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S1

sl/en

Iz skupne DNA vzorcev mikrobnih prevlek, ki smo jih asepti¢no odvzeli iz sten
Pajsarjeve jame (Vrhnika, Slovenija) smo pripravili Sest klonskih knjiznic
bakterijskega gena za 16S rRNA. Arhej v vzorcu nismo odkrili. Dolo¢ili smo
nukleotidno zaporedje vkljuC¢kom skupno 280 za insert pozitivnih klonov.
Analizirali smo 171 visokokvalitetnih nukleotidnih zaporedij. Pokazali smo, da
je mikrobna raznolikost v vzorcu Pajsarjeve jame nepricakovano visoka.
Rarefakcijska krivulja je potrdila, da bi dodatno vzorCenje pokazalo vecjo
mikrobno raznolikost. Z izraCunom cenilk raznolikosti smo ovrgli hipotezo, da
je jamsko okolje za mikroorganizme skrajno okolje. V vzorcu mikrobnih
prevlek Pajsarjeve jame smo opisali predstavnike osmih debel Bacteria. V
vzorcu mikrobnih prevlek sten Pajsarjeve jame so bili najbolj zastopani
predstavniki debla Proteobacteria (predvsem razred Gammaproteobacteria),
Actinobacteria in Nitrospira. Nukleotidna zaporedja smo na osnovi 3-odstotne
razlike v evolucijskih razdaljah razdelili v 50 operativnih taksonomskih enot
(OTU). S filogenetsko analizo smo ugotovili, da so predstavniki posameznih
OTU le malo sorodni doslej opisanim bakterijskim vrstam. Predstavniki
posameznih OTU so bili pogosto sorodni drugim okoljskim zaporedjem, ki so
jih osamili v jamskem okolju. Sklepali smo, da stene Pajsarjeve jame prerascajo
mikrobne prevleke, katerih sestava je edinstvena in ki jih v veliki meri
sestavljajo nove, doslej neopisane vrste.
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S1

sl/en

In this study, the diversity of prokaryotes constituting microbial communities
colonizing the walls of the Pajsarjeva jama cave (Vrhnika, Slovenia) was
examined. To this aim, six bacterial 16S rRNA gene libraries were constructed.
We have sequenced a total of 280 clones and obtained 171 high-quality
sequences. This analysis showed a high diversity within the Bacteria, while
members of Archaea were not recovered. The application of various species
richness estimators confimed the diverse nature of the microbial community
sample refuting the hypothesis that the cave environment is extreme for
microorganisms. Furthermore, rarefaction curves indicated that the additional
sampling would yield additional diversity. A total of eight bacterial phyla were
detected in the analyzed samples. Members of Proteobacteria (class
Gammaproteobacteria) were most abundant in the clone libraries and were
followed in abundance by members of Actinobacteria and Nitrospira. Based on
3-percent differences in evolutionary distances, the sequences formed a total of
50 operational taxonomic units (OTU). The phylogenetic analysis showed that
the vast majority of Pajsarjeva jama sequences were not related to any validly
described species of Bacteria. Instead, the sequences were often related to
environmental 16S rRNA gene sequences recovered in other hypogean
environments. The unique structure and composition of studied microbial
communities showed the broad spectrum of unknown and yet to be cultivated
microorganisms inhabiting these cave systems.
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1UVOD

Podzemeljska okolja so naravne pa tudi umetne podzemeljske votline razlicnih velikosti (od
kraskih jam do sistema Spranj v skali in prostorckov med prodniki), katerim je skupna
popolna odsotnost svetlobe in s tem tudi odsotnost primarne produkcije (Zagmajster, 2009).
Tovrstna okolja so ve¢inoma revna s hranili in zelo stabilna, saj se okoljske razmere v Casu le
malo spreminjajo. Nestalna skromna preskrba s hranilnimi snovmi je eden izmed kriti¢nih
pogojev, ki vplivajo na oblikovanje podzemeljske favne, ki je najveckrat odvisna od toka
hranil in energije iz povrsja, Se posebej od fotosintetsko proizvedene organske snovi. Vecina
organskega materiala prispe v jamo preko pronicanja, raztapljanja ali razprsitve vodnih
kapljic skozi strop in z naplavinami po tleh in stenah s podzemnimi vodotoki. Organski
material lahko v jame vstopi tudi z vetrom, kot dendrit (npr., trdni delci, kot so listje in leseni
ostanki ali kot raztopljen organski ogljik) ali iztrebki netopirjev in pticev (HUpop, 2000).
Vnesena hranila zadosS¢ajo za razvoj raznolikih mikrobnih zdruzb, ki so posebej v skrajno
oligotrofnih jamah, pogosto kemolitotrofne. Jamski mikrobi lahko kot vir hranil uporabljajo

tudi amonij, nitrat, zveplo, mangan ali spet oksidirajo Zelezo (Northup in Lavoie, 2001).

Slovenija je kraska dezela, saj je ve¢ kot 40-odstotkov njenega povrsja iz karbonatnih kamnin
od devonske do miocenske starosti (Gams, 2004). V Stevilnih jamah Slovenije, pa tudi drugod
po dinarskem krasu opazimo mikrobne prevleke, pokrite z drobnimi kapljami vode, ki ob
osvetlitvi odsevajo srebrno ali zlato svetlobo. Prav zaradi tega so si med lokalnimi speleologi
tovrstne prevleke prisluzile ime 'jamsko srebro'. Zgodnje raziskave 'jamskega srebra' segajo
Se v sedemdeseta leta prejSnjega stoletja, ko sta Megusar in Sket (1973) pokazala organsko
naravo teh prevlek in pozneje tudi v Cisti kulturi osamila nekaj jamskih bakterij. Pokazali so,
da gre za pripadnike Actinobacteria, ki niso bili sorodni nobeni, do tedaj opisani vrsti (Kovac,
1971; Merlak, 1975). Toda, ti dragoceni izolati so se s ¢asom izgubili, raziskave pa so

opustili.

Pajsarjeva jama, ki se nahaja 20 km jugovzhodno od Ljubljane, je Se posebej bogata z
'jamskim srebrom'. Ta horizontalna, lahko dostopna jama, je dolga 555 m. Skoznjo tede

majhen potok, ki ob vhodu v jamo ustvari strugo in te¢e po Podlipski dolini naprej. Jamo le
obcasno obiscejo jamarji in speleologi, drugace pa je v potoku v jami napeljana cev, ki jo

uporablja bliznji kmet za oskrbo valilnice rib. V notranjosti jame lahko zasledimo prepletanje
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makroskopskih kolonij bele, rumene, sive in roza barve, ki so od blizu vidne kot grudaste
prevleke, debeline do 1 mm na karbonski ali glineni podlagi. Na njih se nabirajo kapljice
vode, ki jim ob osvetlitvi dajejo srebrn videz. O kopenski favni jame imamo le malo
podatkov, saj so porocali le o skromnih kolonijah troglofilnih netopirjev Rhinolophus
hipposideros in Rhinolophus ferrumequinum. Poleg nekaterih troglobiontov, favna potoka
vkljuuje plazeCo postranico fossarum Gammarus, Stevilne li¢inke Chironomidae, manj
Stevilne li¢inke Plecoptera (rod Nemoura sp.), Rotatoria in Acarina in le en osebek
Elmintidae (Coleoptera ) Trichoptera in Hydra sp (Fisar, 2009). Sladkovodni postranici
Ingolfiella beatrice (Ruffo in Vonk, 2001) in Hadzia fragilis stochi (Karaman, 1972) sta v
Sloveniji edini predstavnici svojega rodu in edino znano nahajaliS¢e je v Pajsarjevi jami

(Figar, 2009).

1.1 NAMEN DELA

V okviru diplomske naloge smo si prizadevali ugotoviti, kaksna je vrstna sestava mikrobov, ki
v Pajsarjevi jami tvorijo prevleke jamskega srebra. Zanimalo nas je, katere vrste bakterij in
arhej sestavljajo te prevleke, katere med njimi so najbolj pogoste in ali gre za vrste, ki so
prisotne tudi v drugih okoljih ali za jamske specialiste. Pri¢akujemo, da je vpliv ¢loveka s
postavitvijo odvodne cevi v vodotoku in Zivljenjem v neposredni blizini jame doprinesel k
temu, da v mikrobnih zdruzbah Pajsarjeve jame lahko najdemo predstavnike, ki so drugace
tipi¢ni za predele obdelovalnih zemeljskih povriin ali so drugaée povezani s Elovekom. Zeleli
smo, da bi rezultati diplomske naloge prispevali k poznavanju jamskih mikrobov dinarskega

krasa.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevali smo, da je raznolikost mikrobov v oligotrofnem jamskem okolju nizka, v

primerjavi s hranili bogatimi sistemi.

Predvidevali smo, da je sestava mikrobne zdruzbe, ki naseljuje stene Pajsarjeve jame

edinstvena in nesorodna mikrobnim zdruzbam v drugih, doslej Studiranih, jamah.

Predvidevali smo, da jame naseljujejo ozko specializirani mikroorganizmi, najverjetneje nove,

doslej neopisane vrste.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ZGODOVINA SPELEOBIOLOGIJE

Speleobiologija je veda, ki se ukvarja z raziskovanjem podzemeljskih okolij in organizmov,
ki jih naseljujejo. Podzemeljska okolja so naravne pa tudi umetne podzemeljske votline
razlicnih velikosti (od kraskih jam do sistema Spranj v skali in prostorckov med prodniki),
katerim je skupna popolna odsotnost svetlobe, s tem pa tudi odsotnost primarne produkcije
(Zagmajster, 2009). Tovrstna okolja so veCinoma revna s hranili in zelo stabilna, saj se
okoljske razmere v Casu le malo spreminjajo. Slovenija je kraska dezela, saj je vec¢ kot 40-
odstotkov njenega povrsja iz karbonatnih kamnin od devonske do miocenske starosti (Gams,

2004).

Slika 1. Zemljevid kraskih podrocij na ozemlju Republike Slovenije (LTER-Slovenija, 2004)

V Sloveniji je znanih ze veC kot 8200 kraskih jam (Ekataster jam, 2005), zato ne preseneca,
da opisi prvih jamskih Zivali izvirajo prav iz slovenskega ozemlja. Ze v 17. stoletju je Janez
Vajkard Valvasor v svojem znamenitem delu Slava Vojvodine Kranjske omenjal ¢lovesko
ribico, sicer le kot [Tnavadno golazen[], medtem ko so domacini v njej videli zmajevega
mladi¢a (Slika 2). Sele stoletje kasneje je bila znanstveno opisana z latinskim imenom
Proteus anguinus in pravilno prepoznana za dvozivko. V naslednjem stoletju, 1831, je Luka

Ceg, svetilni¢ar v Postojnski jami, iz jame prinesel hro$¢a nenavadne oblike. Preko grofa
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Hochenwarta je Zival prisla v roke naravoslovcu Ferdinandu Schmidtu, ki je v njej prepoznal
ne le za znanost novo zivalsko vrsto, temvec tudi vrsto, specializirano na zivljenje izklju¢no v
jamah. Leta 1832 je v ljubljanskem casopisu Illyrisches Blatt izSel znanstveni opis te zivali, ki
ji je Schmidt poleg znanstvenega imena Leptodirus hochenwartii, dal tudi lepo slovensko ime
— drobnovratnik (Slika 3). Sele to odkritje je pozornost naravoslovcev usmerilo na dotle;
povsem prezrto zivljenjsko okolje. Zaceli so z iskanjem zivali v jamah, sledila so nova
odkritja, sprva na slovenskem krasu, kmalu pa tudi po kraSkih obmo¢jih drugod po svetu

(Zagmajster, 2009).

Slika 2. Podobe o strasljivem Zivljenju v jamah, pred vhodom v turisticno jamo v jugozahodni Avstraliji.
(Zagmeister, 2009: 4).

LEPTODIRUS HOCHENWARTII,

Slika 3. Drobnovratnik na litografiji iz leta 1871 (Hartwig, 1871:
163).
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2.2 SPELEOGENEZA

Speleogeneza je veda, ki opisuje proces nastanka kraske jame. V nastanek jame je vpletenih
vec¢ geoloskih in kemijskih procesov kot so vodna erozija, delovanje tektonskih sil, delovanje
mikroorganizmov, prisotnost atmosferskih vplivov ali delovanje ¢loveka. Najbolj pogosto
nastanejo jame z raztapljanjem topnih kamnin kot so apnenec, kreda, dolomit, marmor, sol in
sadra. Raztapljanje je posledica pronicanja podtalnice skozi prelome, plasti in razpoke v
kamninah, povzroca pa ga ogljikova in druge organske kisline. Raztapljanje apnenca ustvarja
apnencaste jame, pa tudi krasko pokrajino z znacilnimi povrSinskimi pojavi kot so poZiralniki,
vrtaCe, uvale ali presihajoca jezera. Znotraj apnencastih jam pogosto najdemo tvorbe, ki
nastanejo zaradi dolgotrajnega nalaganja kalcijevega karbonata. Zelo znacilni so sekundarni
mineralni sedimenti, ki se imenujejo kapniki. Med te spadajo stalaktiti, stalagmiti, stebri,
cevclice, zavese in ponvice. Jame lahko nastajajo tudi z drugimi procesi. Tako primarne jame
nastajajo istoCasno kot kamnine iz katerih so zgrajene. Najbolj pogost primer takSnih jam so
kanali lave, ki se oblikujejo zaradi delovanja vulkanov. Jame se lahko v celoti oblikujejo
zaradi erozije tekoce vode, ki s seboj prenasa kamenje in druge usedline. Delovanje morja
povzro¢a erozijo, ki rezultira v nastanku morskih jam. Jame lahko nastanejo tudi z

delovanjem vetra ali s topljenjem ledu pod ledeniki (Culver in Pipan, 2009).

