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CSF kompetenĉni in sporulacijski faktor (angl. competence and sporulation 

factor) 

 

DNK deoksiribonukleinska kislina 

 

EPS eksopolisaharid 

 

LB Luria Bertani 

 

OD optiĉna gostota (angl. optical density) 

 

QS quorum sensing (zaznavanje celiĉne gostote) 

 

rRNK ribosomska ribonukleinska kislina 

 

Tris tris(hidroksimetil)aminometan 

 

wt divji tip (angl. wild type) 
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1   UVOD 

 

Bacillus subtilis je eden izmed najbolje raziskanih organizmov in pogosto sluţi kot 

modelni organizem za preuĉevanje mehanizmov genske regulacije, metabolizma in 

diferenciacije po Gramu pozitivnih bakterij (Sonenshein in sod., 2002).  

 

Populacija je sestavljena iz organizmov iste vrste, ki ţivijo v bolj ali manj omejenih 

geografskih obmoĉjih (Sikorski, 2008; Begon in sod., 1990). Genetske analize so pokazale 

veliko raznolikost med sevi vrste B. subtilis in prav zaradi tako velike raznolikosti so 

študije interakcij in dinamike sevov znotraj vrste zanimive (Nakamura in sod., 1999). 

Ekološko podobne seve znotraj vrste B. subtilis lahko uvršĉamo v »ekotipe«, ki pripadajo 

genetsko kohezivnim ter ireverzibilno loĉenim evolucijskim linijam (Cohan, 2001). 

Adaptivna mutanta izpodrine vse seve v njej lastnem ekotipu, kar imenujemo periodiĉna 

selekcija, ne izpodrine pa sevov drugih ekotipov, ker ekološke razlike med ekotipi 

prepreĉijo direktno tekmovanje. Raznolikost znotraj ekotipa narašĉa s kopiĉenjem mutacij 

in s sprejemanjem genov drugih ekotipov (Cohan, 2001). Bakterijski ekotipi torej nosijo 

vse dinamiĉne lastnosti vrste in so ekološko razliĉni, kar jim omogoĉa sobivanje (de 

Queiroz, 2005; Cohan in Perry, 2007).  

 

Drugi mehanizem, ki omogoĉa bakterijam B. subtilis preţivetje v spreminjajoĉem se 

okolju, je zaznavanje celiĉne gostote (quorum sensing), ki uravnava procese, kot so 

sporulacija, kompetenca, rojenje, produkcija protimikrobnih peptidov, bakteriocinov in 

antibiotikov ter litiĉnih encimov, ki omogoĉajo bakterijam boljše preţivetje (Msadek, 

1999). Signalna molekula, peptid ComX, se akumulira zunaj celice med eksponentno fazo 

rasti in po vezavi na receptor ComP sproţi fosforilacijo ComA in s tem aktivacijo številnih 

genov zgoraj navedenih adaptivnih procesov. Bakterija sintetizira ComX kot 55 

aminokislin dolg propeptid, ki ga membransko vezan ComQ razreţe ter spremeni v 5 do 10 

aminokislin dolg izopreniliran peptid (Magnuson in sod., 1994) in verjetno tudi prenese iz 

celice (Ansaldi in sod., 2002). Ferotipsko specifiĉnost pri B. subtilis doloĉajo geni comQ, 

comX in comP ter izoprenske modifikacije na feromonu ComX (Tortosa in sod., 2001; 

Ansaldi in sod., 2002). Komunikacijski sistem, ki sodeluje pri zaznavanju celiĉne gostote 

pri ozkosorodnih vrstah Bacillus, loĉuje seve v 4 ferotipske skupine (Ansaldi in sod., 2002; 

Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009). Peptidni feromoni teh štirih ferotipskih skupin se 

razlikujejo med seboj v velikosti in v sekvenci (Ansaldi in sod., 2002). Bakterije so 

zmoţne uĉinkovitega komuniciranja znotraj skupine, ne pa tudi med skupinami (Ansaldi in 

sod., 2002; Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009). Genetske in fenotipske analize sevov B. 

subtilis, izoliranih iz talnega mikrookolja, so pokazale, da so predstavniki dveh ferotipov 

lahko ekološko razliĉni in pripadajo razliĉnim ekotipom, vendar pa znotraj enega ekotipa 

najdemo veĉ razliĉnih ferotipov, pri ĉemer je en ferotip dominanten (Štefaniĉ in sod., 

Environ. Micro., v recenziji). 
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Sistem za zaznavanje celiĉne gostote ComQXPA nadzoruje tudi izraţanje gena srfA, 

katerega produkt (surfaktin) zmanjša površinsko napetost pri rojenju (Peypoux in sod., 

1999). Rojenje je hitro, koordinirano premikanje bakterijske populacije po površini 

poltrdnega agarskega gojišĉa, znaĉilno za naravne izolate B. subtilis (Harshey, 2003). Za 

vklop rojenja je pomembnih veliko dejavnikov, kot so celiĉna gostota, vsebnost hranil in 

viskoznost gojišĉa (Fraser in Hughes, 1999). V odgovor na te dejavnike celice postanejo 

gibljive in podaljšane ter tvorijo skupine ali »splave« in se na koncu gibljejo kot 

mikrokolonije (Henrichsen, 1992). Rojenje bakterije B. subtilis nam je sluţilo za 

prouĉevanje sobivanja razliĉnih sevov na sintetiĉnem poltrdnem gojišĉu B. 

 

1.1   NAMEN IN NAĈRT DELA 

Namen tega diplomskega dela je ovrednotiti morfologijo sevov B. subtilis na trdnem 

gojišĉu LB glede na pripadnost ekotipom in ferotipom, ovrednotiti sobivanje teh sevov v 

kokulturah v tekoĉem gojišĉu LB v odvisnosti od ekotipa in ferotipa ter ovrednotiti vlogo 

ekotipov in ferotipov pri »prepoznavanju« oziroma sobivanju sevov B. subtilis na 

poltrdnem agarskem gojišĉu. Vloga ferotipov še ni pojasnjena in to vprašanje bomo 

prouĉevali v okviru te diplomske naloge. Predvidevamo, da bo diplomsko delo prineslo 

pomembne rezultate, ki bodo poveĉali razumevanje komunikacije med razliĉnimi sevi te 

bakterijske vrste.  

 

Hipoteze:  

1. V kokulturi dveh sevov enakega ekotipa bo prišlo do tekmovanja med sevoma in bo en 

sev prevladal oziroma prerasel drugega. 

2. V kokulturi dveh sevov razliĉnih ekotipov ne bo prišlo do tekmovanja, temveĉ bosta 

seva sobivala. 

3. Priĉakujemo, da se bosta seva z enakim ferotipom na poltrdnem gojišĉu prepoznala 

(staknila oziroma sobivala), seva z razliĉnima ferotipoma pa se bosta prepoznala kot 

nesorodna in bo prišlo do lize. 

 

Naĉrt dela: 

- ugotavljanje razliĉnih morfologij na LB, 

- ugotavljanje kompeticije sevov v kokulturi, 

- ugotavljanje sobivanja sevov na poltrdnem agarskem gojišĉu. 
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2   PREGLED OBJAV 

 

2.1   EKOLOGIJA B. subtilis  

Bacillus subtilis so aerobne paliĉaste bakterije (Harwood, 1989). Najdemo jih v tleh, 

morskih in sladkovodnih sedimentih, hrani (zaĉimbah, kakavu, semenih in kruhu), 

gastrointestinalnem traktu ţivali in  površini rastlinskih korenin (Harwood, 1989; Barbosa 

in sod., 2005). 

 

Celice, ki so v eksponentni fazi rasti, obiĉajno rastejo v veriţicah in so negibljive. Da bi 

preţivele ali se prilagodile neugodnim pogojem, vstopijo v stacionarno fazo rasti, v kateri 

nastanejo samostojne gibljive celice (Graumann, 2007). Pride tudi do indukcije kemotakse, 

ki omogoĉa bakterijam plavanje proti hranilom oziroma stran od repelentov (Msadek, 

1999). Celice se lahko diferencirajo v metabolno neaktivne spore ali pa postanejo 

kompetentne in prevzamejo DNK iz okolja (Dubnau, 1991). Velik del genoma (okoli 4 %) 

je namenjen tvorbi sekundarnih metabolitov. Nekatere od teh snovi so moĉni inhibitorji 

gliv in bakterij ter omogoĉajo populacijam B. subtilis tekmovanje v naravnem okolju, 

spodbujajo rast rastlin in sluţijo kot probiotiki (Nagórska in sod., 2007; Barbosa in sod., 

2005; Stein, 2005).  

 

Ker te bakterije ţivijo predvsem v tleh, so izpostavljene velikim nihanjem v temperaturi, 

vlagi in dostopnosti hranil, zato kaţejo veĉjo genetsko raznolikost kot bakterije, ki ţivijo v 

podobnih, vendar konstantnih okoljih (McArthur in sod., 1988). To je tudi razlog, da je 

njihov generacijski ĉas v tleh 50 do 100 ur, medtem ko je generacijski ĉas v laboratoriju le 

20 do 30 minut (Hecker in Völker, 1990). 

 

Osnovna strukturna enota talnih ekosistemov je talni agregat, v katerem potekajo 

biogeokemiĉni procesi. Pribliţno 50 % talnega agregata predstavljajo odprte talne pore, 

preostanek pa je sestavljen iz mineralnih delcev (pesek, mulj, glina), ki jih drţi skupaj 

organski material, na katerega je B. subtilis vezan (Standing in Killham, 2007; Hisset in 

Gray, 1976; Siala in sod., 1974). O porazdelitvi bakterij znotraj agregatov je malo znanega. 

Veĉje poznavanje prostorske organizacije na mikroskali talnega agregata je bistveno za 

boljše razumevanje delovanja talnega ekosistema in mehanizmov, ki ustvarjajo in 

ohranjajo raznolikost (nastanek novih vrst, izumrtje, razpršenost ter interakcije znotraj vrst 

in med vrstami) (Crawford in sod., 2005; Martiny in sod., 2006; Grundmann, 2004; 

Mandić in Prosser, 2011). 

 

Ko govorimo o geografskih povezavah, obstaja veĉ izrazov za razmejitev vrst: simpatriĉne 

vrste imajo enake geografske porazdelitve, ne glede na to, ali zasedajo isti makrohabitat ali 

ne. Alopatriĉne vrste imajo loĉene geografske porazdelitve. Sintopiĉne vrste zasedajo isti 

makrohabitat, kar pomeni, da ţivijo na istem obmoĉju v neposredni bliţini. Alotopiĉne 
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vrste pa ne zasedajo istega makrohabitata, kar pomeni, da ne ţivijo v neposredni bliţini 

(Rivas, 1964). 

