc¢enih »reakcijah«
razrezali s Stirimi razlicnimi restrikcijskimi encimi (Avall, Haelll, Hhal in Sau3Al) ter
ugotovili Stevilo in odstotek edinstvenih (EP), needinstvenih (NP) in nicelnih (NiP) profilov

restrikcijskih mest.

Izbiro restriktaz oziroma preskok iz virtualne v laboratorijsko realnost smo delno utemeljili z
izbiro encima ali encimov, ki da najvecje Stevilo EP ali najmanjse Stevilo NP pri najmanjSem
Stevilu uporabljenih encimov, to je pri parih Haelll+Hhal ter Hhal+Sau3Al. Virtualna
restrikcijska analiza je tudi pokazala, da je Stevilo restrikcijskih mest Haelll skoraj dvakrat
vecje od Stevila restrikcijskih mesta Hhal. Zato bi z uporabo para Haelll+Hhal tako dosegli

vecjo locljivost v primerjavi s parom Hhal+Sau3Al.

Pri analizi rezultatov restrikcijskih profilov nekaterih izolatov smo zaradi neoptimiranosti
postopkov naleteli na tezave. Tako prvotna kot spremenjena matrika, v katerith smo dolzine
restrikcijskih fragmentov povezali z izolati, pri katerih so se pojavili, sta bili obsezni (305x77
0z. 209x70), rezultati njune obdelave v NTSYS-pc v1.8. pa nejasni in premalo informativni. V
kon¢ni fazi smo profile v skupine zdruZevali ro¢no. V nadaljevanju sledijo rezultati in

ugotovitve.
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O razporeditvi restrikcijskih mest profil dolzin restrikcijskih fragmentov, ki je rezultat
ARDRA, ne pove dosti. Prav na podlagi profila dolzin pa smo 62 izolatov (od skupno 77;
80,52 %) razporedili v 13 skupin. V 15 primerih (19,48 %) je vsota dolzin restrikcijskih
fragmentov presegla 1,3-1,5 kbp. Posumili smo na prisotnost ve¢ kot enega tipa
PCR-pomnozka, ki ji je vzrok lahko meSana kultura, naknadna kontaminacija ali prisotnost
vec kot ene edinstvene 16S rDNK v eni celici (Chandler in sod., 1997; Niibel in sod, 1996).

Teh 15 izolatov smo izlo¢ili.

Podrobnejsi pregled elektroferogramov analize restrikcijskih fragmentov je pokazal na
morebitno prisotnost dveh ali ve¢ tipov PCR-pomnozkov. Res, pri nekaterih izolatih so naso
pozornost pritegnile dodatne proge tik ob progi domnevnega pomnozka ali na viSini priblizno
dvakratne dolzine domnevnega pomnozka; za slednje smo sklepali, da so multimerni artefakti

pomnozevanja.

V skupino N smo uvrstili 6 - izklju¢no koseskih - izolatov (9,67 % od 62; 7,79 % od 77), pri
katerih nismo dobili pozitivnega elektroforetskega signala pri analizi restrikcijskih
fragmentov. Glede na uspesnost izolacije DNK in pomnozevanja s PCR (fD1/1401r) smo jih
dalje zdruzili v Stiri podskupine. Odsotnost elektroforetskega signala pri MR4(22) LB in
NS1(22) lahko razlozimo z neuspeSnostjo izolacije DNK in zato PCR-pomnozevanja; pri
SK4(22) LB in FS1(22) M9+Glc z neuspesnim PCR-pomnozevanjem, pri FS2(22) LB pa z

W W

z etanolno precipitacijo.

Restrikcijski profili Sestih koseSkih (KJ1(22); OB2,4(22), RT3(22); SK3(22) (vsi LB) in
FS3(22) M9+Glc) in dveh morskih izolatov (ASW 1, 3) (skupno 12,90 % od 62, 10,39 % od
77) imajo dve znacilnosti, na podlagi katerih smo jih uvrstili v samostojno skupino Ind: med
seboj so si razlicni in nismo jih mogli uvrstiti v nobeno od skupin I-XI. V nadaljevanju

obravnavamo le skupine I-XI.
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Vecino (8 od 11) skupin tvorijo izklju¢no koseski ali izkljuéno morski sedimentni izolati. V
treh meSanih skupinah (III, IV, VII) je bil po en morski izolat, pridobljen iz desetkrat
red¢enega alikvota sedimentnega vzorca iz Strunjanskega kopalis¢a (III), neredc¢enega

alikvota zgornjega (VII) oz. spodnjega (VI) sloja sredice 1. Vsi so zrasli na ASW+Kaz.