Geolosko gledano je kras del zemeljske skorje, katerega znacilnosti pogojuje kemicno
delovanje vode na relativno dobro topne karbonatne kamnine. Zakrasevanje karbonatnih
kamnin se zacne takoj, ko kamnina preide iz okolja nastanka v neko druga¢no okolje, ki je
vecinoma pod vplivom meteorne vode. Ko apnenec in dolomit zakrasujeta, se pri tem
naceloma raztapljata minerala kalcit in dolomit. Za razvoj krasa na karbonatnih kamninah je
najpomembnejsa kemijska reakcija raztapljanje z ogljikovo kislino. Dezevnica se v atmosferi

in pri ponikanju skozi tla obogati s CO;, in z njim tvori Sibko ogljikovo kislino (enacba 1):
H20(l) + CO2(aq) = HCOs'(aq) + H'(aq); (D)

ki pri ponikanju skozi karbonatne kamnine le-te topi, pri Cemer nastajajo kalcijevi in

hidrogenkarbonatni ioni (enacba 2):
CaCOj3 + H,CO; = Ca?* + 2(HCOs3) (2

Intenzivnost raztapljanja je odvisna od zunanjih dejavnikov, med katerimi sta posebej
pomembna klima in relief, ter od lastnosti karbonatne kamnine. Podnebje, ki ga v veliki meri

dolocata geografska Sirina in relief vpliva posredno tudi na pokritost dolo¢enega obmocja s
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tlemi in rastlinjem ter koli¢ino CO, v vodi. Z raztapljanjem nastajajo za kras znacilne

podzemeljske in povrSinske oblike ter podzemeljski vodni odtok.

Beseda kras ima v slovenskem jeziku tri pomene. Kras prvotno pomeni golo, kamnito
pokrajino, ki se kot ime v Sloveniji pogosto pojavlja s krajevnimi toponimi ali pa oznacuje
celo pokrajino. Kras z veliko zacetnico pomeni karbonatno planoto med Trzaskim zalivom,
Vipavsko dolino in Divaco. Na tem obmocju se je zacelo preucevanje apnencaste pokrajine in
njenih pojavov in zato danes predstavlja zibelko speleologije pri nas in po svetu. Beseda kras
pa lahko nastopa tudi kot ime za naselbine in ledine in je najpogostejSe na obrobju
Dinarskega, osamelega krasu oziroma kjer se pogosteje izmenjavata goli in pokriti kras. V
Sloveniji kras prekriva 43-odstotkov povrsja in sicer 35-odstotkov povr§ja na apnencu in 8-
odstotkov na dolomitu. Kras je pri nas razvit na razli¢nih karbonatnih kamninah, ki po starosti
segajo od devonija do miocena ter tudi mlajSih karbonatnih brecah in konglomeratih. Glede
na geoloske, hidroloske, morfoloske in pokrajinske pogoje, kras v Sloveniji po Habic¢u delimo

na tri ve¢je enote: Alpski kras, Dinarski kras ter Predalpski vmesni in osamljeni kras.

Dinarski kras, kamor spada obravnavano ozemlje, se nahaja v juzni Sloveniji. Na njem lo¢imo
dva tipa reliefa: Visoki dinarski kras (kras visokih planot: Javorniki, HruSica, Nanos, Trnovski
gozd, BanjSice in SneZnik) in Nizki dinarski kras (kras v nizjih predelih; svet podolij in dolin:
Notranjsko podolje, Pivska kotlina, Kras). Za Dinarski kras so znacilni apnenci in dolomiti
permske, triasne, jurske, kredne in paleogenske starosti, ki jih sekajo prelomne strukture v
prevladujoci dinarski smeri, to je SZ-JV. To je kras z velikim Stevilom vrta¢, kraskih polj,
uravnanim povr§jem in visokimi kraskimi platoji. Na Dinarskem krasu je najbolj izrazit
erozijski proces raztapljanje, drugi procesi, kot so to npr. fluvialna erozija ali pobo¢ni procesi,
pa imajo podrejeno vlogo. Za Dinarski kras so znacilna tudi velika krasSka polja, kot sta
Cerknisko in Planinsko polje, ki si sledijo v nizih v obmoc¢ju mocnejSih prelomnih con (na
primer Idrijski prelom). V tem krasu je veliko Stevilo jam, med drugimi tudi nas najdaljsi

jamski sistem, to je sistem Postojnskih jam, z okrog 20 km znanih rovov (Zupan, 2010).

2.3 EKOLOSKA RAZVRSTITEV JAMSKIH ZIVALI

Glede na prilagojenost jamskem okolju lahko organizme, ki naseljujejo jame, razdelimo v

Stiri skupine (Sket, 2008).




Kovée B.Mikrobna raznolikost prevlek, ki tvorijo 'jamsko srebro' v Pajsarjevi jami.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

Troglokseni ali slu¢ajneZi, so tiste vrste, ki se v podzemnih habitatih pojavljajo le ob¢asno in
se tam ne morejo obdrzati. Troglokseni so nakljucni obiskovalci jam, ki se v njih zadrzujejo
zaradi vlage, hrane ali zaSCite in jih najdemo predvsem ob vhodnih delih jame. Sem

pristevamo npr. populacije komarjev, ki jih najdemo v vecini jam.

Subtroglofili so vrste, ki se dokaj redno zadrzujejo v podzemlju, vendar pa za eno od
zivljenjskih funkcij nujno potrebujejo povrsje, na primer na povrSju opravljajo nekatere
bioloske funkcije kot sta hranjenje ali razmnoZzevanje. Subtroglofili so netopirji (Chiroptera),

jamski pti¢i (hudourniki Aerodramus spp.) in nekatere jamske ribe.

Evtroglofili so sicer povrSinske vrste, ki pa lahko podobno dobro uspevajo v podzemlju; to so
vrste, ki lahko oblikujejo jamske populacije, te pa se na podzemlje tudi povsem navezejo.

Med evtroglofile pristevamo npr. izopodnega raka Asellus aquaticus.

Troglobionti pa so vrste, ali pa le (zgoraj omenjene) populacije vrst, ki praviloma preZzivijo le
v podzemlju. Med troglobionte priStevamo npr. mocerila (Proteus anguinus). Troglobionti so
praviloma tudi troglomorfni, vendar ne vsi. Med oblikovne spremembe, ki so posledica
jamskega zivljenja priStevamo zakrnevanja (najpogosteje koznih barvil in o€i) in izrazitejSo

razvitost nekaterih telesnih delov (najveckrat daljSanje trupa).

2.4 MIKROBIOLOGIJA JAM

Jame gostijo zelo razlicne mikroorganizme, od katerih so nekateri zelo ozko specializirani.
Bakterije, arheje, glive in protozoji so splosno razsirjeni v podzemnih habitatih in naseljujejo
vedino raziskanih jam. Cetudi lep delez mikroorganizmov v jame zaide s povrsja, gostijo jame
tudi veliko Se neopisanih vrst, katerih metabolite bi lahko uporabili tako v medicini kot tudi v
biotehnologiji. Za jame se zanimajo tudi astrobiologi, saj je jamsko okolje dober modelni

sistem za preucevanje moznosti razvoja zivljenja na drugih planetih (Culver in Pipan., 2009).

V odsotnosti primarne produkcije je Zivljenje v jami najveckrat odvisno od vnosa organskih
snovi iz povr$ja. Hranila v jamo lahko vstopijo neposredno — preko rastlinskih korenin ali
iztrebkov netopirjev. Posredno vstopajo hranila v jamo z vodnimi kapljami, ki prehajajo skozi
strop jame ali kot delci, ki jih prenasa zrak. Dodatni vir hranil je tudi ilovica, ki jo delovanje
podzemnih vodnih tokov nalaga na tla in stene jame. V doslej raziskanih jamah so bile

koncentracije hranil nizke in so le redko presegale 0,5 mg celokupnega organskega ogljika na
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liter (ang. TOC- total organic carbon; Barton in Jurado, 2007), kar nakazuje, da v splosSnem
lahko imeli jamsko okolje za oligotrofno. Toda, v jamskih kamninah zasledimo tudi do 10°
celic razlicnih bakterijskih vrst na gram kamnine (Barton in Jurado, 2007). Eden izmed
razlogov za tako pogostost jamskih mikrobov je moznost kemolitotrofije — pridelave organske
snovi iz anorganske. Kemolitotrofija, kot nafin prehranjevanja mikroorganizmov, so prvic¢
opisali leta 1970 v globokomorskih hidrotermalnih vrelcih in je strmoglavila ekoloSko dogmo,
da je zivljenje na Zemlji odvisno le od soncne svetlobe (Deming in Barros, 1993). Jamski
kemolitotrofi so bili prvi¢ opisani v jami Movile v Romuniji (Dickson in Kirk, 1969) in so
vpleteni v oksidacijo zeleza, oksidacijo zZvepla, redukcijo sulfata, redukcijo Zeleza, oksidacijo
amonija, metanogenezo in metanotrofijo (Culver in Pipan., 2009). Nekateri celo predvidevajo,
da podzemeljska primarna produkcija kemolitoavtotrofov presega dejavnost fotosintetskih

organizmov na povrsini zemlje (Stevens, 1997).

Mikroorganizmi lahko tudi aktivno sodelujejo v nastanku jam. Tako nitaste bakterije iz
razredov Epsilonproteobacteria in Gammaproteobacteria, kolonizirajo karbonatno povrsino
jam in kot stranski produkt metabolizma proizvajajo zZveplovo kislino, ki raztaplja kamnino.
Nitaste bakterije se v jamskem okolju moc¢no razrascajo in tvorijo prostim ocesom vidne
puhaste strukture bele barve pritrjene na podlago ali prosto plavajoce v vodi sulfidnih jam
(Engel in sod., 2001). Drug primer so glive rodu Streptomyces spp., ki lahko s svojo
metabolno aktivnostjo poskodujejo stalaktite (Groth in sod., 1999).

Clovek s svojo prisotnostjo moéno vpliva na zdruzbo jamskih mikroorganizmov, kar ima
lahko resne posledice za celoten jamski ekosistem. Se posebej je vpliv ¢loveka izrazen v
takoimenovanih 'turisti¢nih' jamah, ki jih zaradi lepote okrasov ali prisotnosti paleolitskih
poslikav letno obisée veliko stevilo ljudi. Ze 50.000 obiskovalcev na leto je v jami Tito
Bustillo v Spaniji povzroéilo povisanje koncentracij CO,, H,O in temperature (Schabereiter-
Gurtner in sod., 2002b) in razra$¢anje makroskopskih kolonij bakterij vrst Proteobacteria,
Acidobacteria, Actinobacteria ter predstavnikov Cytophaga/Flexibacter/Bacteroides
(Schabereiter-Gurtner in sod., 2002b). Razras¢anje kolonij Skoduje paleolitskim poslikavam,
saj metaboliti kolonij povzrocijo razgradnjo in razbarvanje barvnih pigmentov, ki poslikave
sestavljajo. Tako Bacillus spp. in Arthrobacter viscosus, osamljena iz kamnine s poslikavo,
reducirata hematit - osnovno sestavino starodavnega barvila rdeca kreda (Gonzalez in sod.,
1999). Dodatno lahko razraSCanje kolonij povzroCi biomineralizacijo in s tem odstopanje

preperelih kamnin s poslikavami iz sten jam (Ciferri, 1999). Poslikave lahko poskodujejo tudi
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alge, kot je to Bracteacoccus minor, ki je povzrocil pojave zelenkaste prevleke na povrSini

poslikav v jami Altamira v Spaniji (Ciferri, 1999; Schabereiter-Gurtner in sod., 2002a).

Prisotnost ¢loveka vpliva tudi na prisotnost sporulirajocih gliv, katerih Stevilo lahko moc¢no
naraste ob sluajnem vnosu hranil v slabo prezracenih $piljah (Jurado in sod., 2010). Kot
zadnjo bi omenili najbolj ogrozeno turisticno jamo Lascaux v Franciji, ki so je Ze 20 let po
odkritju zaprli zaradi mocnega razras€anja alg po stenah jame. V letih, ki so sledila, so jamo
klimatizirali in zaradi razras¢anja gliv Fusarium solani, veckrat tretirali z biocidi. Posledi¢no
se je zdruzba jamskih mikroorganizmov povsem spremenila in jo danes sestavljajo ¢loveku

patogene bakterije in entomopatogene glive (Bastian in sod., 2010).

2.4.1 MikrobioloSke raziskave jam v Sloveniji

V jamah na slovenskem so doslej opisali bakterije, glive alge in protozoje in sicer v vodnih

telesih, kamnitih povrSinah, na/v sedimentih in v gvanu. Ob vhodih v jamo, kjer je Se prisotna
soncna svetloba, pa tudi globlje v jamah ob umetni razsvetljavi, so opisali aerobne
cianobakterije in alge. Med jamskimi fototrofi na slovenskem so Se posebej pogosti
Aphanocapsa muscicola, Chlorella sp., Lyngbya sp., Synechocystis sp in Trentepohlia aurea
(Mulec, 2005). Nekaj teh vrst je tipicno jamskih, kot je to cianobakterija Geitleria calcarea,
ki so jo opisali na slabo osvetljenih stenah Skocjanske jame (Mulec, 2005).
Prisotnost ameb in drugih protozojev v jamskih sistemih Slovenije je slabo raziskana. Mulec
in Walochnik (2007) sta izolirala iz jamskih ponvic v jami Pecina v BorStu potencialno
patogeno amebo Acanthamoeba castellanii genotype T4 in  amebo Hartmannella
vermiformis. Obe amebi lahko sluzita kot vektorja za znotrajcelicne patogene bakterije.
(Mulec in Kosi., 2008).

Med jamskimi mikroorganizmi pogosto zasledimo glive. Ze Megusar in Sket (1973) sta v
bakterijskih prevlekah na kamnitih povrSinah jam odkrila Penicillium sp in Aspergillus sp.
Mulec in sodelavei (2002) pa so na preperelem apnencu izolirali glivo Cladosporium
herbarum. Glive v jamah najdemo tudi na Zivih in mrtvih odrasli zivalih in na li¢inkah
metuljev. Tako je Tkavc (2007) iz zivih in mrtvih troglofilnih metuljev Scoliopteryx libatrix
in Triphosa dubitata izoliral glive vrst Beauveria bassiana, Paecilomyces farinosus in

Lecanicilium fusisporum.