 

2.2   EVOLUCIJA B. subtilis 

Mikroevolucija je sprememba fenotipov v populaciji po mnogih generacijah zaradi 

evolucijskih sil mutacije, rekombinacije, genetskega zdrsa, migracije in naravne selekcije 

(Mayr, 2004; Sikorski, 2008). Populacija je sestavljena iz organizmov iste vrste, ki ţivijo 

na bolj ali manj omejenih geografskih obmoĉjih (Sikorski, 2008; Begon in sod., 1990). 

Adaptacija je gibanje populacije proti fenotipu, ki najbolj ustreza trenutnim pogojem v 

okolju (Fisher, 1930; Orr, 2005). Ta proces se zgodi po mnogih generacijah in ne znotraj 

ţivljenjske dobe ene celice. Mikroevolucija se torej dogaja na populacijskem nivoju in ne 

na nivoju posameznih celic ali genov (ki mutirajo, rekombinirajo ali so horizontalno 

preneseni) (Sikorski, 2008; Mayr, 1997). 

 

Mutagene snovi, podvojevanje in popravljanje DNK lahko sproţijo mutacije v genomu. Ĉe 

je mutacija nevtralna ali predstavlja prednost za ţivljenje v nekem okolju, se taka mutacija 

lahko znotraj populacije fiksira in slej ali prej postane dominantna. Vendar pa to ni 

primarna gonilna sila evolucije med bakterijskimi vrstami. Najpomembnejšo vlogo v 

evoluciji igrajo horizontalni genski prenosi: transdukcija, konjugacija in transformacija 

(Earl in sod., 2008). 

 

Horizontalno preneseni geni fagov se lahko vkljuĉijo v genom s transdukcijo (Dufraigne in 

sod., 2005).  Genom bakterije B. subtilis vsebuje vsaj 10 profagov ali ostankov profagov, 

kar kaţe, da je okuţba z bakteriofagi igrala pomembno evolucijsko vlogo (Kunst in sod., 

1997). Prisotnost genov znotraj fagnih elementov, ki kodirajo sintezo antibiotikov in 

encime za razstrupljanje, nakazuje na to, da fagi oblikujejo ekologijo B. subtilis z 

vkljuĉitvijo novih lokusov, ki jih bakterija lahko uporabi za raziskovanje ali bivanje v 

razliĉnih okoljih (Earl in sod., 2008).  

 

Med bakterijami prihaja tudi do prenosa plazmidov (konjugacije). Plazmide ima le okoli 

10 % sevov B. subtilis. Vsi ti plazmidi so homologni, kar pomeni, da imajo enak osnovni 

replikon. Plazmidi pa ne kaţejo veĉje koristi za bakterijo, zato se redko pojavljajo med 

naravnimi populacijami in so genetsko homogeni. Torej je malo verjetno, da je konjugacija 

pomemben dejavnik v evoluciji te vrste (Zawadzki in sod., 1996). 

 

V evoluciji te bakterije igra pomembno vlogo transformacija. Pod laboratorijskimi pogoji 

lahko sevi sprejmejo in z rekombinacijo vkljuĉijo sorodno DNK iz okolice. To se lahko 

zgodi tudi med podvrstami, ĉeprav se število rekombinant zmanjšuje z zmanjševanjem 

sorodnosti. Temu fenomenu pravimo seksualna izolacija (Zawadzki in sod., 1995). Izgleda 

torej, da divje populacije B. subtilis v naravi rekombinirajo gene (Roberts in Cohan, 1995). 
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Rekombinacija pri bakterijah pa je zelo redka. Bakterije ne izmenjujejo genov tako 

pogosto kot rastline in ţivali, ko pa jih, niso niti pribliţno tako izbirĉne glede partnerja. 

Ţivalske skupine v celoti izgubijo zmoţnost izmenjave genov, ko se njihove 

mitohondrijske DNK sekvence razlikujejo v 3 % (Avise, 2000). Nasprotno pa lahko med 

bakterijami pride do homologne rekombinacije tudi, ĉe se njihove DNK sekvence 

razlikujejo v veĉ kot 25 % (Duncan in sod., 1989). Vseeno pa obstajajo nekatere 

pomembne omejitve pri bakterijski genetski izmenjavi. Rekombinacija, ki je odvisna od 

vektorjev (transdukcija z bakteriofagi ali konjugacija s plazmidi), je omejena z razponom 

gostiteljev posameznih vektorjev. Tudi aktivnost restrikcijskih endonukleaz lahko v veliki 

meri zmanjša stopnjo rekombinacije, ĉeprav ne v primeru rekombinacije s transformacijo 

(Edwards in sod., 1999; Cohan in sod., 1991). Stopnja rekombinacije se eksponentno 

zmanjšuje z razliko sekvence donorja in recipienta (Roberts in Cohan, 1993). 

Rekombinacija pri bakterijah ni omejena s prenosom homolognih segmentov. Bakterije 

lahko »ujamejo« nov genski lokus iz drugih organizmov, vĉasih tudi iz organizmov, ki so 

daljno sorodni. To se lahko zgodi kot stranski uĉinek homologne rekombinacije, pri ĉemer 

je heterologni gen donorja vkljuĉen skupaj s homologno DNK (heterologna 

rekombinacija). Heterologni gen je lahko vkljuĉen tudi skupaj s transpozonskim 

elementom, ki vstopi v recipientsko celico na plazmidu ali fagu (Van Spanning in sod., 

1995). 

 

Bakterije so pridobile mnogo adaptvnih lastnosti s heterologno rekombinacijo. Na tak 

naĉin so se v njihov genom vkljuĉili novi lokusi ali operoni iz druge vrste. Tipiĉni 

bakterijski genom ima 5 do 10 % genov, ki izvirajo iz zelo razliĉnih vrst (Ochman in sod., 

2000). Pri prokariontih lahko horizontalni genetski prenos prenese celotno biokemiĉno pot 

iz donorskega genoma v recipienta in s tem spremeni metabolizem recipientskega seva 

(Lawrence, 1997). 

 

2.3   EKOTIPI 

Kjerkoli je ţivljenje, tam so bakterije (Margulis in Schwartz, 1998). Prosto ţiveĉe bakterije 

najdemo praktiĉno v vsakem okolju (Madigan in sod., 1999). Znotraj prokariontskega 

sveta torej obstaja zelo velika ekološka raznolikost, ki jo ugotavljamo na osnovi 

fenotipskih, ekoloških karakteristik in DNK zaporedij (Cohan, 2001). 

 

Bakterijski ekotipi nosijo vse dinamiĉne lastnosti vrste (de Queiroz, 2005; Cohan in Perry, 

2007). Vsak ekotip je kohezivna skupina, katerega raznolikost je omejena s periodiĉno 

selekcijo in/ali driftom. Ker so ekotipi zunaj dosega genetskega zdrsa in periodiĉne 

selekcije drug drugega, so ireverzibilno loĉene evolucijske linije. Ker bi naj bila 

rekombinacija preveĉ redka, da bi prepreĉila njihovo adaptivno divergenco, imajo razliĉno 

evolucijo (Cohan, 2001). Ekotipi so ekološko razliĉni, kar jim omogoĉa sobivanje (de 

Queiroz, 2005; Cohan in Perry, 2007).  
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Ekotip je torej niz sevov, ki naseljujejo enako ali zelo podobno ekološko nišo. Adaptivna 

mutanta iz ekotipa izpodrine vse druge seve v istem ekotipu, ne izpodrine pa sevov drugih 

ekotipov. Ekotip lahko razširi svojo ekološko raznolikost s kopiĉenjem mutacij in s 

sprejemanjem novih genov iz drugih ekotipov. Dokler so ekološke razlike med genotipi 

znotraj ekotipa majhne, lahko dogodek periodiĉne selekcije poĉisti ekološko in genetsko 

raznolikost znotraj ekotipa (Slika 1A). Divergenca bo trajna samo, ĉe nova mutanta (ali 

rekombinanta) uide periodiĉni selekciji starševskega ekotipa in ustanovi nov ekotip (Slika 

1B). V tem primeru bo nov genotip s potomci tvoril loĉen ekotip, ki ne bo veĉ dovzeten za 

dogodke periodiĉne selekcije, ki se dogajajo v starševskem ekotipu. Vsak od teh dveh 

ekotipov bo lahko sedaj imel svoje dogodke periodiĉne selekcije. Periodiĉna selekcija bo 

tako obdrţala ekotipa razliĉna v vseh njunih lastnostih in genih (Cohan, 2001). 

 

Zoologi in botaniki so ţe davno ugotovili, da je genetska izmenjava moĉna sila kohezije 

med populacijami. Populacije, ki lahko izmenjujejo gene, ne divergirajo, medtem ko 

populacije, ki ne morejo izmenjevati genov, prosto divergirajo. Stopnja rekombinacije pri 

B. subtilis je 10
-7

. V populaciji B. subtilis, ki je prilagojena na slana tla, lahko ena celica 

pridobi mutacijo, ki ji omogoĉa še veĉjo toleranco na sol. V odsotnosti rekombinacije bo 

izvorna adaptivna mutanta s svojimi klonskimi potomci sĉasoma nadomestila druge celice 

populacije (Slika 1A) (Cohan, 1996). 

 
Slika 1: Trije razredi mutacij in rekombinacijskih dogodkov, ki določajo ekotipsko raznolikost pri 

bakterijah. Krogci predstavljajo razliĉne genotipe, zvezdice pa predstavljajo adaptivne mutacije. (A) 

Mutacije periodiĉne selekcije. Te izboljšajo fitnes posameznika, tako da mutanta in njeni potomci izpodrinejo 

vse druge celice znotraj ekološke niše (ekotipa); te mutacije pa ne vplivajo na raznolikost znotraj drugih 

ekotipov, ker ekološke razlike prepreĉijo direktno tekmovanje. Periodiĉna selekcija torej vodi v loĉevanje 

ekotipov s ĉišĉenjem raznolikosti znotraj, ne pa med ekotipi. (B) Mutacije, ki omogoĉijo nastanek novega 

ekotipa. Mutacija ali rekombinacijski dogodek omogoĉi celici, da zasede novo ekološko nišo in tako ustvari 

nov ekotip. Taka mutanta, kot tudi njeni potomci, lahko sedaj uidejo periodiĉni selekciji ekotipa, iz katerega 

izhajajo. (C) Mutacija, ki prepreĉi speciacijo. Tudi ĉe sta dva ekotipa utrpela preteklost loĉenih dogodkov 

periodiĉne selekcije, lahko izjemno adaptivni genotip mutante izpodrine drug ekotip. Izumrtje drugega 

ekotipa (Ekotip 2) je moţno le, ĉe vse vire, ki jih uporablja Ekotip 2, izkorišĉa tudi Ekotip 1 (Cohan in Perry, 

2007: 376). 
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Po mnenju Cohan-a je vrsta v naravi evolucijska linija, ki jo skupaj drţi ekotipsko 

specifiĉna periodiĉna selekcija (Cohan, 2001). Za speciacijo pri bakterijah je potrebna 

ekološka raznolikost (Cohan, 1994b). Zaradi zelo velikih populacij bakterij so mutacije in 

rekombinacijski dogodki bakterijam veliko bolj dostopni. Redka rekombinacija med 

nedavno loĉenima ekotipoma pa lahko zmanjša njuno stopnjo izumrtja (Slika 2). Na 

zgodnji stopnji speciacije sta se lahko novonastali in starševski ekotip razlikovala le po 

razmerjih virov, ki jih izkorišĉata. V tem primeru je novonastali ekotip obĉutljiv na 

periodiĉno selekcijo, ki jo povzroĉi adaptivna mutacija znotraj starševskega ekotipa. 