Skupina I zdruzuje 26 ali 41,94 % (33,77 % od 77) - izklju¢no morskih - izolatov. Zanimivo
je, da so ti z vseh Sestih gojisc, tako s SW kot z modificiranega ASW. Z uporabo razli¢nih
osnovnih gojis¢ nam torej ni uspelo izolirati raznolikih skupin aerobnih, vecinoma
kemoorganotrofnih, mikroorganizmov iz morskih sedimentov. Ugotovili pa smo, da so po
restrikcijskih  profilih podobni izolati metabolno raznoliki - med izolati so tako
kemoorganotrofi kot tudi kemolitotrofi (ASW 2, 4, 6). Med kemoorganotrofi prevladujejo
izolati z domnevno proteoliticno aktivnostjo (ASWK in SWK), takih je 14 (56,00 % clanov
skupine I). Nekatere izmed izolatov smo v izhodiS¢u izbrali zaradi izkazane agaroliti¢ne
aktivnosti; v skupini I je takih Sest (23,08 % clanov skupine I). Od teh smo Sstiri izolirali na

.....

izolatov skupine I izvira iz zgornjega sloja sredice 1.

Druga najvecja skupina (II) zdruzuje Sest koseskih izolatov. RFLP-profili kazejo, da jo je mo¢
razdeliti na dve podskupini: v IL.A je OB1(22) LB, v IL.B pa KJ3(22), MR2(22), OB3,4(8)
(vsi LB) ter BO2(22) M9+Glc. Argument za delitev je prisotnost dodatnega fragmenta z
dolzino 177 bp pri OB1(22) LB, ki je pri ostalih izolatih odsoten. Izolati se barvajo po Gramu
pozitivno, katalazni test je pri OB4(8) LB negativen, pri BO2(22) M9+Glc Sibko pozitiven in

pri ostalih pozitiven. KOH-test je pri vseh negativen.

Skupina III je ena izmed treh "meSanih" skupin - poleg treh koseskih (MM2(22), BO1(22)
(oba M9+Glc) in VP1(22) LB) vsebuje tudi piranski izolat, ASWK14. Skupino III smo
razdelili na dve podskupini s po dvema ¢lanoma: IILLA z MM2(22) M9+Glc in ASWK14 ter
III.LB z BO1(22) M9+Glc in VPI1(22) LB. MM2(22) M9+Glc je eden izmed S$tirih

gramnegativnih izolatov, toda KOH-test je ravno tako negativen (katalaza Sibko pozitivna),
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kot pri BO1(22) M9+Glc, ki se barva gramsko variabilno (katalaza pozitivna). Pri VP1(22) LB

so rezultati vseh testov pozitivni.

Skupine IV-VI so trojice. V skupino IV smo uvrstili piranski (ASWK 10) in dva koseSka
izolata (BD3(22), NS2(22), oba LB), ki sta skladna tudi glede na gramsko barvanje (+) in
katalazni test (+) Rezultat KOH-testa je pri NS2(22) LB negativen, pri BO3(22) LB pa
dvoumen. Skupina V je glede na podobnost ARDRA-profilov "najmocnejsa", izolati so
skladni tudi po gramskem barvanju (+ oz. +/var), KOH-testu (-) in katalaznem testu (+). V
skupini VI so piranski izolati SWG3, SWK13 in ASWG3. Skupina VII je par VP2(22) LB in
ASWK6. Skupine VIII-XI so pari koseskih izolatov.

Najvecji delez med izolati imajo tisti, ki se barvajo po gramu pozitivno. Prevladujoci obliki sta

palicasta in kijasta.

Tako analiza z NTSYS-pc kot rocna obdelava sekvenc sta pokazali, da so dve najvecji skupini
sestavljali izkljucno morski oz. izklju¢no bajerski izolati in da je bilo mo¢ vecino izolatov

pospraviti v nekaj Stevilcnejsih skupin, preostale pa pretezno v trojice in pare.