S klasi¢nimi tehnikami osamitve mikroorganizmov v Cisti kulturi so doslej preucevali

prisotnost mikroorganizmov v jami Pecina v Borstu v jamskih ponvicah, mikrobnih prevlekah
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na stenah jam in v preperelem apnencu; v Marinski jami v preperelem apnencu in v Snezni
jami na Raduhi v kalcitnem jamskem mleku (Mulec s sod., 2002, Mulec in Kosi, 2008). V
vseh preucenih mikrookoljih so prevladovale fluorescentne psevdomonade, kar so pripisali
metaboli¢ni raznolikosti skupine (Mulec, 2008). Najve¢ mikroorganizmov v Cisti kulturi so
pridobili iz preperelega apnenca v jami Pecina, kjer je Stevilo mikroorganizmov doseglo

1.1x10° CFU/ml (Mulec in sod., 2002).

V jamah na slovenskem ozemlju pogosto zasledimo vecbarvne (rumene, sive, bele ali roza)
mikrobne prevleke, debeline 1 mm, ki prerascajo karbonatne ali ilovnate stene in strope jam.
Prevleke so pogosto prekrite s vodnimi kapljicami, ki ob osvetlitvi na karakteristi¢en nacin
odbijajo svetlobo. Le-ta je videti zlata ali srebrna, v odvisnosti od barve spodaj lezecih
kolonij. Zato lokalni jamarji opisujejo te pojave kot 'jamsko srebro' ali 'jamsko zlato' (Mulec
in sod., 2002). Bakterijske prevleke so priceli preucevati ze v sedemdesetih letih prej$njega
stoletja v Planinski jami. Ugotovili so, da znacilna obarvanost ni posledica magnezijevih ali
soli zeleza. Nekaj mikroorganizmov, ki sestavljajo prevleke so tudi osamili v Cisti kulturi.
Uvrstili so jih v red Actinomycetales, niso pa bili sorodni nobeni do tedaj opisani vrsti (Kovac,
1971; Merlak, 1975).

2.5 MOLEKULARNA FILOGENIJA

Molekularna filogenija je veda o evolucijskih odnosih med organizmi, ki jih preucujemo s
primerjavo primarne strukture makromolekul (Wen-Hsiung in Graur, 1991). Veda se je
razvijala vzporedno z razvojem molekularno-bioloskih tehnik. Filogenetske odnose so sprva
preucevali na podlagi primerjave primarnih struktur proteinov (Zuckerkandl in Pauling,
1965). Kot prvo so primerjali primarno strukturo citokromov in feredoksinov (Fitch in
Margoliash, 1967). Ugotavljanje filogenetskih odnosov na podlagi zaporedja nukleotidov v
nukleinskih kislinah se je zacelo uvajati v 70-ih letih, z razvojem metode za ugotavljanje
nukleotidnega zaporedja z dideoksinukleotidi (Sanger in sod., 1997), ki je omogocila
ugotavljanje zaporedja daljSih fragmentov nukleinskih kislin. Istocasno z razvojem
molekularno-bioloskih tehnik so Woese in sodelavci pokazali, da so genski zapisi za malo

ribosomsko podenoto uporabni kot splosni filogenetski oznacevalci (Fox in sod., 1977).

Obicajno primerjamo nukleotidna zaporedja, ki so prisotna v vseh preucevanih organizmih,

katerih struktura se med evolucijo ne spreminja, ki vsebujejo evolucijsko ohranjene dele, se
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ne prenasajo horizontalno in so dobro poznana ter zbrana v podatkovni bazi zaporedja za
filogenetsko analizo so prosto dostopna v spletnih podatkovnih bazah kot so GenBank, EBI
(‘European Bioinfomatics Institute’) ali ‘Ribosomal Data Bas Project II’. Za primerjavo in
iskanje zaporedij so na voljo razli¢ni algoritmi: FASTA3 ali BLAST (Pearson, 1990; Altschul
in sod., 1990).

2.5.1 Ugotavljanje filogenetskih odnosov

Ugotavljanje filogenetskih odnosov iz primarne strukture bioloSkih makromolekul temelji na
konceptu pozicijske kovariance. Filogenetske odnose predstavimo s filogenetskim ali
genealoskim drevesom. To drevo je dendrogram, sestavljen iz razcepiS¢ in vej. Slednje
pomenijo doloCeno taksononsko enoto, ki se razvija (anageneza), razcepis¢a pa pomenijo
razcep enega taksona v dva (kladogeneza). Vzorec cepitve taksona imenujemo topologija
drevesa. Filogenetske odnose manjSega Stevila sorodnih taksonov pregledno prikazemo z
radialnimi drevesi, medtem ko se za dendrograme odlo¢imo takrat, ko ugotavljamo
filogenetske odnose vecjega Stevila taksonov. Prvi korak filogenetske analize je poravnava
zaporedij (ang. ‘multiple sequence alignment’), ki poravna najbolj homologne odseke

zaporedij.

Metode izdelave filogenetskih dreves temeljijo na evolucijskih modelih. Evolucijski modeli
so matematicni priblizki poteka evolucije, ki pri modeliranju upostevajo parametre, kot so
opazene frekvence nuklotidnih baz ali Stevilo in teza opazenih substitucij. Od obstojecih
metod najpogosteje uporabljajo distancne metode, metodo kriterija varcnosti (ang. ‘maximum

parsimony’), metodo najvecjega verjetja (ang. ‘maximum likelihood’) in metodo Bayesian.

Med distanéne metode priStevamo metodo povezovanja sosedov (ang. ‘neighbor joining’;
Saitou in Nei, 1987) in metodo Fitcha in Margoliasha (Fitch in Margoliash, 1967). Obe
metodi slonita na matrikah razdalj, ki jih pridobimo z binarno primerjavo poravnanih
zaporedij in ocenjevanjem deleza razlik med zaporedji. Opazene razlike na osnovi primernega
evolucijskega modela prevedemo v evolucijske razdalje. Filogenetsko drevo izratunamo s
programskim orodjem, ki izracuna evolucijske razdalje med vsemi posameznimi pari
nukleotidnih zaporedij. Par, ki ima najmanjSo evolucijsko razdaljo zdruzimo in ga v
nadaljevanju obravnavamo kot eno zaporedje. Izracun nadaljujemo toliko casa, da so v

drevesu le dvovejnata vozlisca.
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V nasprotju z distan¢nimi metodami, kriterij var¢nosti predvideva, da je ohranjanje znaka
evolucijsko bolj verjetno kot sprememba le-tega. Najbolj verjetno drevo po kriteriju varcnosti
je tisto, pri katerem je Stevilo sprememb znaka najmanjSe. Metoda kriterija varcnosti se bolj
kot distan¢ne metode izogne problemu plezimorfij (povratnih mutacij, ki prikrijejo
evolucijske spremembe). Vendar pesti kriterij var¢nosti problem privleka dolgih vej (ang.
‘long branch attraction’), ki ne glede na evolucijske odnose prikaze kot sorodne hitro

razvijajoce se linije (Edgell in sod., 1996; Bergsten, 2005).

Metoda najvecjega verjetja predvideva, da je najbolj verjetno tisto drevo, ki glede na izbrani
model evolucije oriSe evolucijske spremembe, ki so z najvecjo verjetnostjo pripeljale do
dana$njih zaporedij (Aldrich, 1997). Metoda pri izracunu uposteva Stevilne parametre, kot so
razmerje med tranzicijami in transverzijami, variabilnost pozicij, verjetnost stanja znaka na

doloceni poziciji in Stevilne druge.

Bayesova analiza oceni verjetnost, da je izbrani evolucijski model pravilen, glede na dostopne
podatke. Analiza obsega naklju¢no vzorenje moznih filogenetskih dreves. Pravilnost
evolucijskega modela in zanesljivost vozli¢Sa oceni s posteriorno verjetnostjo. Le-to je
nemogoce analiticno izraCunati, zato je simulirano z algoritmom ‘Markov Chain Monte
Carlo’. V grobem je analiza podobna metodi najvecjega verjetja s samovzorcenjem, le da je

dosti hitrejSa (Huelsenbeck in Ronguist, 2001).

Zanesljivost posameznih vozliS¢ najpogosteje ocenimo z metodo samovzorcenja (ang.
‘bootstrapping’). Metoda samovzorcenja nakljucno vzor¢i poravnana zaporedja ter za vsako
naklju¢no vzor¢eno podskupino mest naredi filogenetsko drevo. Le-to potem primerja z

osnovnim drevesom in pripiSe vrednost ponovljivosti vozlisca.

2.6 NOVEJSE TEHNIKE V MIKROBNI EKOLOGIJI

Sodobne tehnike mikrobne ekologije, ki jih uporabljamo za zajemanje in opis
mikroorganizmov lahko razdelimo v dve veliki skupini. V prvo uvrSs¢amo tehnike osamitve
mikroorganizmov v ¢isti kulturi. Prednost teh metod je mozZnost opredelitve metabolnega
potenciala mikroorganizma in Studije fiziologije, ki lahko pripeljejo do opisa novih vrst.
Tehnike osamitve v Cisti kulturi pa nam omogocajo le osamitev tistih mikroorganizmov, ki pri
danih laboratorijskih pogojih rastejo. Pravzaprav ocenjujejo, da ve¢ kot 90-odstotkov

mikroorganizmov ni mogoce osamiti v Cisti kulturi (Staley in Konopka, 1985).
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Mikroorganizme lahko spoznavamo tudi brez klasi¢ne tehnike Ciste kulture in sicer tako, da
uporabimo tehnike molekularne biologije, ki nam omogocajo neposredno osamitev DNA iz
okolja in opredelitev filogenetskih odnosov na osnovi primerjave zaporedij nukleotidov v
DNA. Najbolj pogosto v ta namen uporabljamo gen za 16S rRNA, ki je del zapisa za malo
podenoto ribosoma. Nukleotidno zaporedje tega gena se v Casu le malo spreminja (Woese in

sod., 1990).

2.7 PAJSARJEVA JAMA

Pajsarjeva jama lezi 20 km jugozahodno od Ljubljane, pri mestu Vrhnika (45°59'51.57"
14°15'56.7") (Slika 4). Je horizontalna jama, dolga 555 m in globoka 20 m. Skozi jamo tece
manjsi vodotok, ki podzemlje zapusca na vhodu jame. Jama je bila opisana 22.08.1928 in jo
od tedaj speleologi ob¢asno obiskujejo (Slika 5). V jami najdemo skromno Stevilo netopirjev
Rhinolophus hipposideros (Bechstein) in Rhinolophus ferrumequinum (Schreber), opisali so
tudi postranice Gammarus cf. fossarum, stevilne li¢inke Chironomidae, man;j Stevilne li¢inke
Plecoptera (cf. Neumoiura sp.), Rotatoria in Acarina in samo en primerek Elmintidae
(Coleoptera), Trichoptera in Hydra sp . Zadnja leta so v jami prisotne cevi, ki vodijo v manj$o
ribogojnico. Jama je izjemno bogata z bakterijskimi prevlekami. Le-te smo vzor¢ili v vhodni
galeriji pred sifonom, ki preprecuje dostop v druge dele jame. Za vzorceni del jame je sicer

znacilna popolna odsotnost svetlobe.
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Slika 5. Zgodniji obisk Pajsarjeve jame, posneto okoli leta 1930 (Arhivirane vsebine, 2009).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije in drobna oprema

agaroza Seakem LE
akridin oranz
amonijev acetat
ampicilin

Bacto agar

EDTA

Etanol

etidijev bromid
Glicerol

IPTG

NaCl

kompleta za izolacijo skupne okoljske DNA:

‘Power Soil DNA kit’

‘Ultra Clean Soil DNA kit’

komplet za kloniranje produktov PCR:
‘pGEM® T Vector System II’

komplet za ¢iSCenje produktov PCR:
‘QIAquick PCR purification kit

Taq DNA-polimeraza

komplet za izolacijo plazmidne DNA:

Biozym, Nemcija
Sigma, ZDA
Merck, Nemcija
Sigma, ZDA
Difco, ZDA
Kemika, Hrvaska
Merck, Nemcija
Sigma, ZDA
Kemika, Hrvaska
Sigma, ZDA

Merck, Nemcija

MoBio, ZDA

Promega, ZDA

Qiagen, ZDA

Biotools, Spanija
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‘Wizzard Plus SV minipreps’ Promega, ZDA

X-gal MBI Fermentas, Litva

4.1.2 Raztopine

nanasalni pufer za agarozno elektroforezo

0,25-odstoten bromfenol modro

0,25-odstoten ksilen cianol

40-odstotna (w/v) saharoza

zaloZna raztopina pufra TBE za agarozno elektroforezo (5%)

0,45 M Tris-borat (pH 8,0)
10 mM EDTA

pufer TSE

300 mM NaCl

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

10 mM EDTA (pH 8,0)

3.1.3 Gojisca

Vsa gojisca smo pred uporabo avtoklavirali. Pred avtoklaviranjem smo po 10 ml tekocega
gojisca razlili v primerno oznacene epruvete. Pri pripravi trdnih gojis¢ smo dodali 13 g agarja
(Seakem) na liter gojiSca, avtoklavirali in vlili v sterilne petrijevke. GojiS¢em smo po potrebi
dodali antibiotik ampicilin (Sigma) v kon¢ni koncentraciji 100 pg/ml, ter X-gal (MBI

Fermentas) v kon¢ni koncentraciji 40 pg/ml in IPTG (Sigma) v kon¢ni koncentraciji 0,1 mM.

Gojisc¢a za rast sevov Escherichia coli

Gojisée Luria Bertani (LB)
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10 g kazeinski hidrolizat
5 g kvasni ekstrakt

10 g NaCl

Gojis¢e SOB

20 g Bacto tripton

5 g Bacto kvasni ekstrakt
0,5 g NaCl

10 ml 250 mM KCl

5 ml 2 M MgCl,

Gojisc¢e SOC

gojis¢u SOB smo dodali 20 ml 1 M glukoze

3.1.4 Bakterijski sevi

Uporabili smo komercialno pripravljene celice seva JM109 bakterije Escherichia coli (v
nadaljevanju E.coli), ki omogocajo u¢inkovitej$o transformacijo in veéji donos plazmidov ob
osamitvi, kot drugi sevi E. coli. Zato so primerne za pomnoZevanje plazmidov, za

ugotavljanje nukleotidnega zaporedja in za nadaljnjo transformacijo v ekspresijske seve.

Preglednica 1. Genotip seva JM109 bakterije E. coli

Sev E.coli Genotip

IM109 E14-(McrA)- recAl endA1 gyrA96 thi-1
hsdR 17 (rk-mk+) supE44 relA1 A(lac-
proAB)[F- traD36 proAB lacl? ZAM 15]

3.1.5 Plazmid pGEM®-T Easy

Plazmidi serije pGEM" se uporabljajo za kloniranj produktov verizne reakcije s polimerazo.