Vendar pa se lahko s horizontalnim genetskim prenosom prenese adaptivna mutacija iz 

starševskega v novonastali ekotip in tako prepreĉi izumrtje novonastalega ekotipa. Ironiĉno 

je, da rekombinacija med nastajajoĉimi vrstami, ki ovira speciacijo pri ţivalih in rastlinah, 

lahko olajša sobivanje mladih prokarjontskih vrst (Cohan, 2001). 

 

 
Slika 2: Rekombinacija med nastajajočimi vrstami lahko spodbuja njihovo sobivanje. Ekotip 1 in 2 

predstavljata nedavno loĉena ekotipa, ki se razlikujeta le v razmerjih virov, ki jih izkorišĉata. Ker ne 

izkorišĉata nobenih posebnih virov, je lahko vsak ekotip obĉutljiv na tekmovalne mutante v drugem ekotipu. 

Krogci predstavljajo razliĉne genotipe znotraj vsakega ekotipa, zvezdice pa predstavljajo mutacijo, ki daje 

tekmovalne prednosti genotipu, ki jo ima. (A) Ko se ne zgodi rekombinacija, adaptivna mutanta v Ekotipu 1 

povzroĉi izumrtje Ekotipa 2 skupaj z vsemi ostalimi genotipi v Ekotipu 1. (B) Z rekombinacijo pa se lahko 

adaptivni alel prenese v Ekotip 2, kar povzroĉi periodiĉno selekcijo v tem ekotipu in dovoli nadaljnje 

sobivanje obeh ekotipov (Cohan in Koeppel, 2008: 1027). 

 

Bakterijske vrste so odprte za genski prenos iz mnogih, tudi daljno sorodnih taksonov 

(Cohan, 2001). Bakterije lahko torej pridobijo obstojeĉe adaptacije iz drugih bakterijskih 

vrst. V nekaterih primerih lahko homologna rekombinacija zamenja adaptivni alel iz druge 

vrste v ţe obstojeĉ gen v recipientu. Rekombinacija lahko predstavi tudi povsem nove gene 

in operone iz drugih vrst (Lan in Reeves, 1996; Groisman in Ochman, 1997). S sprejemom 

ĉisto nove metabolne funkcije pa lahko novonastali ekotip izkorišĉa vire, ki niso dostopni 

starševskemu ekotipu. To takoj postavi novonastali ekotip izven obmoĉja periodiĉne 

selekcije starševskega ekotipa. Ta promiskuiteta bakterijske genetske izmenjave lahko 
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pomaga nastajajoĉemu ekotipu, da ga ne izpodrine adaptivna mutanta iz starševskega 

ekotipa (Cohan, 2001). Tudi ĉe bi dogodek hotizontalnega genetskega prenosa (ali 

mutacije) zmanjšal fitnes recipientskega prokarionta, bi lahko bila rekombinanta še vedno 

uspešna. Razlog za to je, da nova mutacija ali rekombinacija lahko vodi celico (in njene 

klonske potomce) v novo ekološko nišo, kjer lahko izkorišĉajo vire, ki jih starševski ekotip 

ne more (Cohan in Koeppel, 2008). 

 

Ekotipe doloĉamo z dvema raĉunalniškima algoritmoma, ki simulirata evolucijsko 

dinamiko ekotipov za loĉevanje ekotipov iz sekvenĉnih podatkov: Ecotype Simulation in 

AdaptML. Vsak analizira evolucijsko preteklost doloĉene veje in poda primerne kriterije 

za razmejitev ekotipov (Koeppel in sod., 2008; Hunt in sod., 2008).  

 

Ekotipe ugotavljamo na osnovi gospodinjskih genov, npr. gena gyrA (Cohan in Perry, 

2007). Sekvence gyrA zelo sorodnih sevov Bacillus subtilis tvorijo 2 skupini. Ena skupina 

vsebuje sekvence pušĉavskih izolatov B. subtilis subsp. spizizenii, druga pa vsebuje 

laboratorijski sev B. subtilis 168, gene gyrA vseh nabreţnih sevov in nekaj genov gyrA 

pušĉavskih sevov, ki so filogenetsko umešĉeni v B. subtilis subsp. subtilis (Štefaniĉ in 

Mandić-Mulec, 2009). Študije mikrobne porazdeljenosti talnih bakterij so razkrile, da sta 

genetska raznolikost in medsebojna oddaljenost v okolju povezani. Izolati, ki so kilometre 

narazen, imajo manjši deleţ nukleotidne podobnosti v lokusih gyrA kot nabreţni izolati. 

Podoben trend so opazili tudi v hitreje razvijajoĉih se lokusih comQ (Štefaniĉ in Mandić-

Mulec, 2009). ComQ kodira encim, ki procesira in modificira prekurzorsko signalno 

molekulo ComX (Ansaldi in sod., 2002). Velik del kromosoma je zelo variabilen pri 

razliĉnih sevih B. subtilis, kar kaţe na veliko funkcionalno raznolikost znotraj vrste (Earl 

in sod., 2008).  

 

2.4   GENOMIKA B. subtilis 

Bacillus subtilis je najbolje raziskan predstavnik po Gramu pozitivnih bakterij. Genom 

seva 168 z 4,214,810 bp obsega 4,100 genov, ki kodirajo proteine. Od tega jih je 53 % 

predstavljenih enkrat, medtem ko ĉetrtina genoma pripada veĉ genskim druţinam, ki so 

razširjene z gensko duplikacijo. Najveĉja druţina vsebuje 77 ATP-vezavnih transportnih 

proteinov. Povpreĉna vsebnost GC bp je 43,5 %. Velik deleţ genoma je namenjen 

izkorišĉanju ogljikovih virov, vkljuĉno z molekulami rastlinskega izvora (Kunst in sod., 

1997). Nekateri od sekundarnih metabolitov so inhibitorji gliv in bakterij ter omogoĉajo 

bakteriji tekmovanje v naravnem okolju (Nagórska in sod., 2007; Barbosa in sod., 2005; 

Stein, 2005). Ima tudi gene, ki kodirajo respiratorno nitratno reduktazo, kar nakazuje, da 

lahko B. subtilis raste tudi anaerobno z uporabo nitrata kot elektronskega sprejemnika 

(Kunst in sod., 1997). 
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2.5   QUORUM SENSING (QS) 

Medceliĉna komunikacija igra osrednjo vlogo v fiziologiji in razvoju organizmov. Mnogo 

bakterijskih vrst, za katere smo dolgo domnevali, da ţivijo kot samostojne celice, 

usklajujejo svoje fiziološke odzive na nivoju populacije. Bakterije sintetizirajo 

zunajceliĉne signalne molekule (feromone), ki se kopiĉijo v okolju in oznaĉujejo in 

obvešĉajo o gostoti populacije celic ter s tem sproţijo koordinirano skupinsko vedenje. 

Vezava signalne molekule na receptor (membranski ali citoplazemski) sproţi spremembo v 

transkripciji tarĉnih genov, kar vodi v spremembe v fiziologiji ali obnašanju populacije 

(England in sod., 1999; Bassler, 2002; Winans in Bassler, 2002; Miller in Bassler, 2001; 

Lazazzera in Grossman, 1998). 

 

V stacionarni fazi rasti B. subtilis uporablja zaznavanje celiĉne gostote (quorum sensing) 

za izmenjavo med dvema celiĉnima tipoma: kompetentne celice, ki so zmoţne prevzeti 

DNK iz okolja, in dormantne spore, ki so zmoţne preţiveti neugodne okoljske pogoje, pa 

tudi za nadziranje gibljivosti, produkcije protimikrobnih peptidov (bakteriocinov in 

antibiotikov) in litiĉnih encimov (Dubnau, 1991). 

 

Sistem za zaznavanje quoruma (quorum sensing, QS), ki kontrolira naravno genetsko 

kompetenco pri B. subtilis, je sestavljen iz feromona ComX ter dvokomponentnega sistema 

ComP/ComA (Weinrauch in sod., 1990; Dubnau in sod., 1994). Dvokomponentni sistem 

znotraj dveh proteinov zdruţuje senzoriĉne, prenašalne in transkripcijsko-aktivacijske 

module (Msadek, 1999). Pri B. subtilis so dvokomponentni sistemi posveĉeni enemu 

odzivu, vendar imajo prekrivajoĉe vloge (Msadek in sod., 1995). Znotraj tega omreţja 

obstajajo vsaj 3 nivoji regulacije: interakcija protein-okolje, kar omogoĉa zaznavanje 

molekul ali ligandov z membranskimi proteini; interakcija protein-protein, ki zajema 

fosforilacijo in defosforilacijo regulatornih proteinov, inhibicijo encimov in proteolizo; 

interakcija protein-DNK, ki pozitivno ali negativno kontrolira izraţanje genov (Msadek, 

1999). 

 

2.5.1   Operon comQXPA 

Sistem zaznavanja celiĉne gostote pri B. subtilis kodira operon comQXPA, ki je sestavljen 

iz treh polimorfnih genov (comQ, comX, comP) in iz enega ohranjenega gena (comA). 

Polimorfizem genov comQ, comX ter N-terminalne domene comP kaţe njihovo 

koevolucijo. Ti geni doloĉajo specifiĉnost QS odziva (Tortosa in sod., 2001). Poleg tega, 

da sistem ComQXPA nadzoruje genetsko kompetenco, sodeluje tudi pri uravnavanju 

transkripcije drugih lastnosti, vkljuĉno z rojenjem, produkcijo zunajceliĉnih litiĉnih 

encimov  ter številnih zunajceliĉnih polimernih substanc, kot je EPS in kapsularni poli-γ-

glutamat (Lazazzera in sod., 1999; Nakano in sod., 1991; Nagai in sod., 2000; Lopez in 

sod., 2009). 