Pomemben vidik na gojenju temeljeCega preucevanja sedimentnih mikroorganizmov je
odlocitev, ali mikrobne celice lociti od sedimentnega matriksa. Trenutne metode za loCevanje
celic od matriksa so invazivne in grobe. Iz porocila dos Santos Furtado in Casperja (2000) je
ociten vpliv trajanja sonikacije in medija, v katerem jo mikroorganizmi vzdrZijo. Vendar ne
povesta, kako sonikacija vpliva na Stevilo celic, ki jih lahko (vz)gojimo; ali tak nac¢in obdelave
vzorca favorizira izolacijo in gojenje nekaterih mikrobnih skupin. Ce gre prenesti njune
izsledke (petminutno soniciranje nativnega sedimentnega vzorca je povzro¢ilo zmanjSanje
Stevila celic za skoraj polovico) na vzorce Koseskega bajerja, so petminutno sonikacijo in
centrifugiranje prezivele le najtrpeznejSe in/ali najStevilénejSe celice. Zaradi slabega
dosedanjega mikrobioloskega poznavanja ekosistema, ki se s tem delom (Se) ne bo izboljsalo,

ne moremo re¢i niCesar o posameznih bioloskih entitetah, ki ga sestavljajo in Se manj o
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interakcijah med njimi.

V sedimentnih vzorcih iz KoseSkega bajerja sta nas presenetili tako morfoloska pestrost kot
tudi raznolikost izolatov glede na ARDRA-profile; iz razmeroma hitre, pri nekaterih tudi
agresivne, rasti vecine izolatov z LB sklepamo, da gre za mikrobni plevel (»microbial weeds«;

Madigan in sod., 2003).

52 SKLEPI

Iz vzorcev morskih in sladkovodnih sedimentov smo s kombiniranim pristopom skusali
ugotoviti, kak$na je mikrobna pestrost tistega dela aerobne heterotrofne zdruzbe, ki ga lahko v
laboratorijskih razmerah (vz)gojimo s tradicionalno mikrobiolosko metodo razredcevanja in

nacepitve na agarizirana gojisca.

Iz morskega sedimenta smo mikroorganizme z enakim ali zelo podobnimi restrikcijskimi
profili med 1,3 in 1,5 kbp dolgega PCR-pomnozka 16S rDNK izolirali na Sestih razli¢nih

.....

profili.

Vecina izolatov iz sedimentov Koseskega bajerja se je barvala po Gramu pozitivno ali
spremenljivo, bila KOH-negativna in katalaza-pozitivna. Prevladujoci obliki sta bili palicasta

in kijasta.

Tezave pri izvedbi in dvoumni rezultati omejujejo uporabnost uveljavljenih fenotipskih —
Cetudi le presejalnih - testov na okoljskih vzorcih, Se posebno v pionirskih Studijah, kjer se z

ekosistemom komaj spoznavamo.

Z nobenim parom evolucijsko ohranjenih zacetnih oligonukleotidov nismo mogli pomnoziti

16S rDNK vseh izolatov.
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In silico ugotovljena specificnost zaéetnih oligonukleotidov, katerih taréna mesta so na

skrajnem 5' ali 3' koncu, je odvisna od kakovosti deponiranih sekvenc.

Ugotovili smo, da je ARDRA primeren nacin za presejalno testiranje sedimentnih izolatov, a

zahteva Se nekaj optimizacije.

Vecino izolatov smo lahko razdelili v nekaj vecjih skupin, ostale pa v skupine z manj$im

Stevilom ¢lanov.

V dveh najvecjih skupinah so bili izkljuéno morski oz. izklju¢no bajerski izolati.
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6 POVZETEK

Preucevali smo pestrost aerobne heterotrofne sladkovodne in morske sedimentne mikrobiote,
ki jo lahko izoliramo s tradicionalno mikrobiolosko metodo razred¢evanja in nacepitve na

trdna gojisca ter gojimo v laboratorijskih pogojih.

Poglavitni del informacij smo pridobili z izdelavo restrikcijskih profilov pomnoZene
16S rDNK domnevno Ccistih kultur izolatov, dopolnjujejo pa ga nekatere preprostejSe in

uveljavljene fenotipske metode.

Skupno smo tako pregledali 77 izolatov, 43 morskih in 34 sladkovodnih. Morske smo izolirali
bila v sestavi osnovnega gojis¢a (modificirano gojisc¢e z umetno morsko vodo (ASW; Kopke

in sod., 2005) ali sterilizirana morska voda).