Osnovni vektor pGEM®-5Zf(+) (Slika 6) je razrezan z restrikcijskim encimom ECORV. Na
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nastala 3' konca proizvajalec veze terminalni timidin, kar moc¢no ojaca ucinkovitost kloniranja
produktov verizne reakcije s polimerazo. Vektor je v celici prisoten v velikem Stevilu kopij.
Kot pri plazmidu pUC19 je poliklonsko mesto znotraj zaporedja za a-peptidno regijo encima
B-galaktozidaze, kar omogocfa o-komplementacijo. Poliklonsko mesto je obdano s
promotorjema T7 in SP6 RNA-polimeraze, kar omogoca ugotavljanje nukleotidnega
zaporedja vkljucka z univerzalnima zacCetnima oligonukleotidoma T7 in SP6. Vkljucek iz
plazmida sprostimo z restrikcijo z enim od treh encimov: ECORI, Notl ali BstZ. Mesto ori

nitastega faga f1 omogoca nastanek enoverizne DNA.

pGEM®-T Easy /
ector T 1
(3018bp)

Slika 6. Shema plazmida pGEM®-T Easy (Promega Corporation, 2009).

3.1.6 Zacetni oligonukleotidi
3.1.6.1 Zacetna oligonukleotida, uporabljena za pomnozevanje gena za 16S rRNA bakterij

Za specificno pomnozevanje gena za 16S rRNA bakterij smo uporabili splosna, za bakterije
specificna zaCetna oligonukleotida, 27F (5'-AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG-3") in
1492R (5-GGT-TAC-CTT-GTT-ACG-ACT-T-3"), ki se prilegata mestoma 7-27 in 1492-
1511 gena za 16S rRNA (ostevilceno kot pri E. coli, Brosius in sod., 1981) v orientaciji proti
3"in 5" (Macalady in sod., 2006).

3.1.6.2 Zacetna oligonukleotida, uporabljena za pomnozevanje gena za 16S rRNA arhe;j

Zacetna oligonukleotida, uporabljena za pomnoZevanje gena za 16S rRNA arhej, Arch21F
(5’-TTC-CGG-TTG-ATC-CYG-CCG-GA-3") in Arch958R (5-YCC-GGC-CTT-GAM-TCC-
AAT-T-3") se prilegata mestoma 2-21 in 958-976 gena za 16S rRNA (ostevilc¢eno kot pri E.
coli, Brosius in sod., 1981), v orientaciji proti 3" in 5" (DeLong, 1992).
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3.1.6.3 Zacetna oligonukleotida, uporabljena za potrjevanje prisotnosti vkljuckov v klonskih

knjiznicah

Za potrjevanje prisotnosti vkljucka v klonskih knjiznicah smo uporabili zacetna
oligonukleotida T7 (5'-TAA-TAC-GAC-TCA-TAG-GG-3") in SP6 (5'-ATT-TAG-GTG-
ACA-CTA-TAG-AA-3"). Prilegata se promotorjema T7 in SP6 RNA-polimeraze, ki obdajata
poliklonsko mesto plazmida pGEM® -T Easy.

3.1.7 Laboratorijska oprema

aparatura za elektroforezo HE33 Mini Horizontal Submarine Unit, Hoffer, ZDA
napajalnik E835, Consort, Belgija

aparat za PCR GeneAmp PCR System 2400, Perkin-Elmer, ZDA

centrifuge 5417 C, Eppendorf

Rotanta 460R, Hettich, Nemcija

magnetno mesalo Tehtnica MM540, Slovenija

mikroskop Opton, Zeiss, Nemcija

spektrofotometer UV-2101 PC Szimadzu, Japonska

vibracijski stresalnik RC-TK, Infors HT, Svica

vodne kopeli Multitemp 11 2219, LKB Pharmacia Biotech, ZDA
3.2. METODE

3.2.1 Vzorcenje

Vzorce mikrobnih prevlek smo asepti¢no odvzeli 27.3.2008 v Pajsarjevi jami. Vzorc¢ili smo
stene prerasle z zdruzbo bakterij in nabrani bioloski material do uporabe shranili v sterilnih

plasti¢nih petrijevkah.

Ugotovili smo naslednje fizikalno-kemijske parametre: pH vode (ISO 10523) ter temperaturo.
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3.2.2 Molekularno biolos§ke metode

3.2.2.1 Osamitev celotne okoljske DNA

Celotno okoljsko DNA smo osamili z uporabo komercialnih kompletov ‘Ultra Clean Soil
DNA Isolation Kit” (MoBio) in ‘Power Soil DNA Isolation Kit” (MoBio) v skladu s navodili

proizvajalca. Osamljeno DNA smo do uporabe shranili pri -20 °C.

3.2.2.2 Ugotavljanje Cistosti in koncentracije DNA

Koncentracijo DNA smo ugotovili spektrofotometricno z merjenjem Ajg in Asgg, 0b
upostevanju, da absorbtivnost Ao = 1 ustreza koncentraciji 50 ug/ml za dvoverizne molekule
DNA (New England Biolabs Inc., Catalog & Technical Referenc. ZDA; 2000). Cistost vzorca
smo preverili z ugotavljanjem razmerja Ajeo/Azso, ki mora biti za Ciste vzorce DNA med 1,8

in 2,0.

3.2.2.3 Osamitev gena za 16S rRNA

Gene za 16S rRNA smo iz okoljske DNA pomnozili s Tag DNA-polimerazo ter zacetnima
oligonukleotidoma 27F in 1492R (poglavje 4.1.6.1). Razmere verizne reakcije s polimerazo
so bile: zaCetna denaturacija DNA pri 94 °C (5 min), ki je sledilo 25 ciklov 94 °C (1 min), 45
(45 s), 72 °C (1 min) in zaklju¢no podaljSevanje pri 72 °C (20 min). Pomnozevali smo tudi po
spremenjenem protokolu: zacetna denaturacija DNA pri 94°C (5 min), ki ji sledi 25 ciklov 94

°C (1 min), 50 °C (25 s), 72 °C (2 min) in zakljucno podaljSevanje pri 72 °C (20 min).

Prisotnost DNA arhej smo preverjali z zaCetnima oligonukleotidoma Arch21F in Arch 958R.
Razmere verizne reakcije s polimerazo so bile: zac¢etna denaturacija DNA pri 94 °C (10 min),
ki ji sledi 25 ciklov 95 °C (1 min), 58 °C (1 min), 72 °C (2 min) in zaklju¢no podaljSevanje
pri 72 °C (7 min).

3.2.2.4 Izvedba agarozne gelske elektroforeze

Velikost in Cistost pridobljenih vzorcev DNA smo preverili v 0,8-odstotnem agaroznem
gelu, ki smo mu dodali etidijev bromid v kon¢ni koncentraciji 0,5 pg/ml. Elektroforeza je
tekla v 0,5 x pufru TBE (0,45 M Tris-borat (54 g Tris, 27,5 g borov kisline), 10 mM EDTA
(pH 8,0)). V jamice gela smo nanesli 8 delov vzorca DNA in 2 dela nanaSalnega pufra (0,25-
odstotno bromfenolmodro, 0,25-odstotni ksilencianol, 40-odstotna (w/v) saharoza).

Elektroforeza je tekla pri napetosti 100 V/cm.
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3.2.2.5 Ciséenje DNA

CiScenje produktov verizne reakcije s polimerazo

Produkte verizne reakcije s polimerazo smo pred ligacijo ocistili s komercialnim kompletom
'QIAquick PCR Purification Kit' v skladu s navodili proizvajalca (QIAquick Spin Handbook,
QIAGEN, ZDA, 2001).

Ciscenje DNA z etanolnim obarjanjem

Vodni raztopini DNA smo dodali 0,3 volumna 10 M amonacetata in 3 volumne
ledenomrzlega absolutnega etanola. DNA smo obarjali 20 minut pri -80 °C in centrifugirali 20
minut pri 14000 obr./min (20800xg). Usedlino smo dvakrat sprali s hladnim, 80-odstotnim
etanolom. Oborino smo posusili na zraku, DNA resuspendirali v sterilni vodi in do uporabe

shranili pri -20 °C.

3.2.2.6 Priprava in analiza klonskih knjiznic

Raznolikost mikrobov v biofilmih sten Pajsarjeve jame smo ugotavljali tako, da smo gene
za 16S rRNA, namnozZene iz vzorca skupne mikrobne DNA, naklju¢no klonirali v vektor
pGEM® T-Easy (Promega, ZDA). Tako pripravljene rekombinantne plazmide smo vnesli v
kompetentne celice seva E. coli IM101, ki omogocajo zaznavo klonov z a-komplementacijo.
Skupaj smo iz vzorcev biofilma jamskih bakterij Pajsarjeve jame pripravili Sest genskih

knjiznic.

Preverjanje prisotnosti vkljuckov v plazmidih genskih knjiznic z verizno reakcijo s

polimerazo

Prisotnost vkljuckov ustrezne velikost smo preverili z verizno reakcijo s polimerazo z
zacetnima oligonukleotidoma SP6 in T7, ki se prilegata na konca poliklonskega mesta
plazmida pGEM®-T Easy. Razmere verizne reakcije s polimerazo so bile: zaletna
denaturacija DNA pri 94 (5 min), ki ji sledi 25 ciklov 94 °C (60 s), 53 °C (60 s), 72 °C (90 s)

in zaklju¢no podaljSevanje pri 72 °C (10 min).

Preverjanje prisotnosti vklju¢kov v plazmidih genskih knjiZznic z rezanjem rekombinantnega

plazmida
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Prisotnost ustreznih insertov v plazmidu smo preverili z rezanjem rekombinantnega
plazmida z restrikcijsko endonukleazo EcoRI (MBI Fermentas) v skladu z navodili

proizvajalca.

3.2.2.8 Ugotavljanje nukleotidnega zaporedja

Pri ugotavljanju nukleotidnega zaporedja smo kot matricno DNA uporabili plazmidno
DNA, ki smo jo s komercialnim kompletom 'Wizzard Plus SV minipreps' (Promega, ZDA) po
navodilih proizvajalca v koncentraciji 100 pg/ml osamili iz prekonocne kulture. Ugotavljali
smo nukleotidna zaporedja vkljuckov 280 klonov Sestih klonskih knjiznic, ki smo jih izbrali
naklju¢no. Nukleotidna zaporedja gena za 16S rRNA so v podjetju Macrogen Inc (Seoul,
Korea) ugotavljali z avtomatskim sekvenatorjem ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer
(Applied Biosystems, ZDA). Za ugotavljanje nukleotidnega zaporedja smo uporabili zacetna

oligonukleotida 27F in 1492R.

3.2.3 Analiza nukleotidnih zaporedij

3.2.3.1 Primerjava nukleotidnih zaporedij

Nukleotidna zaporedja smo uredili v programskem orodju Sequencher (Gene Codes, Ann
Arbor, ZDA). Himerna zaporedja smo prepoznali in iz nadaljnjih obravnav izkljucili z
uporabo programov CHECK-CHIMERA, dostopnim na spletni strani Ribosomal Database
Project II (Cole in sod., 2003) ter Bellerophon (Huber in sod., 2004).

V analizo smo vkljucili tudi nukleotidna zaporedja, podobna zaporedjem pridobljenim v tej
Studiji. Le-ta smo poiskali v podatkovnih zbirkah GenBank z iskalcem BLASTN, Greengenes

z iskalcem Classify in 'Ribosomal Database Project II' z iskalcem Seqmatch.

Zaporedja smo poravnali s programskim orodjem MUSCLE (Edgar, 2004). Nestabilna
obmocja smo v poravnavi prepoznali s programskim orodjem CORE spletnega streznika
Tcoffee (Notredame in sod., 2000). Na osnovi tako dobljenih rezultatov smo zaporedja
razdelili v $tiri skupine, ki smo jih obravnavali lo¢eno. Skupine so bile: po Gramu pozitivne
bakterije in Acidobacteria (40 zaporedij, 1188 mest), Betaproteobacteria (32 zaporedij, 1220
mest), Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria in Deltaproteobacteria (46 zaporedij,
1232 mest) ter Verrucomicrobia, Planctomycetes, Chloroflexi, Gemmatimonadaceae in

Nitrospiraceae (31 zaporedij, 1154 mest).
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3.2.3.2 Opredelitev operacijskih taksonomskih enot, izra¢un diverzitetnih cenilk in
rarefakcijska analiza

Nukleotidna zaporedja smo razdelili v operacijske taksonomske enote (OTU). Matriko
evolucijskih razdalj po Kimurinem dvoparametricnem modelu smo izracunali z uporabo
programskega orodja DNADIST, ki je del programskega paketa PHYLIP (Felsenstein, 2001).
Za opredelitev operacijskih taksonomskih enot smo uporabili algoritem najbolj oddaljenega
soseda, ki je vgrajen v programskem orodju DOTUR (Schloss in Handelsman, 2005).
Algoritem najbolj oddaljenega soseda je omejen ('constrained') kriteriji, ki zaporedje
posamezni skupini pridruzi le, ¢e je le-to podobno vsem zaporedjem, ki so ze v skupini. Pri
zaporedjih gena 16S rRNA smo operacijske taksonomske enote definirali pri 3 odstotni razliki

v evolucijskih razdaljah.

Programsko orodje DOTUR smo nadalje uporabili za izracun cenilk, ki nakazujejo
raznolikost (cenilka Shannon-Weaver, H'), dominanco (Simpsonova cenilka, SI') in vrstno

raznolikost (cenilki Chao 1 in ACE), ter za izdelavo rarefakcijske krivulj.