 



10 

Benigar E. Vpliv ekotipov in ferotipov na sobivanje izolatov Bacillus subtilis. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. študija mikrobiologije, 2011 
 

 

Operon comQXPA vkljuĉuje feromon ComX, ki se akumulira med eksponentno fazo rasti 

in s katerim bakterija odgovarja na poveĉano celiĉno gostoto. Sintetiziran je kot protein iz 

55 aminokislin, ki je nato razrezan in postranslacijsko modificiran ter sprošĉen v 

zunajceliĉni medij kot peptid iz 5 do 10 aminokislin (Magnuson in sod., 1994). 

 

Za aktivnost feromona ComX je pomemben triptofanski ostanek, ki predstavlja mesto za 

izoprenske modifikacije (Ansaldi in sod., 2002; Bacon Schnider in sod., 2002). Izoprenske 

modifikacije na triptofanskem ostanku prepeptida ComX katalizira encim ComQ. 

Komunikacijski sistem, ki sodeluje pri zaznavanju celiĉne gostote pri vrstah Bacillus, 

loĉuje seve v 4 ferotipske skupine (Ansaldi in sod., 2002; Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 

2009). Peptidni feromoni 4 ferotipskih skupin se razlikujejo v velikosti (od 5 do 10 

aminokislin) in v sekvenci (v vseh peptidih je ohranjen samo triptofanski ostanek) (Ansaldi 

in sod., 2002). Bakterije so zmoţne uĉinkovitega komuniciranja znotraj skupine, ne pa med 

skupinami (Ansaldi in sod., 2002; Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009). 

 

2.5.2   Polimorfizem lokusa comQXP' 

Med polimorfnimi geni comX, comQ in N-terminalno domeno comP obstaja le 56 % 

nukleotidna podobnost, medtem ko sta C-terminalni del comP in celoten gen comA zelo 

ohranjena (veĉ kot 90 % nukleotidna podobnost). Vsak senzor ComP je specifiĉno 

aktiviran s svojim feromonom in v nekaterih primerih z omejenim nizom feromonov 

drugih sevov. Pari ComX-ComP enakega ferotipa kaţejo navzkriţno aktivacijo in so bolj 

sorodni na sekvenĉnem nivoju. Naravni izolati, ki pripadajo isti vrsti ali izvirajo iz istega 

ekosistema, tvorijo razliĉne aktivacijske skupine oziroma ferotipe, ki niso zmoţni 

inducirati drug drugega v kompetenco (Ansaldi in sod., 2002). Pomanjkanje navzkriţne 

aktivacije med sevi iste vrste lahko zniţa verjetnost za genetsko izmenjavo (Tortosa in 

Dubnau, 1999). 

 

Pri B. subtilis sta ComQ in ComX edina  proteina, potrebna za produkcijo kompetenĉnega 

feromona, geni comQ, comX in comP pa doloĉajo ferotipsko specifiĉnost. ComA in C-

terminalna domena ComP, s katero se poveţe, sta zelo ohranjena, zato se ComA lahko 

dobro poveţe s katerokoli molekulo ComP. Feromonsko specifiĉnost doloĉajo razlike v C-

terminalnih koncih ComX (izoprenske modifikacije). Pri sevih B. subtilis obstajajo vsaj 4 

ferotipske specifiĉnosti. Eno skupino sestavljata B. subtilis 168 in B. mojavensis RO-C-2, 

drugo skupino sestavljata B. subtilis RS-B-1 in B. mojavensis RO-H-1 in RO-B-2. Tretjo 

skupino sestavlja B. subtilis RO-FF-1, ĉetrta skupina pa je sestavljena iz B. natto NAF4 in 

RS-D-2 (Tortosa in sod., 2001). Navzkriţna komunikacija med ferotipi ni nikoli tako 

moĉna kot znotraj ferotipa. Navzkriţna komunikacija je lahko tudi rezultat produkcije 

faktorja CSF, ki inducira operon srfA v odsotnosti specifiĉnega feromona ComX (Pottathil 

in sod., 2008). 
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Zanimivo je, da se ferotip in filogenetska klasifikacija ne ujemata. Posamezniki v prvi in 

drugi ferotipski skupini so bili dodeljeni razliĉnim vrstam glede na razlike v restrikcijskih 

mestih treh gospodinjskih lokusov, sestavi mašĉobnih kislin, genetski transformaciji med 

vrstami in v DNK hibridizacijskih poskusih (Roberts in Cohan, 1995; Roberts in sod., 

1994). Lokusi QS so se verjetno premikali horizontalno med sevi s transformacijo. Ta 

horizontalni prenos se je mogel zgoditi bolj pogosto kot pri veĉini drugih genov. Zakaj bi 

se geni QS širili tako pogosto, je neznano. Mogoĉe menjava ferotipa prehodno poveĉa 

fitnes. Druga moţnost pa je, da se lokus QS obnaša kot sebiĉna DNK in da obstaja poseben 

mehanizem, ki se aktivira s feromonom in prenese ta lokus (Tortosa in sod., 2001).  

 

2.6   BIOFILMI 

Ţe dolgo je znano, da si lahko bakterije olajšajo rast s tvorbo veĉceliĉnih skupnosti, ki so 

najpogosteje pritrjene na podlago. Najbolj znaĉilni tip rasti na površini imenujemo biofilm 

(Shapiro, 1998). Bakterija B. subtilis je zmoţna tvorbe veĉceliĉnih skupnosti (biofilmov), 

ki kaţejo visoko stopnjo prostorske in ĉasovne organizacije. Tvorba biofilmov je 

pomembna strategija preţivetja (Davey in O'Toole, 2000). Glede na hitre, stalne in 

ekstremne spremembe okoljskih pogojev, biofilmi ponujajo celicam zavetje ter omogoĉajo 

vzpostavitev dolgoroĉnih povezav z drugimi celicami in z njihovim neposrednim okoljem 

(Branda in sod., 2004). Laboratorijski sevi B. subtilis tvorijo tanke in relativno 

nediferencirane biofilme, divji sevi pa tvorijo veĉceliĉne skupnosti z vidnimi 

arhitekturnimi znaĉilnostmi, kot so strukture, podobne plodilnim telescem, ki izrašĉajo iz 

površine biofilma. Konice teh plodilnih telesc sluţijo kot preferenĉna mesta za tvorbo spor 

(Branda in sod., 2001; Lopez in sod., 2009).  

 

V minimalnem gojišĉu celice sprva rastejo planktoniĉno (gibljive, posamezne celice). 

Celice nato migrirajo do interfaze zrak – tekoĉina, kjer se razmnoţujejo kot dolge verige 

negibljivih celic. Te verige so urejene v vzporednih vzorcih in so tesno povezane z 

zunajceliĉnim matriksom, kar vse skupaj tvori plavajoĉi biofilm (pelikel). Rast verig se 

nadaljuje, nastanejo veĉje strukture, vkljuĉno s plodilnimi telesci. Plodilna telesca se 

tvorijo tudi na trdnem gojišĉu (Branda in sod., 2004). Za spremljanje prostorskih vzorcev 

celic so bile uporabljene transkripcijske fuzije s fluorescentnimi proteini. Gibljive celice se 

nahajajo na osnovi in na robovih biofilma, medtem ko se celice, ki proizvajajo zunajceliĉni 

polisaharidni matriks, nahajajo na odsekih po celotnem biofilmu. Zunajceliĉni matriks 

mora drţati skupaj vse celice v biofilmu, ne glede na to, ali ga proizvajajo ali ne. Za 

nastanek biofilma so torej potrebne celice, ki proizvajajo zunajceliĉni matriks, vendar tudi 

v zrelem biofilmu obstaja populacija gibljivih celic (Vlamakis in sod., 2008). 

 

Za zaĉetne stopnje razvoja biofilma so potrebni geni, ki uravnavajo vstop v sporulacijsko 

pot (spo0A in spo0H). Geni yveQ in yveR so udeleţeni v tvorbo polisaharidne komponente 

zunajceliĉnega matriksa. Ta matriks sluţi kot ogrodje za arhitekturo biofilma. Geni, ki 
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uravnavajo produkcijo surfaktina (srfAA in sfp), pa so potrebni za tvorbo plodilnih telesc 

(Branda in sod., 2004). 

 

2.7   SURFAKTIN (OPERON srfA) 

Surfaktin je neribosomsko sintetiziran cikliĉni lipopeptid, ki se širi pred rojeĉimi 

bakterijami (Peypoux in sod., 1999; Julkowska in sod., 2004, 2005). Sestavljen je iz 

sedmih aminokislin in β-hidroksi mašĉobne kisline (Arima in sod., 1968). Za tvorbo 

peptidne molekule so potrebne tri podenote surfaktin sintetaze. Razdeljene so na 7 

aminokislinskih aktivacijskih domen. Te domene vkljuĉujejo aminokisline, ki sestavljajo 

surfaktin (Cosmina in sod., 1993). Surfaktin zmanjša površinsko napetost, trenje ali 

viskoznost površine agarskega gojišĉa (Peypoux in sod., 1999). Je tudi bioaktivna snov in 

lahko uniĉuje druge bakterije in glive (Nakano, 1991). 

 

Operon srfA kodira encime, ki katalizirajo sintezo surfaktina. Velik je veĉ kot 25 kb 

(Nakano, 1991). Za produkcijo surfaktina so pomembni trije geni: sfp, srfA in comA 

(Nakano in Zuber, 1988, 1989). Gen sfp najdemo v sevu, ki proizvaja surfaktin. Sevi, ki ne 

proizvajajo surfaktina, nosijo vse gene, razen delujoĉega gena sfp. V odsotnosti delujoĉega 

gena sfp produkti operona srfA sodelujejo v drugih biokemiĉnih procesih. Potreben je za 

vkljuĉitev kompetence in je pogojno potreben tudi za sporulacijo (Nakano, 1991). Mutacije 

v genu comA prepreĉijo razvoj kompetence v zgodnji stopnji. Take celice ne producirajo 

surfaktina, kljub temu da nosijo gen sfp (Nakano in Zuber, 1989). To nakazuje, da sta 

produkcija surfaktina in razvoj kompetence regulirana s skupno signalno potjo (Nakano, 

1991). 

 

Izraţanje operona srfA nadzoruje sistem za zaznavanje quoruma preko dvokomponentnega 

sistema ComP/ComA, ki se odziva na izloĉen feromon ComX, v manjšem obsegu pa tudi 

na drugi pentapeptidni feromon CSF (Hahn in Dubnau, 1991). 

 

2.8   ROJENJE 

Drugi primer tvorbe veĉceliĉnih skupnosti je rojenje, ki bakterijam omogoĉa hitro 

kolonizacijo podlage. Povezano je s tvorbo biofilma, odpornostjo proti antibiotikom in 

proizvodnjo virulenĉnih faktorjev (zunajceliĉne proteaze) (Allison in sod., 1992). 