Po veckratnem precepljanju smo iz domnevno ¢istih kultur izolirali genomsko DNK. 16S
rDNK smo pomnozevali s §tirimi razli¢nimi evolucijsko ohranjenimi bakterijskimi zacetnimi
oligonukleotidi: fD1, Eub338f, 1392r in 1401r (od R-1401 (Niibel in sod, 1996) se razlikuje v
dveh nukleotidih). Pomnozke s pri¢akovanimi dolzinami med 1,3 in 1,5 kbp smo hkrati
razrezali z restriktazama BSURI (GGCC) in Hhal (GCGC). Produkte restrikcij smo analizirali s
sistemom Agilent 2100 bioanalyzer in obdelali s programom Agilent 2100 expert.

V matriko velikosti 305%77 smo za vsak izolat vnesli velikosti fragmentov. Prvotna matrika je
upostevala vse fragmente. Toda vsota velikosti fragmentov se pri nekaterih izolatih ni skladala
z velikostnim obmoc¢jem pricakovanih PCR-pomnozkov; posumili smo na nepopolne
restrikcije, prisotnost ve¢ kot enega edinstvenega gena za 16S rRNK v posameznem izolatu,
mesano kulturo ali naknadno kontaminacijo. Zmanjsali smo nabor fragmentov in izolatov.

Tako je nastala matrika velikosti 209x70.
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Ugotovili smo, da se ARDRA-profili sladkovodnih in morskih izolatov med seboj razlikujejo.
Dve najvecji skupini - tako po analizi z NTSYS-pc v1.8 kot po subjektivni (rocni) primerjavi
profilov - sestavljajo izklju¢no morski oz izklju¢no bajerski izolati. Vec¢ino izolatov lahko
zdruzimo v nekaj vecjih skupin, preostale pa v pare in trojice; nekateri tvorijo samostojne

linije.

Pri interpretaciji rezultatov in oblikovanju sklepov smo imeli tezave zaradi neoptimiranosti

postopkov od vzorc¢enja do ARDRA, posredno pa tudi zaradi nepoznavanja ekosistema.

V odsotnosti sekvencne informacije ne moremo re¢i niesar dokoncnega o taksonomski

poziciji izolatov.
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Sample 5

e

[P,

120

10-5+18, 03

Resad: 1.5.2005 10:45:18
Modifid: 1.8.2006 11:27:08
Sample 5

40 50 &0 70 a0 L=1] 100 110 ] [s]
Overall Results for sample 5 : Somple 5
Mamber of peaks found: o
Peak table for sample 5 : Sampile 5
Size [bp] Conc, [ng/pil Molarity [nmaod/I] Observations
4 15 420 4242 Loweer Marker
k- 0,54 .8
% 0,28 a3
7 0,54 e
o 0.4 [H
108 L7 5,7
138 L35 13,7
174 330 M7
80 0,04 6,2
352 3,83 15,5
a9 0,05 01
[ 1.500 pAL] 1 Upper Markes
2100 expert @ Copyright 2003 Agilentt Technologies, Inc. Prined: 1.6.2006 14:10:51



2100 expert_DNA 1000_DEOIO00347_3006-07-26_13-30-10.xad

Page 13 of 4

sy Class: DN 1000 Head: 26.7.2006 1223910
Dt Path: €226\ 2100 expert_DHA 1000_DEOIO0034T_I006-07-36_12-30-100xad Mocified: 37.7.3006 Go04:37
Ebectrophisrogram Sunumary Cont ..
Samgle 5
(R, Sample 5
0
1“ & —
&0 .
S0

<0 =0 &0 70 B0 50 100 120 [5]
Overall Results for sample 5 1 Sample §
Nurtber of peaks found: 7
Peak table far sample § : Sample §
Size [bo] Conc. [nafull Molarity [nmel/l Observations
13 0,00 0,0
4 15 4: 44,2 Lo Masker
2 054 30 Possbie Co-Mgraton of 2 Peaks
135 1,55 17,4
178 1,88 16,8
183 2% 19,4
245 293 18,0
F 302 15,4
E] 3w W1
» 1.500 210 a1 Upper Marker
2100 expert ) Copyright 2003 Agilent Technologies, Inc. Pricibed: 20.7.2006 14:47:36