3.2.3.3 Rekonstrukeija filogenetskih odnosov

Rekonstrukcijo filogenetskih odnosov smo izpeljali na osnovi sploSnega casovnega
reverzibilnega modela evolucije zaporedij (angl. ' general time reversible model of sequence
evolution (GTR)") s porazdelitvijo gama, stopnjo heterogenosti in deleZem invariabilnih mest.
Iskanja po metodi najveCjega verjetja (maximum likelihood) in kriteriju varcnosti
(parsimony), smo izpeljali z uporabo programskih orodij PAUP" in PHYML (Guindon in
Gascuel, 2003). Ponovljivost vozliS¢ v drevesu smo ocenili z neparametri¢nim testom
samovzorcenja in z izracunom Bayesovih posteriornih verjetnosti (Rannala in Young, 1996).
Slednje smo pri enakih pogojih, kot pri metodi najvecjega verjetja, ugotovili s programskim
orodjem MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck in Ronquist, 2001). Za izracun smo uporabili
algoritem 'Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo' (Larget in Simon, 1999) s
prednastavljenim parametrom segrevanja. Isto¢asno smo vodili tri tople in eno mrzlo verigo
Markov, za 10° generacij, iz katere smo drevesa vzoréili na vsakih 100 generacij. Da bi
zagotovili stacionarnost verig, smo zacetnih 6-odstotkov dreves zavrgli kot 'burn-in'. Iz
preostalih 9400 dreves smo na osnovi pogostosti posameznih kladov izracunali posteriorne

verjetnosti.
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Podporo topologijam najvecjega verjetja in kriterija varénosti smo ocenili s tiso¢ ponovitvami
neparametricnega testa samovzorcenja. Ob tem smo uporabili hevristi¢ni 'branch-swapping'

algoritem TBR z 10 x naklju¢nim dodajanjem zaporedi;.
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4 REZULTATI

4.1 UGOTAVLJANJE FILOGNETSKEGA POLOZAJA BAKTERIJ, KI TVORIJO
'JAMSKO SREBRO' V PAJSARJEVI JAMI

Filogenetski poloZaj in vrstno pestrost mikrobnih prevlek, ki tvorijo 'jamsko srebro' v
Pajsarjevi jami, smo ugotavljali na podlagi primerjave zaporedij za 16S rRNA. Skupaj smo iz
vzorcev biofilma jamskih bakterij Pajsarjeve jame pripravili Sest genskih knjiznic in na
podlagi rekonstrukcije filogenetskih odnosov izrisali drevo najvejega verjetja (maximum
likelihood). Dobljene rezultate smo primerjali s podatki, ki so jih na podoben nacin pridobili v

mikrobioloskih raziskavah jam po svetu.

4.1.1 Vzorcenje in analiza vzorca

Vzorce jamskih mikrobnih prevlek smo asepticno odvzeli dne 27.3.2008 dopoldan, v
Pajsarjevi jami v blizini Vrhnike. Na stenah jame smo opazili raznobarvne kolonije, ki tvorijo
mikrobne prevleke debeline do 1 mm. Prevleke so bile razlicno velike. Ponekod so prekrivale
veC deset centimetrov velike povrsine, spet drugod so bile vidne kot majhne posamezne
kolonije premera 1 mm. Kamnina na kateri so nastale mikrobne prevleke ni bila povsod
enaka, saj je ponekod bila preperela in mehka, drugod pa $e vedno trda. Ce smo v prevleke
usmerili tok svetlobe, so le-te odsevale razlicne barve, najveckrat bisernato srebrne in zlate
(Slika 7a). S prostim oCesom smo lahko na stenah jame locili posamezne kolonije roza, bele,

rumene in sive barve, ki so zaradi podlage bile nekoliko grudastega videza (Slika 7b).

Vzorce mikrobnih prevlek smo odvzeli v popolnoma temnem delu vhodne galerije, nekaj
deset metrov od vhoda v jamo in pred sifonom, ki preprecuje enostaven dostop v daljne dele
jame. Da bi zajeli ¢im vecjo vrstno pestrost prokariontov, smo s skalpelom asepticno
odstranili mikrobne prevleke na povrSinah velikosti priblizno 2 m?, na obeh bregovih struge.
Odvzeli smo $est vzorcev, vsakega iz povriine priblizne velikosti 0,1 m”. Bioloski material
smo do uporabe shranili v sterilnih plasti¢nih petrijevkah in na ledu. Vzorce smo obdelali
takoj po vrnitvi v laboratorij oziroma jih shranili pri -80 °C. V casu vzorCenja je bila
temperatura v jami 12 °C, relativna vlaznost zraka je bila 100-odstotkov, vrednost pH vodnih

kapljic, ki so bile na prevlekah, je bila 7.0.
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Pod opti¢nim mikroskopom smo opazili razvejane filamente, ki jih pogosto opazimo pri

pripadnikih Actinobacteria, pa tudi palcke in kokoidne oblike.
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Slika 7. (a) BJamsko srebrol v Pajsarjevi jami; (b) Mikrobna zdruzba od blizu, kjer se vidi sama tekstura biofilma
na kamniti osnovi.
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4.1.2 Priprava klonskih knjiZnic

4.1.2.1 Osamitev skupne mikrobne DNA iz vzorca jamskega biofilma v Pajsarjevi jami

Skupno mikrobno DNA iz vzorca mikrobnih prevlek sten Pajsarjeve jame smo osamili z
uporabo komercijalnega kompleta ‘PowerSoil DNA Isolation Kit” in ‘Ultra Clean Soil DNA
Kit’ (MoBio, ZDA), vendar smo z uporabo ‘PowerSoil DNA Isolation Kit’ dobili boljse
rezultate in zato smo naprej v rutini delali le s tem. Osamljeno DNA smo do uporabe shranili
pri 4 °C. Cistost in koli¢ino izolirane skupne mikrobne DNA smo ugotavljali
spektrofotometricno. Iz posameznih vzorcev jamskih prevlek (0,12 g) smo dobili DNA v
koncentraciji do 10 ng/ul (Slika 8). Cistost DNA smo ocenili s primerjavo razmerja med Ajgo
in Asgg. Ker se je le-to gibalo med 1.8 in 2.0 smo ocenili, da je pridobljena DNA dovolj Cista

za nadaljnje delo.

Slika 8. Skupna okoljska DNA iz jamskih prevlek v Pajsarjevi
jami, locena v 0,8-odstotnem agaroznem gelu. M-standard
velikosti (DNA A/Pstl, Fermentas Life Sciences, Litva); stolpci
1,2,3,4 — izolirana skupna okoljska DNA iz vzorca jamskih
prevlek, Pajsarjeva jama.

M

4.1.2.2 Specifi¢no pomnozevanje genov za 16S rRNA

Izolirano skupno mikrobno DNA smo uporabili kot matriéno DNA pri pomnozevanju genov
za 16S rRNA z verizno reakcijo s polimerazo. Za pomnoZevanje smo uporabili Tag DNA-
polimerazo (Fermentas, ZDA). Z zacetnima oligonukleotidoma 27F in 1492R smo pomnozili
1500 bp dolg del bakterijskega gena za 16S rRNA. DNA smo pomnozevali po protokolih, ki
so jih opisali Macalady in sodelavci v dveh razli¢nih raziskavah (2006, 2007). Vecje koli¢ine
DNA smo dobili pri protokolu, ki so ga opisali Macalady in sod. (2006) (glej poglavje
4.2.2.3), ki smo ga potem naprej rutinsko uporabljali. Produkte verizne reakcije s polimerazo
smo locili v 0,8-odstotnem agaroznem gelu (Slika 9). Produkte smo iz gela ocistili s
kompletom 'QIAquick PCR Purification Kit' v skladu z navodili proizvajalca (QIAGEN,

ZDA) in jih koncentrirali z etanolnim obarjanjem.
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Prisotnost arhej v vzorcih smo preverjali z verizno reakcijo s polimerazo in za arheje
specificnima zacetnima oligonukleotidoma Arch21F in Arch 958R. Ob tem smo uporabili
protokole, ki so jih opisali DeLong (1992) in Arahal in sod. (1996). V vseh primerih
pomnozenega fragmenta nismo dobili, ¢e smo kot matriko uporabili skupno mikrobno DNA

vzorcev prevlek sten Pajsarjeve jame. Zato smo moznost, da so v vzorcih prisotne arheje,

izkljucili.

Slika 9. Z reakcijo s polimerazo pomnoZeni deli genov za 16S
rRNA, iz jamskih prevlek v Pajsarjevi jami, po elektroforetski
locitvi v 0,8 odstotnem agaroznem gelu. M-standard velikosti
(DNA A/Pstl, Fermentas Life Sciences, Litva); stolpci 1,2,3,4,5 -
pomnoZzeni 1500 bp dolgi deli genov za 16S rRNA.

4.1.2.3 Priprava in analiza klonskih knjiznic

Ociscene dele genov za 16S rRNA, pomnoZene iz skupne mikrobne DNA jamskih prevlek v
Pajsarjevi jami smo naklju¢no klonirali v vektor pGEM® T-Easy s pomo&jo komercialnega
kompleta ‘pGEM® T Vector System II’ (Promega, ZDA). Tako pripravljene rekombinantne
plazmide smo vnesli v komercialno pripravljene celice seva E. coli JM101, ki omogocajo
prepoznavanje za vkljucke pozitivnih klonov z a-komplementacijo. Da bi kar najbolj zajeli
mikrobno raznolikost, smo izdelali Sest knjiznic gena za 16S rRNA jamskih prevlek

Pajsarjeve jame.

Klone, ki so vsebovali vkljucke, smo izbirali naklju¢no. Prisotnost vklju¢kov v klonih smo
preverjali na dva nacina. Pri preverjanju z verizno reakcijo s polimerazo (Slika 10) smo
uporabili verizno reakcijo s polimerazo in zacetna oligonukleotida SP6 in T7, ki sta prilegala
zaporedjem ob poliklonskem mestu plazmida pGEM® T-Easy. Pri preverjanju z rezanjem
DNA, smo izolirano plazmidno DNA razrezali z encimom ECORI, ki reze ob poliklonskem
mestu plazmida pGEM® T-Easy (Slika 11). Potrjene klone smo gojili do stacionarne faze rasti
in plazmidno DNA, skupno 280 klonov izolirali s pomoc¢jo kompleta ‘Wizard Plus SW
Minipreps’ (Promega, ZDA). Nukleotidno zaporedje vkljuckov 280 klonov Sestih klonskih
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knjiznic gena za 16S rRNA so ugotovili v podjetju Macrogen (Seoul, Koreja) z uporabo

zacetnih oligonukleotidov 27F in 1492R.

Slika 10. Preverjanje prisotnosti pomnozenih
delov gena za 16S rRNA, iz jamskih prevlek v
Pajsarjevi jami, v DNA pGEM® T-Easy z
verizno reakcijo s polimerazo. M — standard
velikosti (DNA A/Pstl, Fermentas Life
Sciences, Litva); stolpci 1 -13 — pomnoZeni
1500 bp veliki vkljucki knjiznice 16S rRNA.
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Slika 11. Preverjanje prisotnosti pomnozenih delov
gena za 16S rRNA, iz jamskih prevlek v Pajsarjevi jami,
z rezanjem plazmidne DNA z encimom EcoRl. M —
standard velikosti (DNA MA/Pstl, Fermentas Life
Sciences, Litva); stolpci 1,4,5 — plazmid velikosti 3000
bp in spros¢en fragment velik 1500 bp.

286304 5556 [

4.1.2.4 Splosna filogenetska raznolikost in vrstna bogatost v vzorcih jamskih prevlek
Pajsarjeve jame

Pridobljena nukleotidna zaporedja delov gena za 16S rRNA smo uredili v programskem
orodju Sequencher (Gene Codes, Ann Arbor, ZDA) in iz analize izkljucili zaporedja slabse
kvalitete. Prisotnost himernih zaporedij DNA smo opredelili z uporabo streznika Bellerophon
(Schloss in Handelsman, 2005). Za analizo Bellerophon smo uporabili velikostno okno (200 -
400 bp) in korekcijo Huber-Hugenholtz. Skupno smo prepoznali 30 himernih zaporedij, ki

smo jih izklju¢ili iz nadaljnje analize (Huber in sod., 2004).

Na ta na¢in smo opredelili 171 delnih (800 bp) zaporedij gena za 16S rRNA visoke kvalitete,
ki smo jih vkljucili v analizo. Sprva smo zaporedja primerjali s podobnimi zaporedji,
dostopnimi v podatkovni zbirki GenBank, z uporabo algoritma BLASTN. Raznolikost
mikrobov je bila visoka, saj smo lahko zaporedja uvrstili v osem bakterijskih debel (< 20

odstotkov razlike v podobnosti zaporedij). V vzorcu mikrobnih prevlek sten Pajsarjeve jame
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so bili dale¢ najbolj pogosti predstavniki debla Proteobacteria (predvsem razred
Gammaproteobacteria) in Actinobacteria. Po pogostnosti pojavljanja so sledila zaporedja, ki
smo jih uvrstili v debla Nitrospira, Acidobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadales,

Verrucomicrobia in Planctomycetales (Slika 12).
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Slika 12. Razsirjenost posameznih bakterijskih debel v knjiznicah gena za 16S rRNA iz okoljske DNA, osamljene iz
vzorcev mikrobnih prevlek sten Pajsarjeve jame (Slovenija).

S programskim orodjem DOTUR smo opredelili ocene raznolikosti mikrobov (cenilka
Shannon; H’), dominance (Simpson) in vrstne bogatosti (cenilki ACE in Chao 1). Ceniki
Simpson in Shannon upostevata vrstno bogatost in relativno razsirjenost opazenih taksonov.
Pri cenilkah Chaol in ACE pri¢akujemo vi§je vrednosti, saj cenilki ocenita Stevilo vrst v
preiskovanem habitatu pri ¢em upoStevata predvsem taksone, ki se v vzorcu pojavijo le
enkrat. Ocene smo opredelili pri 3-odstotni, 5-odstotni in 20-odstotni razliki v evolucijskih
razdaljah, ki jih lahko imamo za priblizke bakterijske vrste, rodu in debla (Preglednica 2).
Ocene raznolikosti so pokazale, da je vrstna pestrost v vzorcih visoka. Dobljene vrednosti
cenilk raznolikosti so primerljive z vrednostmi, ki so jih opisali za tla in so Ze dolgo znana kot

vrstno bogat habitat (Ge in sod., 2008) ter dale¢ presegajo vrednosti, ki so jih opisali v
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skrajnih okoljih (npr. vrednost cenilke Shannon je v skrajno slani vodi solin bila 0,5; Pas$i¢ in
sod. 2007). Ti podatki nakazujejo, da gre za s hranili bogat habitat, ki omogoca zivljenje
velikemu Stevilu razliénih mikroorganizmov.