Laboratorijski sevi B. subtilis kaţejo manj robustno tvorbo biofilma in rojenje kot divji 

sevi (Branda in sod., 2001). 

 

Rojenje je hitro, koordinirano gibanje bakterijske populacije po površini agarskega gojišĉa 

z nizko koncentracijo agarja (od 0,6 do 1 %) (Harshey, 2003). Bacillus subtilis za rojenje 

potrebuje flagele, vlogo pri rojenju pa ima tudi surfaktin (lipoproteinski surfaktant), ki 

zmanjša površinsko napetost (Ohgiwari in sod., 1992; Peypoux in sod., 1999).  
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Za vklop rojenja je pomembnih veliko dejavnikov. Med najbolje definiranimi so celiĉna 

gostota, vsebnost hranil in viskoznost gojišĉa (Fraser in Hughes, 1999). V odgovor na te 

dejavnike celice postanejo gibljive in podaljšane ter tvorijo skupine ali »splave« in se na 

koncu gibljejo kot mikrokolonije (Henrichsen, 1972). Pri B. subtilis je rojeĉa diferencirana 

celica prilagojena na kolonizacijo površine. Ima poveĉano biosintezo flagel in sluzi, kar ji 

pomaga pri translokaciji (Connely in sod., 2004). 

 

Vzorci rojenja so razliĉni – od amorfnih, konfluentnih rastnih con in relativno enostavnega 

radialnega razvejanja do zelo kompleksnih gosto razvejanih struktur (Ben-Jacob in sod., 

1994; Mendelson in Salhi, 1996; Dixit in sod., 2002). Divji sev 3610  na površini 

sintetiĉnega B-gojišĉa tvori dendritiĉno razvejan vzorec. Nasprotno pa je na gojišĉu LB 

rojenje preprostejše in vzorec ni dendritiĉen (Julkowska in sod., 2005). Medtem ko 

koncentracija hranil vpliva na vzorec, pa je koncentracija agarja najpomembnejša pri 

doloĉanju bakterijskega rojenja (Mendelson in Salhi, 1996). Rojenje torej potrebuje 

ekstrakcijo vode iz agarja ali zmanjšanje površinskega trenja (Matsuyama in sod., 1989; 

Matsuyama in Matsushita, 2001). Uĉinkovito rojenje na sintetiĉnem B-gojišĉu se kaţe pri 

agarskih koncentracijah od 0.7 do 1 % in se ne razvije pri 1.5 % agarju, kjer je površinski 

film vode nezadosten za migracijo celic. Na agarju, ki je manj koncentriran, pa je rojenje 

celo neodvisno od flagel (Hamze in sod., 2009).  
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3   MATERIALI IN METODE  

 

3.1   MATERIALI 

 

3.1.1   Bakterijski sevi 

Uporabili smo izolate vrste Bacillus subtilis. Izolate z oznako PS sta iz dveh vzorcev 

pešĉenih tal z nabreţja Save (Tacen, Slovenija) izolirali Štefaniĉ in Mandić-Mulec (2009) 

(Preglednica 1). 

 

Preglednica 1: Nabreţni sevi B. subtilis, ki pripadajo različnim ferotipom (168, RS-D-2/NAF4, RO-B-

2/RO-H-1). 

Sev Genotip Ferotip Ekotip Vir 

PS-11 wt B. subtilis 
168 

(1) 
PE10 (Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009) 

PS-31 wt B. subtilis 
RO-B-2/RO-H-1 

(2) 
PE10 (Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009) 

PS-53 wt B. subtilis 
RO-B-2/RO-H-1 

(2) 
PE32 (Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009) 

PS-131 wt B. subtilis 
RO-B-2/RO-H-1 

(2) 
PE32 (Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009) 

PS-168 wt B. subtilis 
168 

(1) 
PE10 (Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009) 

PS-218 wt B. subtilis 
RS-D-2/NAF4 

(3) 
PE32 (Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009) 

PS-261 wt B. subtilis 
RO-B-2/RO-H-1 

(2) 
PE10 (Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009) 

 

 

3.1.2   Kemikalije                                        

Biolife (Milano, Italija): tripton, kvasni ekstrakt 

Kemika (Zagreb, Hrvaška):                            glukoza 

Riedel-de Haën (Seelze-Hannover) (Danska):    NaCl 

Fluka (Španija): agar, glutaminska kislina, lizin 

Merck (Darmstadt, Nemĉija): 

 

 

(NH4)2SO4, MgSO4 x 7 H2O, Na-citrat, 

Tris-HCl, KH2PO4, FeSO4 x 7 H2O, 

MnSO4 x H2O 

Sigma-Aldrich (Nemĉija): KCl, CaCl2 x 2 H2O, triptofan 

  

3.1.3   Gojišča 

Gojišĉe LB 

tripton      10 g 

NaCl     10 g 

kvasni ekstrakt 5 g 

H2O do 1000 ml 

agar 15 g 
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Gojišĉe B 

I. (NH4)2SO4                                                                         1,982 g 

 MgSO4 x 7 H2O                                              1,972 g 

 KCl   2,013 g 

 Na-citrat x 2 H2O 2,058 g 

 H2O do 900 ml 

II. Tris-HCl (pH 7,5) 7,88 g 

 KH2PO4 0,082 g 

 CaCl2 x 2 H2O 0,294 g 

 raztopina FeSO4 x 7 H2O (10 mM) 0,1 ml 

 raztopina MnSO4 x H2O (100 mM) 0,1 ml 

 glutaminska kislina 0,842 g 

 triptofan    0,159 g 

 lizin 0,126 g 

 glukoza 2 g 

 H2O do 100 ml 

zmešamo I in II, dodamo še: 

 agar 7 g 

 

Raztopino I In II pripravimo posebej. V litrsko erlenmajerico z 900 ml destilirane vode 

zamešamo sestavine, navedene pod  toĉko I, v 250 mililitrsko erlenmajerico s 100 ml 

destilirane vode pa zamešamo sestavine, navedene pod toĉko II. Sestavine dodajamo po 

prikazanem vrstnem redu od zgoraj navzdol. Na koncu zlijemo 100 ml mešanice II v 900 

ml mešanice I, dodamo agar in avtoklaviramo pri 110 °C 36 minut. 

 

3.1.4   Aparature 

Stresalna kopel Julabo ShakeTemp SW22 

Spektrofotometer Iskra Photometer MA9510 

Fotoaparat Canon PowerShot SX120 IS 

Avtoklav Kambiĉ A-21 

Magnetno mešalo Rotamix 550 MMH, Tehtnica 

Laboratorijska tehtnica Mettler PM4600 DeltaRange
® 

Vortex IKA
®

 MS3 digital
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3.2   METODE 

 

3.2.1   Morfološka raznolikost in ločevanje sevov B. subtilis na trdnem gojišču LB 

Na agarskem gojišĉu LB smo inkubirali seve B. subtilis z nabreţja reke Save in opazovali 

njihovo morfologijo med inkubacijo pri sobni temperaturi oziroma pri 37 °C. Seve smo 

gojili 24 do 96 ur in z opazovanjem rasti kolonij vsakih 24 ur ugotovili optimalni ĉas 

inkubacije za ĉim boljše prepoznavanje razliĉnih morfologij na agarskem gojišĉu LB. Nato 

smo opisali morfologijo posameznih sevov in jih razdelili v podobnostne skupine. Za 

nadaljnji eksperiment – 3.2.3 Ugotavljanje sobivanja sevov v kokulturah v tekoĉem gojišĉu 

LB – smo izbrali tiste seve, ki spadajo v razliĉne ekotipe in ferotipe in se jih ob soĉasni 

inkubaciji na trdnem gojišĉu LB zaradi morfoloških znaĉilnosti enostavno loĉi. 

 

3.2.2   Ugotavljanje hitrosti rasti sevov z rastno krivuljo 

Po 100 μl prekonoĉnih kultur sevov PS-53, PS-218, PS-261, PS-131 in PS-11, 

pripravljenih v tekoĉem gojišĉu LB, smo nacepili v 5 erlenmajeric z 10 ml tekoĉega 

gojišĉa LB (vsak sev v svojo erlenmajerico). Poskus smo izvedli v treh ponovitvah (15 

erlenmajeric). V 30-minutnih ĉasovnih intervalih smo 8 ur spremljali rast kultur s pomoĉjo 

merjenja absorbance v spektrofotometru pri 650 nm, dokler kulture niso dosegle 

stacionarne faze. 

 

3.2.3   Ugotavljanje sobivanja sevov v kokulturah v tekočem gojišču LB 

V tekoĉe gojišĉe LB smo nacepili kombinacije dveh razliĉnih sevov B. subtilis glede na 

pripadnost ekotipu in ferotipu. Znotraj ekotipa smo prouĉevali sobivanje sevov, ki spadata 

v enak ferotip in v razliĉna ferotipa, zanimalo pa nas je tudi sobivanje sevov, ki spadata v 

razliĉna ekotipa, a pripadata istemu oziroma razliĉnima ferotipoma. 

 

V 5 širokih epruvet s tekoĉim gojišĉem LB smo nacepili 5 razliĉnih sevov (vsak sev v 

svojo epruveto) in jih stresali preko noĉi. Naslednji dan smo v 5 erlenmajeric z 10 ml 

tekoĉega gojišĉa LB nacepili po 100 μl prekonoĉnih kultur (vsak sev v svojo 

erlenmajerico). Gojišĉa s sevi smo stresali pribliţno 2 uri pri 37 °C, dokler OD ni dosegla 

pribliţno 0,4. Po potrebi smo eksponentne kulture redĉili do OD natanko 0,4. Nato smo v 

mikrocentrifugirki zmešali 500 μl enega in 500 μl drugega seva. Iz mikrocentrifugirke smo 

prenesli po 200 μl tako pripravljenega inokuluma v 3 široke epruvete s 5 ml tekoĉega 

gojišĉa LB. Tako smo pripravili 4 kombinacije sevov: PS-53 in PS-131 (ferotip 2/ekotip 

PE 32), PS-53 in PS-218 (ferotip 2/ekotip PE 32; ferotip 3/ekotip PE 32), PS-53 in PS-261 

(ferotip 2/ekotip PE 32; ferotip 2/ekotip PE 10), PS-53 in PS-11 (ferotip 2/ekotip PE 32; 

ferotip 1/ekotip PE 10) (12 epruvet). Po 2 seva smo inkubirali v kokulturi s stresanjem pri 

37 °C in vsakih 24 ur, 5 dni v tednu spremljali rast posameznih sevov z metodo CFU. Seve 

smo prepoznali na podlagi morfoloških znaĉilnosti kolonij na trdnih gojišĉih LB.  
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Kokulture smo prviĉ precepili v sveţe gojišĉe LB po 144 urah (šestih dneh) tako, da smo v 

5 ml gojišĉa LB nacepili 50 μl posamezne kokulture. Nadaljnje sobivanje smo spremljali 

168 ur (7 dni) po prvem precepljanju, nakar smo kulturo drugiĉ precepili in zopet 

spremljali sobivanje sevov 168 ur (7 dni) po drugem precepljanju. Celoten poskus je trajal 

3 tedne, izvedli pa smo ga v treh bioloških ponovitvah. 