Priloga H: Elektroferogram, na spodnji in zgornji
marker normiran gel (desno od elektroferograma)
in preglednica dolzin restrikcijskih fragmentov za
izolata OB3(22) LB (zgoraj) in RT1(22) LB
(spodaj) iz skupine VIII.
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Hssay Class: DA 1000 Read: 26.7.2006 12:35:10
Data Path: €1, 2612100 eopert_DNA 1000_DEO2000347_2006-07-26_12-38-10.x8d Moified: 27.7.2006 9:04:37
Flectroplieragram Summary Cont ...
Sample 9
[Fu) Samole 9
180H ‘f"\'
1604
1404
120-
o 100
3 ®
g 0] &
—_—
L & —_—
A0 —
204
= | &
0 e
40 S0 &0 70 =) a0 100 110 120 130 5]
Overall Results for sample 9 : Sample &
Humber of peals found;: Ll
Prak table for sample 8 1 Sample &
Size [bp] Conc, [na/ull Molarity [nmelil] Observations
4 15 4,20 24,2 Lowes Marker
il 0,73 45,5
13 320 3
174 35 M1
181 53 45,0
aaz X %0,7
E L] 29
04 k3 0
w L &7
473 {311 0,3
» 1.500 210 21 Upper Marker
200 et D Copyright 2003 Agilent Technologies, Ine. Printixd: FA.T2006 14:47:38
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Assay Chass: ONA 1000 Head: 26.7.2006 11:39:56
Data Path: €51, 26\ 2100 expert_DNA 1000_DEOZ000347_3006-07-36_11-39-56.0d Modified: 00,3006 15:50:03
Electropherogran Sumary Cont ..
Sample 8
[20)] Sample 8
45
0 —
35
30
P
]
i
15
10 —
5 |
/ J "_‘_JlL J
P — S NI
40 50 E] £ El E] w00 a0 1 2]
Overall Results for sample 8 : Sample 8
Nurrber of peakes found: 3
Peak table for sample 8 : Sample 8
Lonc, [ng/ull
4 15 4,20 4242 Lewer Marker
4 0,12 43
13 0,42 47
154 1,63 15,1 Possia Co-Mgration of 3 Peaks
16 0,24 b Questionabia Peak
174 0,59 51
n 042 L7 Questonable Peak
(] 1.500 210 L1 Upper Marker
2100 capet © Copyright 2003 Aglent Technologhes, Ine. Printed: 20.9.2006 15:54:28

Priloga I: Elektroferogram, na spodnji in zgornji
marker normiran gel (desno od elektroferograma)
in preglednica dolzin restrikcijskih fragmentov za
izolata KJ4(22) LB (zgoraj) in MR1(22) LB
(spodaj) iz skupine IX.
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Assay Class: DNA 1000 Read: 26.7.2006 11:30:56
Data Path: o2 pert DA 1000, 2 26_11-39-56.4d aodified: 29.8.2006 15:50:03
Flectropherogram Sunmary Cont ...

Sample 9
[Ru], Sampls 9

50 —
40

; 0
20 —
m PR ﬁt J L

0= ._J-" \JKA sanad A_‘J k . ! L
40 50 &0 0 a0 a0 100 120 [51

Overall Results for samphe 9 Samphe 9

Pamber of peaks found: n
Peak table for sample 9 : Sample 9

Size [bp] Conc, [na/ull Molarity [nmel/I]
4 15 420 a2 Lower Marker

» 024 157

41 0,48 15,7

57 L2 s Possbie Co-Mgration of 2 Pesls

B3 1.05 9.2

] 102 1.5

137 1.7 19.6

15 a2 2.9

174 42 .2

2% in 2.6

65 390 23

s 0,07 o4 Questionabie Peak
» 1,500 210 1 Upper Marier
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Ay Clargs: DA 1000 B 26.7.2000 11:39:56
Data Path: £, 2612100 expert_DHA 1000_DEO2000347_2006-07-26_11-39-56.xad Modified: 20.8.2005 15:50:00

Flectropherogram Sunumary Cont ..