Preglednica 2. Ocene raznolikosti mikrobov jamskih prevlek v Pajsarjevi jami, ugotovljene pri 3-, 5- in 20-
odstotni razliki v evolucijskih razdaljah, kot je implementirano v programskem orodju DOTUR.

Jamska prevleka

97% podobnost 95% podobnost 80% podobnost
Ocena raznolikosti
+ CI (5%) + CI (5%) + CI (5%)
Raznolikost (Simpson) 0,07 0,08 0,14
Dominanca (Shannon) 3,19+0,19 3,05+0,19 2,32+0,16
Vrstna bogatost (ACE) 69,40+13,20 67,00+£14,90 20,24+1,84
Vrstna bogatost (Chaol) 62,80 £20,50 57,30+ 21,10 20,40 +£2,70

CI (5%) — 5% interval zaupanja

Z rarefakcijsko krivuljo smo ugotavljali, ali je vzorec 171 klonov iz knjiZznic gena za 16S
TRNA zajel vrstno pestrost vzorca (Slika 13). Opazimo lahko, da gre za zelo raznoliko
zdruzbo, saj pri vlozenem naporu krivulje ne doseZejo jasne asimptote, ne pri 20-odstotni
razliki v evolucijskih razdaljah (priblizek bakterijskega debla), ne pri 5-odstotni razliki v
evolucijskih razdaljah (priblizek bakterijskega rodu) in ne pri 3-odstotni razliki v evolucijskih
razdaljah (priblizek bakterijske vrste). Podoben trend smo opazili tudi pri zbiral¢evi krivulji
ocene bogatosti Chao 1 (Slika 13). Zato predvidevamo, da bi dodatno vzoréenje pokazalo

vecjo mikrobno raznolikost.
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Slika 13. Rarefakcijska krivulja (A) in zbiral¢eva krivulja cenilke Chao 1 (B) zaporedij gena za 16S rRNA
mikrobnih prevlek v Pajsarjevi jami. Rarefakcijska krivulja in 1 ocena vrstnega bogastva Chao sta izraCunani pri
evolucijski razdalji 0-, 3-, 5- in 20-odstotkov.
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4.1.2.5 Analiza nukleotidnih zaporedij fragmentov gena za 16S rRNA

Pri analizi nukleotidnih zaporedij fragmentov gena za 16S rRNA smo zaporedja najprej
razdelili v operacijske taksonomske enote (OTU). Zaporedja smo imeli za razli¢na, ¢e so se
lo¢ila v evolucijskih razdaljah za veC kot 3-odstotke. Matriko evolucijskih razdalj po
Kimurinem dvoparametricnem modelu smo izracunali z uporabo programskega orodja
DNADIST, ki je del programskega paketa PHYLIP (Felsenstein, 2001). Predstavnike OTU
smo poiskali z algoritmom najboljSega soseda programskega orodja DOTUR (Schloss in
Handelsman, 2005). Znotraj vzorca 171 delnih zaporedij gena za 16S rRNA smo prepoznali
50 OTU. Za filogenetsko analizo smo iz vsake prepoznane OTU izbrali enega predstavnika in
ugotovili nukleotidno zaporedje vkljucka v obe smeri. Nukleotidna zaporedja, ki so najbolj
podobna posameznim predstavnikom OTU, so predstavljena v Preglednici 3.

Preglednica 3. Seznam nukleotidnih zaporedij gena za 16SrRNA v podatkovnih zbirkah, ki so najbolj podobna
nukleotidnim predstavnikom OTU, ki smo jih zasledili v Pajsarjevi jami.

Najbolj podobna nukleotidna zaporedja v

Odstotek
podatkovnih zbirkah podobnosti

Predstavnik OTU
1PJM294 (FJ535064) Uncultured bacterium clone FFCH2225 (EU134336) 96
2PJM13 (FJ535065)  Uncultured organism clone GASP-0KA-561-A11(EU043535) 97
2PJM57 (FI535066) Uncultured bacterium PHOS-HD29(AF314427) 92
3PJM100 (FJ535067) Uncultured bacterium clone JH-WH224(EF492889) 99
3PJM129 (FJ535068) Uncultured gamma proteobacterium partial(FM877668) 92
3PJM137 (FI535069) Uncultured Xanthomonadales bacterium clone Plot29-2F04(EU202845) 97
3PJM140 (FJ535070) Uncultured Myxococcales bacterium clone Plot21-A10(EU193072) 94
3PIM14 (FJ535071)  Uncultured bacterium clone POX3b5C05(EU491387) 94
3PJM150 (FJ535072) Uncultured bacterium clone 2C229409(EU801093) 95
3PJM159 (FJ535073) Uncultured Chromatiales bacterium clone Plot03-2B02(EU276552) 97
3PJM1 (FJ535074)  Uncultured Pseudomonadales bacterium clone Plot21-G11(EU193058) 98
3PJM42 (FJ535075)  Uncultured bacterium clone ORCA-17N118 (DQ823220) 99
3PJM53 (FJ535076)  Uncultured bacterium clone EPR4059-B2-Bc22(EU491533) 96
3PJM60 (FI535077)  Uncultured soil bacterium clone PYR10d5 (DQ123669) 96
3PJM72 (FJ535078)  Uncultured bacterium clone ORCA-17N118 (DQ823220) 97
3PJM78 (FI535079) Uncultured bacterium clone FFCH15553 95

se nadaljuje
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Preglednica 3. Seznam nukleotidnih zaporedij gena za 16SrRNA v podatkovnih zbirkah, ki so najbolj podobna
nukleotidnim predstavnikom OTU, ki smo jih zasledili v Pajsarjevi jami.

Najbolj podobna nukleotidna zaporedja v

podatkovnih zbirkah Odstotek podobnosti

Predstavnik OTU

2PIM22 (FJ535081)  Uncultured bacterium isolate ALT39 98
2PJM54 (FJ535083)  Uncultured actinobacterium gene for 16S rRNA(AB257641) 98
3PJM104 (FJ535084) Uncultured forest soil bacterium clone DUNssu029 (AY913248) 94
3PJM113 (FJ535085) Uncultured bacterium clone SS-62 (AY945875) 98
3PIM120  (FJ535086) Amycolatopsis sp. QAIIIG0 (EU274339) 92
3PJM122 (FJ535087) Uncultured Acidobacteria bacterium partial (AM902627) 91
3PJM126 (FJ535088) Uncultured bacterium clone FFCH4979 (EU132298) 91
3PJM58 (FJ535090)  Uncultured bacterium clone KMS200711-087 (EU881345) 97
3PJM67 (FJ535091)  Uncultured bacterium clone TX1A_83(FJ152635) 91
3PJM80 (FJ535092)  Uncultured bacterium clone TX1A_108 (FJ152660) 93
3PJM88 (FJ535093)  Uncultured bacterium clone BacA_043 (EU335242) 94
3PJM114 (FJ535094)  Uncultured Acidobacteria bacterium clone HAVOmat15 (EF032752) 94
1PJM279 (FJ535096)  Uncultured bacterium clone FFCH7272 (EU133997) 97
2PIJM17 (FJ535097) Uncultured bacterium clone CV22 (DQ499282) 96
3PJM118 (FJ535098)  Uncultured bacterium clone FFCH13494 (EU135452) 89
3PJM141 (FJ535099)  Uncultured bacterium clone 5-48b (AY955088) 94
3PJM160 (FJ535100) Uncultured bacterium clone CV82(DQ499318) 99
3PJM46 (FJ535101)  Uncultured Nitrospira sp. clone Joinville8 (F1236034) 99
3PJM51 (FJ535102)  Uncultured bacterium clone 1013-28-CG51 (AY532586) 94
3PJM52 (FJ535103)  Uncultured bacterium gene for 16S rRNA(AB240237) 94
3PIM74 (FJ535104) Uncultured bacterium clone CV22 (DQ499282) 97
3PJM119 (FJ535105)  Uncultured bacterium clone FCPS411 (EF516709) 96
3PJM125 (FJ535106)  Uncultured bacterium clone BacC-s_023 (EU335200) 98
3PJM12 (FJ535107)  Uncultured beta proteobacterium (FM253568) 99
3PJM155 (FJ535108)  Uncultured bacterium clone 1-13 (AY548937) 94
3PJM33 (FJ535109) Uncultured bacterium clone S23_830 (EF572731) 96

3PJM45 (FJ535110)  Uncultured beta proteobacterium (FM253602) 98
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4.1.3 Filogenetska analiza genov za 16S rRNA skupne mikrobne DNA vzorcev

mikrobnih prevlek Pajsarjeve jame

Nukleotidna zaporedja predstavnikov vseh OTU smo poravnali z njim najbolj podobnimi
nukleotidnimi zaporedji iz podatkovnih zbirk, ter z zaporedji predstavnikov Bacteria. Kot
zunanjo skupino smo uporabili nukleotidno zaporedje gena za 16S rRNA metanogene arheje
Methanospirillum hungatei. Za izdelavo filogenetskih dreves smo uporabili metodo
najvedjega verjetja (ang. maximum likelihood) in kriterij varénosti (ang. parsimony).
Ponovljivost vozlis¢ v drevesih smo ocenili z metodo samovzorcenja pri 1000 ponovitvah in
Bayesovimi posterironimi verjetnostmi. Vsa drevesa so imela podobno osnovno topologijo, s
podobno podporo razvejitve. Zato smo v vseh primerih predstavili drevo najvecjega verjetja,
ki smo mu dodali vrednosti samovzorcenja pri 1000 ponovitvah in posteriorne verjetnosti
posameznih razvejitev. Filogenetska analiza nukleotidnih zaporedij predstavnikov 50 OTU, ki
smo jih prepoznali v naklju¢no izbranem vzorcu 280 klonov knjiznic 16S rRNA, pripravljenih
iz skupne DNA mikrobnih prevlek Pajsarjeve jame, je pokazala prisotnost 43 skupin. Skupine
smo ocenili na podlagi najmanj izkljucujoce monofilije, kot jo sestavljajo nukleotidna

zaporedja Pajsarjeve jame in najblizji sorodniki iz podatkovnih baz.

4.1.3.1 Actinobacteria in Acidobacteria

Kar 16 odstotkov nukleotidnih zaporedij, pridobljenih v tej studiji, smo filogenetsko uvrstili
v deblo Actinobacteria (Slika 14). Predstavniki tega debla so bili druga najbolj zastopana
skupina v vzorcu jamskih prevlek. S filogenetsko analizo smo ugotovili, da nukleotidna
zaporedja tvorijo Stiri skupine, od katerih sta dve zastopani z veC kot enim nukleotidnim
zaporedjem. Ugotovili smo, da stene Pajsarjeve jame naseljujejo novi, Se neopisani filotipi
Actinobacteria, ki so le slabo podobni zaporedjem, prisotnim v podatkovnih zbirkah (88 — 93
odstotkov podobnosti zaporedjem v podatkovni zbirki GenBank). Nukleotidni zapored;ji
klonov 3PJM100 in 2PJMS50 smo lahko uvrstili v rodova Amycolatopsis in Frankia, medtem
ko so se preostala zaporedja vejila iz skupnega vozlisca kot samostojne linije. Ta zaporedja so
bila najbolj podobna zaporedjem, ki so jih opisali v alpskih dolomitih (klon 2PJM54, 98
odstotkov podobnosti, 9 odstotkov pridobljenih zaporedij) in zaporedjem, ki so jih opisali v

bazicnih slanih tleh jezera Texcoco v Mehiki (kloni 3PJM21, 3PJM80, 3PIM67).
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Slika 14. Drevo najvecjega verjetja (maximum likelihood). Odebeljeno so prikazani predstavniki posameznih
OTUs, ki pripadajo predstavnikom Acidobacteria in Actinobacteria, odkritih v jamskih prevlekah iz Pajsarjeve
jame.

V deblo Acidobacteria uvrs¢amo $tevilne filotipe, ki so jih osamili iz tal in sedimentov.
Ugotovili smo, da so Acidobacteria zmerno razsirjene v prevlekah Pajsarjeve jame, saj so
predstavniki predstavljali 10,5 odstotkov analiziranega vzorca. Acidobacteria je pred kratkim
opisano monofiletsko deblo znotraj Bacteria in so doslej v Cisti kulturi uspeli osamiti le
pescico predstavnikov. Zato ne preseneca, da zaporedja, pridobljena v tej Studiji, niso bila
sorodna nobeni, doslej opisani vrsti. Se veé, pridobljena zaporedja so bila filogenetsko zelo
raznolika. Prepoznali smo kar devet OTU, od katerih jih je sedem v < 95 odstotkih podobno
doslej opisanim zaporedjem. Ti rezultati nakazujejo, da je zdruzba Acidobacteria v Pajsarjevi

jami drugac¢na od doslej opisanih zdruzb.

4.1.3.2 Proteobacteria

Pripadniki debla Proteobacteria so ekolosko zelo uspesni in zato zelo raz§irjeni v knjiznicah
gena za 16S rRNA. Tako so tudi v genetskih knjiznicah skupne DNA jamskih prevlek

predstavljali kar 51,4 odstotkov preiskanih zaporedij. Znotraj Proteobacteria smo najbolj
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pogosto opazili zaporedja razreda Gammaproteobacteria (Slika 15). Le-ta so predstavljala
31,4 odstotkov vseh preiskanih zaporedij. Filogenetska analiza je pokazala, da lahko vecino
teh zaporedij uvrstimo v Skrlatne bakterije (red Chromatiales). Zanimivo je, da so bila nasa
zaporedja najbolj sorodna zaporedjem (96 — 99 odstotkov podobnosti), ki so jih opisali v
jamskem okolju jam Oregon v ZDA (klon ORCA-17N118, DQ823220, Slika 15). Znotraj
razreda Gammaproteobacteria smo opazili tudi raznoliko skupino, ki je sorodna talnim in
sladkovodnim predstavnikom redu Xantomonadales (Slika 15, kloni 3PJM1, 3PJM159,
3PIM60.)