 

3.2.4   Sobivanje sevov B. subtilis na poltrdnem agarskem gojišču 

Prekonoĉne kulture sevov, pripravljene v tekoĉem gojišĉu LB, smo redĉili do redĉitve 10
-4

. 

Na poltrdno agarsko gojišĉe B (0,7 % agarja) smo nacepili 2 seva v medsebojni razdalji 

pribliţno 4 cm tako, da smo z avtomatsko pipeto nanesli po 2 μl redĉitve 10
-4

 vsakega 

seva. Kot pozitivno kontrolo smo nacepili 2 ista seva po zgoraj opisanem postopku. 

Rezultate smo odĉitali po 48-urni inkubaciji pri 37 °C. Poskus smo izvedli v treh 

ponovitvah.  
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4   REZULTATI 

 

4.1   MORFOLOŠKA RAZNOLIKOST IN LOĈEVANJE SEVOV B. subtilis NA 

TRDNEM GOJIŠĈU LB 

 

4.1.1   Ugotavljanje morfologije sevov na trdnem gojišču LB 

Ĉeprav so sevi, ki smo jih uporabili v tej diplomski nalogi, filogenetsko visoko sorodni, so 

morfološko zelo raznoliki (Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009). Na agarskem gojišĉu LB smo 

inkubirali razliĉne seve B. subtilis z nabreţja reke Save in opazovali njihovo morfologijo 

med inkubacijo pri sobni temperaturi oziroma pri 37 °C. Ugotovili smo, da se po dva 

izbrana seva v kokulturi morfološko ne razlikujeta, ĉe ju gojimo pri 37 °C, ĉe pa smo jih 

gojili na sobni temperaturi, so bile po štirih dneh vidne razliĉne morfologije zraslih kolonij 

vsakega seva (Slika 3).  

 

Kolonije seva PS-53 so bele barve, nepravilnih oblik, velike od 6 do 8 mm, svetleĉe, 

sluzaste, imajo valovit rob in dvignjen profil. Kolonije seva PS-131 so v nasprotju s sevom 

PS-53 okrogle, velike od 5 do 8 mm, nesvetleĉe in imajo plošĉat profil. Kolonije seva PS-

218 so zelo podobne kolonijam seva PS-131, le da imajo nazobĉan rob in malo drugaĉen 

relief. Kolonije seva PS-261 so bele barve, okrogle, velike od 4 do 6 mm, nesvetleĉe, imajo 

valovit rob in dvignjen profil, na sredini pa so konkavne. Kolonije seva PS-11 so podobne 

kolonijam PS-261, le da imajo malo drugaĉen relief (Slika 3). 

 

     
PS-53 PS-131 PS-218 PS-261 PS-11 

Slika 3: Morfologija nabreţnih sevov B. subtilis na trdnem gojišču LB 

 

4.1.2   Ločevanje dveh različnih sevov na trdnem gojišču LB 

Z ugotavljanjem morfologije sevov na trdnem gojišĉu LB smo ugotovili, da se sev PS-53 

najbolje loĉi od ostalih sevov, saj so kolonije svetleĉe, sluzaste, nepravilnih oblik in na 

sredini izboĉene, medtem ko so si ostali sevi po morfologiji bolj podobni. Glede na sev PS-

53 smo torej izbrali ostale seve znotraj ekotipa (enak in razliĉen ferotip) in med ekotipi 

(enak in razliĉen ferotip). Po dva razliĉna seva smo nacepili v tekoĉe gojišĉe LB, naredili 

redĉitveno vrsto in redĉitve nacepili na agarske plošĉe. Po štirih dneh  inkubacije na sobni 

temperaturi smo opazili, da se vse izbrane kombinacije sevov (PS-53 in PS-131, PS-53 in 

PS-218, PS-53 in PS-261, PS-53 in PS-11) po morfologiji kolonij na trdnem gojišĉu LB 

med seboj dobro loĉijo. 
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4.1.2.1   Morfološko razlikovanje dveh sevov, ki ju uvršĉamo v enak ekotip 

Znotraj ekotipa PE 32 smo prouĉevali morfologijo sevov, ki ju uvršĉamo v enak ferotip      

(RO-H-1): PS-53 in PS-131 (Slika 4A) in sevov, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa (RO-H-

1 in RS-D-2): PS-53 in PS-218 (Slika 4B). 

 

Kolonije seva PS-131 se od kolonij seva PS-53 loĉijo po tem, da so niţje, okrogle, 

nesvetleĉe in imajo plošĉat profil. (Slika 4A). Kolonije seva PS-218 se od kolonij seva PS-

53 loĉijo po tem, da so niţje, okrogle, nesvetleĉe, imajo nazobĉan rob in plošĉat profil 

(Slika 4B). Pokazali smo, da se pri soĉasnem gojenju dveh sevov B. subtilis, ki spadata v 

isti ekotip, na podlagi morfoloških razlik na trdnem gojišĉu oba seva dobro loĉi.   

 

A B 

  

Slika 4: Morfološko razlikovanje dveh sevov, ki ju uvrščamo v enak ekotip (PE 32), na gojišču LB. (A) 

Morfologija sevov PS-53 in PS-131, ki ju uvršĉamo v enak ferotip (RO-H-1). (B) Morfologija sevov PS-53 

in PS-218, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa (RO-H-1 in RS-D-2). 

 

4.1.2.2   Morfološko razlikovanje dveh sevov, ki ju uvršĉamo v razliĉna ekotipa 

Med ekotipoma PE 32 in PE 10 smo prouĉevali morfologijo sevov, ki ju uvršĉamo v enak 

ferotip (RO-H-1): PS-53 in PS-261 (Slika 5A) in morfologijo sevov, ki ju uvršĉamo v 

razliĉna ferotipa (RO-H-1 in 168): PS-53 in PS-11 (Slika 5B). 

 

 Kolonije seva PS-261 se od kolonij seva PS-53 loĉijo po tem, da so nekoliko manjše, 

okrogle, nesvetleĉe, imajo niţji profil in so na sredini konkavne (Slika 5A). Kolonije seva 

PS-11 se od kolonij seva PS-53 loĉijo po tem, da so nekoliko manjše, okrogle, nesvetleĉe 

imajo niţji profil in so na sredini konkavne (Slika 5B). Pokazali smo, da se pri soĉasnem 

gojenju dveh sevov B. subtilis, ki spadata v razliĉna ekotipa, na podlagi morfoloških razlik 

na trdnem gojišĉu oba seva dobro loĉi.   

 

PS-53 

PS-131 

PS-218 

PS-53 
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A B 

  

Slika 5:  Morfološko razlikovanje dveh sevov, ki ju uvrščamo v različna  ekotipa (PE 32 in PE 10), na 

gojišču LB. (A) Morfologija sevov PS-53 in PS-261, ki ju uvršĉamo v enak ferotip (RO-H-1). (B) 

Morfologija sevov PS-53 in PS-11, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa (RO-H-1 in 168).  

 

4.2   UGOTAVLJANJE HITROSTI RASTI SEVOV Z RASTNO KRIVULJO 

Z rastno krivuljo smo hoteli preveriti hitrost rasti vseh petih sevov, saj bi lahko en sev rasel 

hitreje kot drugi in bi zato lahko prerasel drugi sev v kokulturi. Hitrosti rasti sevov z 

nabreţja Save se v gojišĉu LB med seboj razlikujejo (Slika 6). Ugotovili smo, da najhitreje 

raste sev PS-131, ki ima najkrajšo fazo prilagajanja in tudi najhitreje doseţe stacionarno 

fazo. Naslednji sev je PS-53, ki ima prav tako kratko fazo prilagajanja, raste pa nekoliko 

poĉasneje kot sev PS-131. Seva PS-11 in PS-261 rasteta najpoĉasneje in imata najdaljši 

fazi prilagajanja (Slika 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PS-53 

PS-261 

PS-53 
PS-11 
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A B 

  
C D 

  

Slika 6: Rastne krivulje dveh posameznih sevov. (A) Rastni krivulji sevov PS-53 in PS-131, ki ju 

uvršĉamo v enak ekotip (PE 32) in enak ferotip (RO-H-1). (B) Rastni krivulji sevov PS-53 in PS-218, ki ju 

uvršĉamo v enak ekotip (PE 32) in razliĉna ferotipa (RO-H-1 in RS-D-2). (C) Rastni krivulji sevov PS-53 in 

PS-261, ki ju uvršĉamo v razliĉna ekotipa (PE 32 in PE 10) in enak ferotip (RO-H-1). (D) Rastni krivulji 

sevov PS-53 in PS-11, ki ju uvršĉamo v razliĉna ekotipa (PE 32 in PE 10) in razliĉna ferotipa (RO-H-1 in 

168). Diamant ( ) predstavlja sev PS-53, krogec ( ) sev PS-131, veĉji kvadrat ( ) sev PS-218, 

trikotnik ( ) sev PS-261, manjši kvadrat ( ) pa sev PS-11. Prikazani so tudi standardni odkloni. Seve 

smo gojili v tekoĉem gojišĉu LB. 
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4.3  UGOTAVLJANJE SOBIVANJA SEVOV V KOKULTURAH V TEKOĈEM 

GOJIŠĈU 

V poskusu smo uporabili nabreţne seve, ki jih uvršĉamo v dva ekotipa in tri razliĉne 

ferotipe (Preglednica 1). V kokulturi smo gojili dva seva 3 tedne in z metodo CFU (glej 

Priloge T1 do T3) vsakih 24 ur spremljali rast posameznega seva. Ob inokulaciji obeh 

sevov v sveţe gojišĉe ob ĉasu 0 je bil deleţ obeh sevov v kokulturi pribliţno enak (Slika 7, 

8, 9, 10). Vsakih 6 do 7 dni smo kulturi precepili v sveţe gojišĉe.  Seve smo na agarskem 

gojišĉu LB loĉili po morfoloških lastnostih kolonij, kot je prikazano na slikah 4 in 5.  

 

Ugotovili smo, da v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa in ferotipa en sev preraste 

drugega po pribliţno enem tednu, v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa in razliĉnih 

ferotipov pa en sev preraste drugega ţe takoj naslednji dan. V kokulturi dveh sevov 

razliĉnih ekotipov in enakega ferotipa zaĉneta seva sobivati po enem tednu, v kokulturi 

dveh sevov iz razliĉnih ekotipov in razliĉnih ferotipov pa zaĉneta seva sobivati po dveh 

tednih. Podrobnejši opis dinamike sobivanja za prouĉevane kokulture je podan sodaj. 