Sample 1
[Fu) Samgple 1
€0
B
401
2 30
;,__
104
[V ---v-_a'l . f...JIL'”'..I | ‘.J'\,JL.»JILW RS S—| | RES
a0 50 &0 70 ) ) 100 110 120 Is]
Overall Results for sample 1 : Sample 1
Nater of pealks found: 14
Peak table for sample 1 1 Sampie 1
Sizs [be] Canc, [ngiull Mokarity [nmelil] Dlssrvalions
4 15 42 24,2 Lawver Marker
£ 0,51 LY
0z 0,71 s
j+11 052 8]
15 1,06 1%
%7 33 a1
i3 0,08 o7
197 13 10,3
305 1,06 79
pitl 142 10,0
o 0,08 0,4
1 013 08
265 0,14 08
281 03 18
360 03¢ 16
» 1.500 2,10 21 Upper Marker
2100 axpert_DHA 1000_DEOZOMOI4T_P006-07-36_13-10- 10 Page 19 of 24
sy Class: DMA 1000 Read: 26.7.2006 12:39:10
Data Path; il 2612100 emprert_DHA 1000_DEOI0C00HT_2006-07-26_12-19-10.xad Mouifiesd: 27.7.2006 90437
Electropherogram Summary Cont ..
Samgle 11
[Fu], Sample 11
% e
704 N .
R
0y &
0 K.
3 o
L
20 —
=
1 e ] =
oA TALLEL J
Priloga J: Elektroferogram, na spodnji in ;. o _—
N . [ = &0 ™ o 0 100 10 10 130 [5)
zgornji marker normiran gel (desno od
Overall Results for sampls 11 : Samphs 11
. . we Murmber of peaks found; 1
elektroferograma) in preglednica dolzin
Peak table for sample 11 1 Sample 11
restrikcijskih fragmentov za izolata BD1(22) § ‘eea Franaa raia Ssaouatins
3 0,51 ne
LB (zgoraj) in RT4(22) LB (spodaj) iz skupine " e e
w2 L a9
X. - s i
161 3 06
172 73 ne
181 0,70 58
189 316 n3

o 0,06 03
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Assany Class: DNA 1000 Read: 26.7.2006 11:39:56
Data Path: C:. 2602100 expert_DNA 1000_DEOR000I4T_2006-07-26_11-¥9-55.xad Maxdified 20.8.2006 15:50:03
Electropherogram Summary Cont ...
Sample &
(P Sarrche 5
250 —
200
lg 1504
B —
& —
100
] J/U/M
&JLJ‘ ! Hk_. _.J '\.H_, K, J L
40 0 ] m F @0 100 110 120 ]
Ovarall Results for sampla 5 :Sampla 5
Nurrbér of paaks found: 1n
Peak table far sample § : Sample 5
Size [bp] ‘Conc, [na/ull HMaolarity [mmal/1l Observations
4 15 4,20 4242 Lower Markar
5 0,54 n3
az 1,19 s
63 1,06 mE
106 24 348
122 1,69 359
161 422 nr
183 4.7 39
284 772 41,2
krrd 0,06 03
361 9,80 41,2
458 005 o1 2100 expert_DNA 1000_DE0O2000347_2006-07-36_12-39- 10.cad Fage Il of 4
Ay Class: DA 1000 Arad: 26.7.2006 12:3%:10
Data Path: 42602100 expert_Di4 1000_DEOZ000347_2006-07-26_12-39-10.xad Modified: 772006 90437
Ebectropherogranm Summary Comt ...
Sample 12
[P Sample 12
= -
160
140
120 ‘d"
oy 100
$ e —
5 &
ol =
A0 \‘" .3 ﬂ
» ¢
] U
£ ?#ﬁ"ﬁ” Fealllicy B
- 40 TR 70 o W W0 10 w0 120 [
Overall Results for sample 12 : Sample 12
Nurber of peaks found: 16
. e . Peak table for sample 12 : Sample 13
Priloga K: Elektroferogram, na spodnji in zgornji marker Site tha) cone.tnatull [
4 15 4,20 4242 Lorwier Marker
. . . i 0,39 39
normiran gel (desno od elektroferograma) in preglednica » o 27
&2 0,53 13,0
.- . e g . L] 0,07 12
dolzin restrikcijskih fragmentov za izolata BO3(22) LB 101 i 166
FEE) 019 a1
(zgoraj) in SK2(22) LB (spodaj) iz skupine XI. - b e
ﬂi o1 )
m 495 o4
09 0,24 1.2
s 0,06 03
347 6,74 04
380 0,88 37
» 1.500 2,10 1 Lpper Marker