Predstavnike razreda Alphaproteobacteria smo le redko osamili v knjiznicah gena za 16S
rRNA Pajsarjeve jame. V skupino smo filogentsko uvrstili le pes€ico zaporedij, ki so bila
sorodna okoljskim zaporedjem DNA, ki so jih opisali v rastlinskih nodulih (Slika 15, kloni
3PJM100, 3PJMR) in prerijskih tleh (klon 3PJM78). Podoben vzorec razsirjenosti smo opazili
pri Deltaproteobacteria, kamor uvr$¢amo anaerobne, sulfat reducirajoée bakterije. V to
skupino smo vkljucili samo tri OTU (kloni 2PJMS57, 3PJIM57 in 1PJM294), ki so bili vsi
sorodni drugim okoljskim zaporedjem. Predstavnikov Epsilonproteobacteria nismo zasledili

v nasih knjiznicah.
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Slika 15. Drevo najvecjega verjetja (maximum likelihood). Odebeljeno so prikazani predstavniki posameznih
OTUs, ki pripadajo predstavnikom Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria in Deltaproteobacteri, odkritih
v jamskih prevlekah iz Pajsarjeve jame.

V razred Betaproteobacteria (Slika 16) smo uvrstili skupno 10,5 odstotkov vseh analiziranih
zaporedij. Zaporedja, sorodna Betaproteobacteria, so bila zelo raznolika in so oblikovala
devet OTU. Najbolj pogosto smo osamili zaporedja, ki so bila sorodna zaporedjem kamnitih
biofilmov rudnika zlata na Poljskem (klon A05-1, FM253568) in zaporedjem, pridobljenim iz
kislih, vise¢ih mikrobnih prevlek jamskega sistema Frasassi v Italiji (klon CV91, DQ499321,
Macalady in sod., 2007). Le dve =zaporedji sta bili sorodni doslej opisanim vrstam
Betaproteobacteria. Nukleotidno zaporedje klona 3PJM33 se je vejilo skupaj s predstavnikom

rodu Methylibium, nukleotidno zaporedje klona 3PJMI125 pa z Nitrosomonas europea.
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Preostala zaporedja niso bila podobna nobeni, doslej opisani vrsti in so bila v 94 — 99

odstotkih podobna okoljskim zaporedjem, ki so jih opisali v tleh.

Uncultured bacterium clone CV91 (DQ499321)
Clone 3PJMBE6 (3 zaporedja) (FI535112)

Uncultured beta proteobacterium clone A05-1 (FM253568)
Clone 3PJIMI2 (6 zaporedij) (FI535107)
Beta protecbacterium Schreyahn_AOB_SSU_Aster 2 (AYT95686)

e

.:;_:.-EL:"C"“”W'J bacterium clone FCPS411 (EF516709)
?‘ ‘j:;‘r— Clone 3PJIMI119 (2 zaporedji) (FI535103)
2 "Iut Uncultured bacterium clone 3BH-4GG (EU937965)
]‘E(_‘Innc IPIMO0 (2 zaporedji) (FI535113)

Thiobacter subrerrancus (AB180657)
Derxia gummosa IAM13946 (AB089482)

- ‘ Uncultured bacterium clone FFCH11971 (EU133821)
ﬁl’(L Clone 3PJIMB4 (2 zaporedji) (FI535111)

fio] = Uncultured beta proteobacterium elone E05-1 (FM253602)

::_T:]-L Clone 3PJMA45 (1 zaporedje) (FI535110)

| Uneultured bacterium clone 1-13 (AY548937)

H—— Clone 3PJMISS (1 zaporedje) (FI535108)
H;!h aligenaceae bacterium BL-169 (DQ196633)

i Beta proteobacterium IN18_A91 (DQ168657)

Betaproteobacteria

Cupriavidus necator strain CIP 104763 (EU024158)
Oxalicibacterium flavem strain TA1T (AY061962)
0] r Burkholderia terrae strain KMY02 (AB201285)

Burkholderia cepacia strain KNUC29 (EU239200)
Methylibium petroleiphifum PM1 (CPOD0SSS)

94 Ll'ncu]lurc;l bacterium clone $23_830 (EF572731)
5
Clone 3PJM33 (1 zaporedje) (FI535109)

7 E Denitratisoma oestradiolicum strain AcBE2-1 (AY879297) 0.05 s/s
() Sterolibacterium denitrificans 1strain Chol-15 (AJ306683)
Nitr etiropaea ATCC 19718 (AL954747)

| 1o ) Clone 3PJIMI125 (1 zaporedje) (FI1535106)
uxr—l
~

LY Uneultured bacterium clone BacC-s_023 (EU335200)

Paraceccus versutus (AJB64468)

Slika 16. Drevo najvecjega verjetja (maximum likelihood). Odebeljeno so prikazani predstavniki posameznih
OTUs, ki pripadajo predstavnikom Betaproteobacteria, odkritih v jamskih prevlekah iz Pajsarjeve jame.

4.1.3.3 Verrucomicrobia, Planctomycetales, Gemmatimonodales, Nitrospirales in Chloroflexi

Preostala zaporedja smo wuvrstili v debla Verrucomicrobia, Planctomycetales,
Gemmatimonodales, Nitrospirales in Chloroflexi (Slika 17). Zaporedja, ki jih predstavlja
nukleotidno zaporedje klona 3PJM118 so bila sorodna Verrucomicrobium spinosum, ki ga
pogosto najdemo v s hranili bogatih sladkih vodah. Znotraj Gemmatimonodales smo uvrstili
zaporedja, ki jih predstavljajo zaporedje klona 3PJM51, ki so sorodna vrsti Gemmatimonas

aurantiaca. Tri zaporedja so bila filogentsko sorodna Caldilineales in po eno Chloroflexales

in Planctomycetales.
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Verrucomicrobium spinosum (X90515) ~
bacterium Ellin518 (AY960781)

o Uncultured bacterium clone FFCHI13494 (EU135452) Verrucomicrobia
Clone 3PIMILE (2 zaporedji) (FI535098) ~
'-'—5] Clone 1PIMI18 (1 zaporedje) (FI335095) -\
q Uncultured organism clone MAT-CR-P4-F10 (EU246171) Planctomycetales
Candidatus Brocadia anammoxidans (AF375994)
Candidatus Brocadia fulgida (DQ459989) 7
Tor Gemmatimonas aurantiaea (AB0OT2735) ~
I,:’{' ::::_E[Jnuullumd. bacterium clone 5-48b (AY955088) Gemmatimonadales
| 104 Clone 3PJM141 (4 zaporedja) (F1535099) A
Nitrospira marina Nb-295 (X82559) =~
— Clone 3PJMS1 (3 zaporedja) (FI535102)
Candidatus Nitrospira bockiana (EU084879)
— Candidatus Nitrospira defluvii (DQ059345)
Nitrospira moscoviensis (X82558)
- ;"7" O Uncultured Nitrospira sp. clone Joinville8  (FJ236034) . s
o2 H 1oL Clone 3paM46 (14 zaporedij) (FJ535101) Nitrospirales
101 | II Uneultured bacterium clone CVE2 (DQ499318)
L og* Clone 3PIM160 (2 zaporedji) (F1535100) ' '
Clone 2PJMI17 (1 zaporedje) (F1535097) 0.05 s/s
E % Uncultured bacterium clone CV22 (DQ499282)
Ei]{.’ Clone 3PJM74 (6 zaporedij) (F15335104) vy
Chivraflexus aurantiacus (D38365) ™
([ Uncultured bacterium clone BS047 (AB240237) Chloroflexales

TiM] \:;: Clone 3PJMS2 (1 zaporedje) (F1535103) ./
E — Caldilinea aerophila (ABUGT647) 3

Anaerobic filamentous bacterium IMO-1 (AB109437)

“lone 1PIM279 (3 zaporedja) (FI535096) Caldilineales

Uncultured bacterium clone FFCH7272 (EU133997) J

Metl pivillum hungatei (MO608E0)

Slika 17. Drevo najvecjega verjetja (maximum likelihood). Odebeljeno so prikazani predstavniki posameznih
OTUs, ki pripadajo predstavnikom Verrucomicrobia, Planctomycetales, Gemmatimonadales, Nitrospirales,
Chloroflexales in Caldilineales, odkritih v jamskih prevlekah iz Pajsarjeve jame.

Posebej zanimiva so zaporedja sorodna deblu Nitrospira. Le-ta so bila v na$ih knjiZznicah
pogosta in so predstavljala 15,2 odstotkov analiziranih zaporedij. Skupina je bila zelo
raznolika. Prepoznali smo kar pet OTU, ki so bile sorodne zaporedjem Nitrospira, osamljenim
v vodi (klon 3PJM46) ter zaporedjem iz jam Frassasi v Italiji (kloni 3PJM74, 3PJM160,
2PIM17).
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5 RAZPRAVA

7 izrazom mikrobna raznolikost v znanstvenih in poljudnih krogih opisujemo popis vrst
mikrobov v doloCenem habitatu ali ekosistemu. Bolj zapletene definicije opisujejo raznolikost
kot tisto lastnost podrocja, ki se specificno nanasa na razli¢nost znotraj in med Zivimi
organizmi, v zdruzbah zivih organizmov, naravnih ali antropogeno spremenjenih biotskih
skupnostih ter biotskih procesih (DelLong, 1997). Mikrobno raznolikost lahko merimo v
smislu genetske raznolikosti, identitete ter Stevila mikrobnih vrst, mikrobnih zdruzb, biotskih
skupnosti in biotskih procesov ter deleza (razSirjenosti, biomase) posameznih vrst ter

strukture nastetega (Rodriguez-Valera, 2002).

Mikrobne prevleke, ki jih najdemo na povrSini sten karbonatnih jam Dinarskega krasa so bile
doslej slabo raziskane. Pionirskim raziskavam MegusSarja in Sketa (1973), ki sta vzpostavila
organsko naravo prevlek in v ¢isti kulturi osamila pripadnike Actinobacteria, je sledilo
tridesetletno obdobje molka. V diplomski nalogi smo si zato prizadevali opisati strukturo
mikrobne zdruzbe, ki naseljulje raznobarvne mikrobne prevleke v Pajsarjevi jami pri Vrhniki.

Pajsarjevo jamo smo si izbrali, ker je izjemno bogata s prevlekami in je le redko obiskovana.

5.1 VZORCENIJE IN LASTNOSTI VZORCA

V Pajsarjevi jami smo si za vzorcenje izbrali vhodno galerijo do sifona, ki preprecuje dostop
do globljih delov jame. Mikrobne prevleke, ki na znacilen nacin odsevajo svetlobo, smo
opazili po stenah in stropu toda ne v vodi. V Pajsarjevi jami smo najpogosteje opazili kolonije
roza barve, ki so se veCinoma pojavljale kot posamezne kolonije v neposredni blizini
jamskega vodotoka. Kolonije bele barve so bile naslednje po pogostnosti pojavljanja in smo
jih zasledili predvsem na stropu jame. Zasledili smo jih tudi v nizjih predelih jamskih sten,
vendar v precej manjSem Stevilu in ve¢inoma v razpokah, na robovih sten in tudi med kapniki.
Sive kolonije so pogosto rastle skupaj z roznatimi in le redko posami¢no. Tudi rumene
kolonije so bile pogoste v Pajsarjevi jami. Opazili smo jih ve¢inoma v visjih predelih sten
jame, najveckrat pa ob robovih in razpokah jamskih sten. Jamo smo obiskali Se veckrat in
opazili spremembe v rasti kolonij. Tako se je v obdobju med marcem in majem 2010
razporeditev kolonij v Pajsarjevi jami povsem spremenila in so prerascale druge, prej gole,

dele jame.
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Ob pregledu s stereomikroskopom smo ugotovili, da se raznobarvne kolonije v vzorcih sten
Pajsarjeve jame pogosto medsebojno prepletajo. Ob pregledu s fazno-kontrastnim
mikroskopom smo ugotovili, da so odvzeti vzorci morfolosko heterogeni. Opazili smo
palicaste in kokidne oblike, najpogosteje pa razvejane nitke, ki morfoloSko spominjajo na
predstavnike Actinobacteria. Da bi ¢im bolj zajeli raznolikost mikrobov, ki sestavljajo
prevleke, smo vzorcili in analizirali morfolosko najbolj heterogene dele jamskih prevlek.
Morfolosko so bili vzorci mikrobnih prevlek sten Pajsarjeve jame podobni vzorcem rumenih
kolonij, ki so jih nasli na stenah jame Altamira v Spaniji (Cuezva in sod., 2009). Oba tipa
kolonij imata Se eno skupno lastnost. Iz Altamire so porocali, da rumene kolonije adsorbirajo
vodne hlape in jih zadrzijo dolgo Casa, ter da delujejo kot kondenzacijski centri (Cuezva in

sod., 2009).

52 UGOTAVLJANJE STRUKTURE MIKROBNE ZDRUZBE NA PODLAGI
PRIMERJAVE NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ IZ KLONSKIH KNJIZNIC

5.2.1 Splosna raznolikost zaporedij v klonskih knjiZnicah

V tej Studiji smo pridobili 171 visokokvalitetnih zaporedij gena za 16S rRNA, ki smo jih
pomnozili iz skupne DNA mikrobnih prevlek Pajsarjeve jame. Zaporedja smo razdelili v
operacijske taksonomske enote in pri tem smo kot priblizek vrste uporabili 3-odstotno razliko
v evolucijskih razdaljah, kot priblizek rodu 5-odstotno razliko v evolucijskih razdaljah in kot
priblizek debla 20-odstotno razliko v evolucijskih razdaljah (Schloss in Handelsman, 2005).
Pridobljeno stevilo OTU je bilo visoko in je nakazalo, da je vrstna pestrost v jamah visoka.
Ravno tako smo z izrisom rarefakcijske krivulje opazili odsotnost jasne asimptote pri vseh
razlikah v evolucijskih razdaljah. Zato smo sklepali, da bi dodatno vzorcenje pokazalo Se
vecjo pestrost vzorca. Ta predvidevanja smo potrdili z izraCunom cenilk raznolikosti. Le-te so
bolj primerljive z vrednostmi, ki so jih opazili v vrstno bogatih okoljih. Tako so vrednosti
cenilk primerljive z vrednostmi, ki so jih opisali za tla, ki so Ze dolgo znana kot vrstno bogat
habitat (Ge in sod., 2008) in presegajo vrednosti, ki so jih opisali v vodnih habitatih (Briee in
sod., 2007) ter v skrajnih okoljih (npr. vrednost cenilke Shannon je v skrajno slani vodi solin
bila 0,5; Pasi¢ in sod. 2007). Nasi rezultati tako kazejo, da iz staliS¢a mikroorganizmov,
Pajsarjeva jama ne predstavlja skrajni sistem, temve¢ da gre za s hranili bogat habitat, ki

omogoca zivljenje velikemu Stevilu razli¢nih mikroorganizmov.
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Omenimo naj, da smo preverjali tudi prisotnost arhej v okoljski DNA mikrobnih prevlek sten
Pajsarjeve jame. V ta namen smo uporabili dva kompleta za arheje specificnih zacetnih
oligonukleotidov in standardne pogoje pomnozevanja (glej poglavje 3.1.6.2). V obeh primerih
nam ni uspelo pomnoziti arhejskih genov za 16S rRNA. Zato smo sklepali, da z uporabljeno
metodologijo nismo uspeli pokazati prisotnost arhej v naSem vzorcu. NaSi rezultati tako
nasprotujejo rezultatom Gonzalesa in sodelavcev (2006), ki so opisali metabolno aktivne

psihrofilne Crenarchaeota v prevlekah sten jame Altamira v Spaniji.