 

4.3.1   Sobivanje sevov, ki ju uvrščamo v enak ekotip 

Znotraj ekotipa PE 32 smo opazovali sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v enak ferotip (RO-

H-1): PS-53 in PS-131 (Slika 7), in sevov, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa (RO-H-1 in 

RS-D-2): PS-53 in PS-218 (Slika 8). 

 

4.3.1.1   Sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v enak ferotip 

Seva PS-53 in PS-131 sta poldrugi teden sobivala. Sev PS-53 je dosegel najvišji deleţ 24 

ur po zaĉetni inokulaciji in 24 ur po prvi reinokulaciji v sveţe gojišĉe LB, 72 ur po prvi 

reinokulaciji v sveţe gojišĉe LB pa ga je sev PS-131 prerasel in na plošĉah nismo veĉ 

opazili kolonij PS-53 (Slika 7). 



23 

Benigar E. Vpliv ekotipov in ferotipov na sobivanje izolatov Bacillus subtilis. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. študija mikrobiologije, 2011 
 

 

 
Slika 7: Sobivanje sevov PS-53 in PS-131, ki ju uvrščamo v enak ekotip in enak ferotip, v tekočem 

gojišču LB. Temno modra barva (■) predstavlja deleţ seva PS-53, svetlo rdeĉa barva (■) pa predstavlja deleţ 

seva PS-131 v kokulturi. Na abscisni osi je ĉas po reinokulaciji v urah, na ordinatni osi pa deleţ sevov v 

odstotkih. Zeleni pušĉici prikazujeta toĉko reinokulacije v sveţe gojišĉe LB. Prikazana sta tudi standardna 

odklona deleţev obeh sevov. 

 

4.3.1.2   Sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa 

Sev PS-53 je ţe 24 ur po zaĉetni inokulaciji prerasel sev PS-218. V sredini drugega tedna 

(48 in 72 ur po prvi reinokulaciji v sveţe gojišĉe LB) se je sev PS-218 sicer pojavil v 

majhnem deleţu, vendar ga je 96 ur po prvi reinokulaciji v sveţe gojišĉe LB sev PS-53 

zopet prerasel (Slika 8). 
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Slika 8: Sobivanje sevov PS-53 in PS-218, ki ju uvrščamo v enak ekotip in različna ferotipa, v tekočem 

gojišču LB. Temno modra barva (■) predstavlja deleţ seva PS-53, svetlo rdeĉa barva (■) pa predstavlja 

deleţ seva PS-218 v kokulturi. Na abscisni osi je ĉas po reinokulaciji v urah, na ordinatni osi pa deleţ sevov 

v odstotkih. Zeleni pušĉici prikazujeta toĉko reinokulacije v sveţe gojišĉe LB. Prikazana sta tudi standardna 

odklona deleţev obeh sevov. 

 

4.3.2   Sobivanje sevov, ki ju uvrščamo v različna ekotipa 

Med ekotipoma PE 32 in PE 10 smo opazovali sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v enak 

ferotip (RO-H-1): PS-53 in PS-261 (Slika 9), in sevov, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa 

(RO-H-1 in 168): PS-53 in PS-11 (Slika 10). 

 

4.3.2.1   Sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v enak ferotip 

Prvi teden gojenja v kokulturi je sev PS-261 prerasel sev PS-53. Po enem tednu sta zaĉela 

seva sobivati. Prvi najvišji deleţ seva PS-53 smo opazili 48 ur po prvi reinokulaciji v sveţe 

gojišĉe LB, vendar je bil deleţ seva PS-53 še vedno zelo nizek. Narašĉati je zaĉel 168 ur 

po prvi reinokulaciji v sveţe gojišĉe LB in dosegel najvišji deleţ 72 ur po drugi 

reinokulaciji v sveţe gojišĉe LB (Slika 9). 
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Slika 9: Sobivanje sevov PS-53 in PS-261, ki ju uvrščamo v različna ekotipa in enak ferotip, v tekočem 

gojišču LB. Temno modra barva (■) predstavlja deleţ seva PS-53, svetlo rdeĉa barva (■) pa predstavlja 

deleţ seva PS-261 v kokulturi. Na abscisni osi je ĉas po reinokulaciji v urah, na ordinatni osi pa deleţ sevov 

v odstotkih. Zeleni pušĉici prikazujeta toĉko reinokulacije v sveţe gojišĉe LB. Prikazana sta tudi standardna 

odklona deleţev obeh sevov. 

 

4.3.2.2   Sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa 

Prvi teden gojenja v kokulturi je sev PS-11 prerasel sev PS-53, saj ţe po 24 urah nismo na 

agarskih plošĉah opazili niti ene kolonije seva PS-53.  Po prvi reinokulaciji v sveţe gojišĉe 

LB (v drugem tednu gojenja) pa se je sev PS-53 pojavil v zelo nizkih deleţih, in sicer po 

24 urah, nato je po 96 urah izginil in se spet pojavil po 168 urah gojenja v kokulturi. Po 

drugi reinokulaciji v sveţe gojišĉe LB (v tretjem tednu) pa sta seva zaĉela sobivati. Sev 

PS-53 je dosegel najvišji deleţ po 96 urah (Slika 10). 
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Slika 10: Sobivanje sevov PS-53 in PS-11, ki ju uvrščamo v različna ekotipa in različna ferotipa, v 

tekočem gojišču LB. Temno modra barva (■) predstavlja deleţ seva PS-53, svetlo rdeĉa barva (■) pa 

predstavlja deleţ seva PS-11 v kokulturi. Na abscisni osi je ĉas po reinokulaciji v urah, na ordinatni osi pa 

deleţ sevov v odstotkih. Zeleni pušĉici prikazujeta toĉko reinokulacije v sveţe gojišĉe LB. Prikazana sta tudi 

standardna odklona deleţev obeh sevov. 
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4.4   SOBIVANJE SEVOV B. subtilis NA POLTRDNEM AGARSKEM GOJIŠĈU 

Prekonoĉne kulture sevov, pripravljene v tekoĉem gojišĉu LB, smo redĉili do redĉitve 10
-4

  

in na sintetiĉno gojišĉe B v treh do devetih ponovitvah (Priloga A do Š) nacepili 2 seva v 

medsebojni razdalji pribliţno 4 cm in opazovali rojenje obeh sevov. Po 24-urni inkubaciji 

pri 37 °C rast še ni bila vidna. Po 48-urni inkubaciji, ko sta se roja zdruţila, smo odĉitali 

rezultate. 

 

4.4.1   Sobivanje istih sevov 

Gojenje dveh enakih sevov nam je sluţilo kot pozitivna kontrola, kjer smo predpostavili, 

da se bosta seva »prepoznala« kot enaka in bosta sobivala, kar bo vidno kot zdruţena 

kolonija (stik). Pri sobivanju vseh sedmih istih sevov je prišlo do stika rojev, ne glede na 

to, ali je sev pripadal ekotipu PE 32 ali ekotipu PE 10 (Slika 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 11: Sobivanje istih sevov na poltrdnem gojišču B. (A) Sobivanje seva PS-218. (B) Sobivanje seva 

PS-261. (C) Sobivanje seva PS-53. (D) Sobivanje seva PS-131. (E) Sobivanje seva PS-11. (F) Sobivanje seva 

PS-31. (G) Sobivanje seva PS-168. Pri vseh sedmih sevih je prišlo do stika rojev. Na slikah je prikazana ena 

od treh ponovitev (glej Priloge A do F). 
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4.4.2   Sobivanje sevov, ki ju uvrščamo v enak ekotip 

 

4.4.2.1   Sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v enak ferotip 

Pri opazovanju sobivanja sevov, ki ju uvršĉamo v ekotip PE 32 in ekotip PE 10, smo 

izbrali seve enakega ferotipa: PS-53 in PS-131 (ferotip RO-H-1/ekotip PE 32), PS-31 in 

PS-261 (ferotip RO-H-1/ekotip PE 10), PS-11 in PS-168 (ferotip 168/ekotip PE 10).  Med 

sevoma PS-53 in PS-131, ki sta iz ekotipa PE 32, je prišlo do izrazite lize, medtem ko smo 

med sevi PS-31 in PS-261 ter PS-11 in PS-168, ki so iz ekotipa PE 10, opazili stik. 

Rezultati podpirajo hipotezo, da lahko sevi enakega ekotipa in ferotipa zaĉasno sobivajo, 

vendar to ni absolutno pravilo (Slika 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 12: Sobivanje sevov, ki ju uvrščamo v enak ekotip in enak ferotip, na poltrdnem gojišču B. (A) 

Sobivanje sevov PS-53 in PS-131. Seva sta iz ekotipa PE 32. Med rojema pride do izrazite lize. (B) 

Sobivanje sevov PS-31 in PS-261. Seva sta iz ekotipa PE 10. Med rojema pride do stika. (C) Sobivanje sevov 

PS-11 in PS-168. Seva sta iz ekotipa PE 10. Med rojema pride do stika. Na slikah je prikazana ena od treh 

ponovitev (glej Priloge G do I). 

 

4.4.2.2   Sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa 

Za preverjanje sobivanja sevov iz razliĉnih ferotipov smo zopet izbrali razliĉne 

kombinacije sevov iz ekotipa P10 in P32: PS-53 in PS-218 (ferotip RO-H-1/ekotip PE 32; 

ferotip RS-D-2/ekotip PE 32), PS-11 in PS-261 (ferotip 168/ekotip PE 10; ferotip RO-H-

1/ekotip PE 10), PS-218 in PS-131 (ferotip RS-D-2/ekotip PE 32; ferotip RO-H-1/ekotip 

PE 32). Med sevi PS-53 in PS-218 ter PS-218 in PS-131, ki so iz ekotipa PE 32, smo 

opazili lizo. Še posebej izrazito lizo smo opazili med rojema sevov PS-53 in PS-218. Med 

sevoma PS-11 in PS-261, ki sta iz ekotipa PE 10, pa je prišlo do stika rojev (Slika 13). 
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Slika 13: Sobivanje sevov, ki ju uvrščamo v enak ekotip in različna ferotipa, na poltrdnem gojišču B. 

(A) Sobivanje sevov PS-53 in PS-218. Seva sta iz ekotipa PE 32. Med rojema pride do izrazite lize. Na sliki 

je prikazana ena od devetih ponovitev (glej Prilogo K). (B) Sobivanje sevov PS-11 in PS-261. Seva sta iz 

ekotipa PE 10. Med rojema pride do stika. Na sliki je prikazana ena od devetih ponovitev (glej Prilogo J). (C) 

Sobivanje sevov PS-218 in PS-131. Seva sta iz ekotipa PE 32. Med rojema pride do lize. Na sliki je 

prikazana ena od treh ponovitev (glej Prilogo L). 