5.2.2 Nukleotidna zaporedja gena za 16S rRNA kot filogenetski oznacevalec

Nukleotidna zaporedja gena za 16S rRNA se ze vrsto let uporabljajo kot splosni filogenetski
oznacevalec. Geni za 16S rRNA nosijo zapis za podenoto ribosoma, zato so prisotni v vseh
organizmih in so funkcijsko ohranjeni. Tudi dolzina molekule 16S rRNA (1500 bp) zadosca,
da bi jo imeli za informativno in vsebuje tako evolucijsko ohranjena obmocja kot tudi
podrocja visoke variabilnosti (Ludwig in sod., 1998). Uporabnost gena za 16S rRNA kot
filogenetskega oznacevalca omejuje prisotnost vec kopij gena pri nekaterih organizmih. Le-te
so pogosto zelo divergentne, kot so porocali pri Clostridium paradoxum (Reiney in sod.,
1996) ter Paenibacillus polymyxa (Nibel in sod., 1996). Treba je omeniti tudi, da visoka
podobnost v nukleotidnih zaporedjih gena za 16S rRNA ne pomeni nujno tudi visoke
podobnosti nukleotidnih zaporedij genomov primerjanih organizmov. Nukleotidna zaporedja
celotnih genomov so si lahko bolj podobna kot zaporeda 16S rRNA, velja pa tudi obratno
(Rosello-Mora in Amman, 2001).

5.2.3 Filogenetska analiza zaporedij gena za 16S rRNA, osamljenih iz okoljske DNA

mikrobnih prevlek Pajsarjeve jame

V okviru diplomske naloge smo iz okoljske DNA mikrobnih prevlek Pajsarjeve jame
pridobili 171 zaporedij 16S rRNA. Te smo, na osnovi podobnosti z drugimi zaporedji v
GenBank, pripisali osmim deblom Bacteria. Po pogostosti smo prepoznali predstavnike
Proteobacteria, Actinobacteria, Nitrospira, Acidobacteria, Chloroflexi in

Gemmatimonadales, Verrucomicrobia in Planctomycetales (poglavje 4.1.2.4; Slika 12).

V na$ih genskih knjiznicah smo najpogosteje osamili pripadnike ekoloSko uspesnega debla
Proteobacteria (51,4 odstotkov analiziranih zaporedij). Najpogosteje so bila zaporedja
sorodna podrazredu Gammaproteobacteria in sicer jamskim Skrlatnim zveplovim bakterijam,

(klon ORCA-17N118, glej poglavje 4.1.3.2, Slika 15), ki bi lahko bile vpletene v oksidacijo
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H,S v anoksi¢nih delih mikrobne prevleke. Omenimo naj, da smo opazili tudi pripadnike
Xanthomonadales (Slika 15, Gammaproteobacteria). Le-ti so pogosto obarvani rumeno,
zaradi prisotnosti karotenoidov, in bi lahko prispevali k rumenemu obarvanju kolonij. Te
domneve potrjujejo raziskave jame Altamira v Spaniji, kjer so pripadnike Xanthomonadales
opazili izkljuéno v rumenih kolonijah (Portillo in sod., 2008). Zaporedja, filogenetsko sorodna
Betaproteobacteria so bila ravno tako sorodna zaporedjem, ki so jih opisali v jamah in sicer v
viseCih mikrobnih prevlekah sulfidne jame Frassasi v Italiji (Macalady in sod., 2007) in

rudniku zlata na Poljskem.

S filogenetsko analizo smo ugotovili, da stene Pajsarjeve jame poseljujejo novi, prej neznani,
predstavniki Actinobacteria. Podobnosti gena za 16S rRNA predstavnikov OTE znanim
zaporedjem v GenBank so bile nizke in so se gibale med 88 in 93 odstotki. Ravno tako so se v
filogenetskih drevesih zaporedja vejila samostojno ter velikokrat globoko, kar nakazuje, da
gre morda tudi za pripadnike doslej neopisanega rodu znotraj Actinobacteria (glej poglavje
4.1.3.1, Slika 14).

Zaporedja, ki smo jih uvrstili v deblo Acidobacteria so bila filogenetsko raznolika in so
tvorila osem filogenetskih skupin. Predstavnike debla Acidobacteria lahko razdelimo v 11
podskupin (Zimmerman in sod., 2005). Zaporedja, ki smo jih opisali v Pajsarjevi jami, smo
lahko uvrstili v podskupini 3 in 4 (glej poglavje 4.1.3.1, Slika 14). Zaporedja, ki so jih uvrstili
v podskupini 3 in 4 Acidobacteria so opisali tudi v jami Altamira (Spanija), medtem ko so
pokazali, da kisle sulfidne jame, kot je jama Kane Lower v ZDA gostijo Acidobacteria

podskupin 7 in 8 (Meinsinger in sod., 2007).

Doslej so v Cisti kulturi osamili le redke predstavnike debla Nitrospira. Zato ne preseneca, da
nam pridobljene OTU ni uspelo pripisati nobeni uradno opisani vrsti. Ugotovili smo, da
Pajsarjevo jamo poseljujejo predstavniki Nitrospira, ki so filogenetsko sorodni zaporedjem,
pridobljenim v sulfidni jami Frassasi v Italiji (Macalady in sod., 2007, glej poglavje 4.1.3.3,

Slika 17) ter amonij oksidirajo¢im predstavnikom Nitrospira spp.

5.2.4 Primerjava raznolikosti bakterij v mikrobnih prevlekah sten Pajsarjeve jame in

drugih raziskanih jamah

Stene Pajsarjeve jame gostijo edinstvene mikrobne prevleke, ki jih doslej Se niso preucevali
s sodobnimi tehnikami mikrobne ekologije. Rezultati naSe raziskave kaZejo, da je struktura te

mikrobne zdruzbe edinstvena in razlicna od drugih, doslej opisanih. Doslej raziskani sistemi
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pa so si nekoliko bolj podobni glede na vrstno sestavo, e posebej na najbolj grobem nivoju —
nivoju bakterijskih debel. V skoraj vseh doslej raziskanih jamah, pa tudi v nasem vzorcu, tako
prevladujejo pripadniki Proteobacteria. Proteobacteria so prevladovale v pronicajo¢ih vodah,
rumenih, sivih in belih kolonijah in na paleolitskih poslikavah jame Altamira v Spaniji, na
stenah jame Tito Bustillo v Spaniji ter v sedimentih jame Wind Cave v ZDA (Laiz in sod.,
1999; Schabereiter-Gurtner in sod., 2002a; Portillo in sod., 2008, 2009, Schabereiter-Gurtner
in sod., 2002b; Chelius in Moore, 2004).

Predstavniki Proteobacteria so prevladovali tudi v kislih, sulfidnih jamah kot je jama Frassasi
v Italiji (Macalady in sod., 2006, 2007), jame Parker, Cesspool in Lower Kane v ZDA ter
Movile v Romuniji (Angert in sod., 1998; Sarbu 2000; Engel in sod., 2001, 2003). Ena izmed
moznih razlag za tovrstno razSirjenost proteobakterij je njihova metabolna raznolikost, saj
lahko za rast uporabljajo Stevilne razlicne organske snovi (Palleroni, 1992). K razsirjenosti
protebakterij bi lahko prispevala tudi dostopnost hranil. Tako so Northup in sod. (2003) ter
Ikner in sod. (2006) pokazali, da Stevilo proteobakterij v jamah raste s povecanjem Stevila
obiskovalcev. Obiskovalci prispevajo dodatna hranila preko obutve ter preko odmrlih celic
koze in odpadlih las. Nenazadnje naj omenimo, da proteobakterije prevladujejo tudi v

ekolosko zelo ogrozeni jami Lascaux v Franciji (Bastian in sod., 2009).

Predstavniki Actinobacteria so bili druga najbolj zastopana skupina v nasem vzorcu in sicer v
podobnem razmerju, kot so ga opisali v vzorcu izolatov jame Wind Cave, ZDA (Chelius in
Moore 2004). Actinobacteria gotovo igrajo pomembno vlogo v jamskem ekosistemu. V
jamah jih pogosto najdemo v suhih predelih jamskega substrata, pa tudi v namocenih
sedimentih in povr§inah, kjer voda kaplija na kamnino (Laiz in sod., 1999). Stevilni
predvidevajo, da so Actinobacteria posredno ali neposredno vkljucene v biomineralizacijske
procese v jamah, saj lahko proizvajajo razlicne tipe kristalov (Laiz in sod., 1999; Barton in
sod., 2001; Canaveras in sod., 2001; Groth in sod., 2001 Jones, 2001). V Pajsarjevi jami
nastanka kristalov nismo opazili. Opazili pa smo, da je kamnita podlaga, ki jo naseljujejo
mikrobne prevleke ponekod trda, ponekod preperela. To opazanje je v skladu z zgodnjimi
raziskavami Sketa in Megusarja (1973), ki sta iz podobnih prevlek v Planinski jami v Cisti
kulturi osamila pripadnike rodov ter pokazala, da izolati Proactinomyces aktivno razgrajujejo

CaCOs; in s tem prispevajo k mehcanju podlage.

Raznolikost jamskih Actinobacteria je izjemna. Iz jam so doslej v Cisti kulturi osamili

predstavnike rodov Arthrobacter, Acidimicrobidae, Actinosynnemataceae, Brevibacterium,
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Frankia, Kocuria, Microbacteriaceae, Micrococcaceae, Nocardiaceae, Nocardioidaceae,
Pseudonocardiaceae, Streptomycetaceae, Saccharothrix in Rhodococcus (Groth in Saiz-
Jimenez, 1999; Groth in sod., 1999, 2001; Laiz in sod., 1999, 2000; Holmes in sod., 2001;
Schabereiter-Gurtner in sod., 2002a; Northup in sod., 2003).

Pripadniki debla Acidobacteria so splosno razsirjeni v jamskih sistemih a njihova ekoloska
vloga ostaja neraziskana. Opisali so jih v skoraj vseh doslej raziskanih jamah (Schabereitner-
Gurtner in sod., 2002b, 2004, Meinsinger in sod., 2007, Chelius in Moore, 2003, Holmes in
sod., 2001) pa tudi v mikrobnih prevlekah Rimskih katakomb (Zimmerman in sod., 2005).
Opazimo lahko, da je v primerjavi z drugimi doslej raziskanimi sistemi, razSirjenost
Acidobacteria v vzorcih Pajsarjeve jame, zmerna. OTU, ki smo jih pripisali Acidobacteria so

predstavljale 10,5 odstotka preiskanega vzorca.

Predstavniki debla Nitrospira so bili v nasem vzorcu razSirjeni in so predstavljali kar 15,2
odstotka preiskanega vzorca. Vsi doslej opisani predstavniki Nitrospira so obligatni
kemolitoavtotrofi, ki energijo za rast dobivajo z oksidacijo nitrita. Ta proces so opisali v
podvodni jami v Mehiki, v katero hranila vstopajo na podoben nacin kot v Pajsarjevo jamo
(Pohlman in sod. 1997). Zato predvidevamo, da bi lahko tudi zaporedja okoljske DNA
Pajsarjeve jame pripadala ozko specializiranim jamskim bakterijam. O predstavnikih
Nitrospira so sicer poroéali tudi iz jame Tito Bustillo v Spaniji (Schabereitner-Gurtner in sod.,

2002a).

Predstavnike debla Gemmatimonadetes so opisali tudi v provinci Guizhou na Kitajskem
(Zhou in sod., 2007), medtem ko o prisotnosti Verrucomicrobia in Planctomycetales v jamah

doslej niso porocali.
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6 SKLEPI

Z analizo 171 klonov Sestih klonskih knjiznic bakterijskega gena za 16S rRNA mikrobnih
prevlek Pajsarjeve jame smo pokazali, da je mikrobna raznolikost v vzorcu nepri¢akovano
visoka. Z uporabljeno metodologijo nismo uspeli pokazati prisotnost arhej v naSem vzorcu.
Vlozeni napor vzorcenja ni zadosc¢al, da bi v celoti zajeli raznolikost bakterij, saj bi dodatno
vzoréenje pokazalo dodatno raznolikost. S tem smo ovrgli hipotezo, da je jamsko okolje za

mikroorganizme skrajno okolje.

Pokazali smo, da mikrobne prevleke sestavljajo predstavniki osmih debel Bacteria, ki smo jih
na osnovi 3-odstotne razlike v evolucijskih razdaljah razdelili v 50 operativnih taksonomskih
enot (OTU). V vzorcu so prevladovali predstavniki Proteobacteria, Actinobacteria in
Nitrospira. V tem pogledu je vrstna sestava mikrobnih prevlek nekoliko podobna sestavi

prevlek, ki se v oligotrofnih jamah razvijejo v odgovor na antropogeni vnos hranil.

S filogenetsko analizo smo ugotovili, da so predstavniki posameznih OTU le malo sorodni
doslej opisanim vrstam. Po drugi strani so bili predstavniki posameznih OTU pogosto sorodni
zaporedjem gena za 16S rRNA , ki so jih osamili v podzemnih okoljih. Sklepali smo, da
mikrobno zdruzbo, ki naseljuje stene Pajsarjeve jame v veliki meri sestavljajo Se neopisane

bakterijske vrste, ki jih moramo osamiti v Cisti kulturi.
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