 

4.4.3   Sobivanje sevov, ki ju uvrščamo v različna ekotipa 

 

4.4.3.1   Sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v enak ferotip 

Pri opazovanju sobivanja sevov, ki ju uvršĉamo v dva razliĉna ekotipa (PE 32 in PE 10) 

smo izbrali seve iz enakega ferotipa: PS-131 in PS-261 (ferotip RO-H-1/ekotip PE 32; 

ferotip RO-H-1/ekotip PE 10), PS-53 in PS-261 (ferotip RO-H-1/ekotip PE 32; ferotip RO-

H-1/ekotip PE 10), PS-131 in PS-31 (ferotip RO-H-1/ekotip PE 32; ferotip RO-H-1/ekotip 

PE 10). Pri vseh treh kombinacijah sevov je prišlo do lize med rojema, še posebej izrazito 

lizo smo opazili med sevoma PS-53 in PS-261 (Slika 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 14: Sobivanje sevov, ki ju uvrščamo v različna ekotipa in enak ferotip, na poltrdnem gojišču B. 

(A) Sobivanje sevov PS-131 in PS-261. Med rojema pride do lize. Na sliki je prikazana ena od treh ponovitev 

(glej Prilogo O). (B) Sobivanje sevov PS-53 in PS-261. Med rojema pride do izrazite lize. Na sliki je 

prikazana ena od devetih ponovitev (glej Prilogo N). (C) Sobivanje sevov PS-31 in PS-131. Med rojema 

pride do lize. Na sliki je prikazana ena od treh ponovitev (glej Prilogo M). 
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4.4.3.2   Sobivanje sevov, ki ju uvršĉamo v razliĉna ferotipa 

Pri opazovanju sobivanja sevov, ki ju uvršĉamo v dva razliĉna ekotipa ( PE 32 in PE 10), 

smo izbrali seve iz razliĉnih ferotipov: PS-131 in PS-11 (ferotip RO-H-1/ekotip PE32; 

ferotip 168/ekotip PE10), PS-218 in PS-11 (ferotip RS-D-2 in 168), PS-53 in PS-11 

(ferotip RO-H-1 in 168), PS-261 in PS-218 (ferotip RO-H-1 in RS-D-2). Pri vseh štirih 

kombinacijah je prišlo do lize med rojema, še posebej izrazito lizo pa smo opazili med 

sevoma PS-53 in PS-11 (Slika 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 15: Sobivanje sevov, ki ju uvrščamo v različna ekotipa in različna ferotipa, na poltrdnem gojišču 

B. (A) Sobivanje sevov PS-131 in PS-11. Med rojema pride do lize. (B) Sobivanje sevov PS-218 in PS-11. 

Med rojema pride do lize. (C) Sobivanje sevov PS-53 in PS-11. Med rojema pride do izrazite lize. (D) 

Sobivanje sevov PS-261 in PS-218. Med rojema pride do lize. Na slikah je prikazana ena od treh ponovitev 

(glej Priloge P do Š). 
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5   RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

V diplomski nalogi smo ţeleli pokazati, 

 

 da pride v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa do tekmovanja med sevoma in da 

en sev prevlada oziroma preraste drugega, 

 da v kokulturi dveh sevov razliĉnih ekotipov ne pride do tekmovanja, temveĉ seva 

sobivata in 

 da se seva z enakim ferotipom na poltrdnem gojišĉu prepoznata (se stakneta), pri 

sevih z razliĉnima ferotipoma pa pride do lize. 

 

5.1   MORFOLOŠKA RAZNOLIKOST IN LOĈEVANJE SEVOV B. subtilis NA 

TRDNEM GOJIŠĈU LB 

Kot sta ţe ugotovili Štefaniĉ (2009) in Lukeţiĉ (2009), smo opazili, da kljub filogenetski 

sorodnosti obstaja med sevi B. subtilis velika morfološka raznolikost. Morfologija kolonij 

je bila odvisna od seva in od okoljskih pogojev (npr. temperature), in sicer so bile kolonije 

morfološko razliĉne le pri sobni temperaturi, ne pa pri 37 °C. Morda je vzrok v razliĉnosti 

proizvodnje zunajceliĉnega polisaharidnega matriksa (EPS), katerega produkcijo uravnava 

QS sistem (Lopez in sod., 2009). Temperatura bi lahko vplivala tudi na celiĉno delitev. V 

našem poskusu smo ugotovili, da so se pri 37°C bakterije delile hitreje, saj so bile kolonije 

vidne ţe po 24 urah, pri sobni temperaturi pa je bila delitev celic poĉasnejša, saj se je 

morfologija razvila šele po 4 dneh. Pri razliĉnih temperaturah verjetno pride do razliĉne 

razporeditve celic, ki tvorijo kolonijo.  

 

5.2   SORODSTVENA DISKRIMINACIJA 

Pretekle raziskave so pokazale, da med mikrobi obstaja veliko socialnih vedenj, ki 

vkljuĉujejo zapletene sisteme sodelovanja, komunikacije in sinhronizacije (West in sod, 

2007). Teorija sorodstvene selekcije razloţi altruistiĉno sodelovanje med sorodniki. 

Posamezen sev »pomaga« bliţnjemu sorodniku pri njegovem razmnoţevanju, še vedno pa 

»prenaša« svoje gene na naslednjo generacijo, ĉeprav posredno (Hamilton, 1964). 

Hamilton (1964) je poudaril, da se sorodstvena selekcija lahko zgodi preko dveh 

mehanizmov: a) sorodstvena diskriminacija, ko posameznik lahko razlikuje sorodne od 

nesorodnih sevov in je sodelovanje prednostno usmerjeno proti sorodnim sevom ter b) 

omejena razpršenost (populacijska viskoznost), ki ohranja sorodnike v prostorski bliţini in 

omogoĉa, da je sodelovanje usmerjeno nediskriminatorno proti vsem sosedom (ki so 

ponavadi sorodniki).  

 

Med rojenjem v tleh se razliĉni genotipi B. subtilis sreĉajo. Da bi ugotovili, ali se roji 

razliĉnih sevov ob stiku zlijejo ali ostanejo loĉeni skozi nek mehanizem sorodstvene 

diskriminacije, smo beleţili prisotnost in odsotnost mej med rojema dveh istih sevov 

(pozitivne kontrole) in dveh razliĉnih sevov. Ugotovili smo, da je isti sev ob stiku rojev 
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tvoril konfluentno kolonijo, medtem ko sta razliĉna seva ob stiku tvorila mejno ĉrto, kar 

kaţe, da verjetno obstaja nek mehanizem prepoznavanja. Sevi prepoznajo lastne in/ali 

druge osebke iste vrste in pri tem pride do spremembe naĉina rasti ali obnašanja kolonije. 

Tudi Vos in Velicer (2009) sta pokazala, da genetsko visoko podobni talni izolati bakterije 

Myxococcus xanthus kaţejo moĉne antagonizme, ko jih gojimo skupaj, medtem ko se roja 

istega seva M. xanthus zlijeta.  

 

Preverjali smo tudi vpliv ekotipov in ferotipov na stik med rojema. Ansaldi in sodelavci 

(2002) so ugotovili, da so bakterije zmoţne uĉinkovitega komuniciranja znotraj ferotipa, 

ne pa med ferotipi. Domnevali smo, da se bosta roja sevov istega ferotipa »prepoznala« in 

staknila in da bomo med rojema sevov razliĉnih ferotipov opazili antagonizem. Ugotovili 

smo, da razliĉni ferotipi znotraj ekotipa PE 10 dovolijo sobivanje (stik), znotraj ekotipa PE 

32 pa ne (cona lize). Znotraj ekotipa PE 10 enak ferotip sobiva (stik), znotraj ekotipa PE 32 

pa tudi enak ferotip ne sobiva (cona lize). Vsi testirani sevi ekotipa PE 32 so ob stiku z 

drugimi sevi enakega ali razliĉnega ekotipa tvorili ob stiku kolonij cono lize. Verjetno 

imajo sevi ekotipa PE 32 boljše mehanizme prepoznavanja kot sevi ekotipa PE 10 oziroma 

so morda sevi ekotipa PE 32 bolj »agresivni«. Še posebej izrazito lizo smo opazili, ko smo 

gojili sev PS-53 s katerim koli drugim sevom. To nakazuje, da sev PS-53 izloĉa neznano 

protimikrobno snov, ki inhibira širjenje kolonije ostalih sevov. Intenzivnost lize je torej 

odvisna od posameznega seva. Izgleda torej, da je pri sobivanju sevov B. subtilis na 

poltrdnem gojišĉu B pomemben predvsem ekotip, ferotip pa ne igra posebne vloge. 

 

Sorodstveno diskriminacijo so Gibbs in sodelavci (2008) opazili tudi med genetsko 

razliĉnimi roji γ-proteobakterije Proteus mirabilis, Munson in sodelavci (2002) pa med 

genetsko razliĉnimi roji Pseudomonas aeruginosa. Ostrowski in sodelavci (2008) so 

odkrili sorodstveno diskriminacijo tudi pri predatorski amebi Dictyostelium discoideum, 

katerega celice se zdruţujejo in tvorijo veĉceliĉna plodilna telesca. Ta plodilna telesca 

lahko vsebujejo amebe z razliĉnimi genotipi. Sevi iz razliĉnih genotipov pa se lahko loĉijo 

med seboj med veĉceliĉnem razvojem. Ugotovili so, da stopnja loĉevanja narašĉa z 

genetsko razdaljo med sevi. To pa je v nasprotju z našimi odkritji pri B. subtilis in z 

odkritji Vos-a in Velicer-ja (2009) pri M. xanthus, kjer tudi zelo sorodni sevi lahko 

diskriminirajo in izkljuĉujejo drug drugega. 

 

5.3   SOBIVANJE SEVOV B. subtilis V KOKULTURAH V TEKOĈEM GOJIŠĈU 

V kokulturi smo gojili dva seva in dnevno spremljali rast posameznega seva. Vos in 

Velicer (2009) sta ugotovila, da zelo sorodni sevi M. xanthus, ki naseljujejo isto 

geografsko obmoĉje, kaţejo visoke nivoje socialnega konflikta, ko jih gojimo skupaj. To 

smo ugotovili tudi v našem poskusu, saj je v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa in 

enakega ferotipa ter v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa in razliĉnih ferotipov prišlo do 

tekmovanja in je en sev prerasel drugega. Pri sobivanju sevov B. subtilis enakega ekotipa 

vpliva ferotipa nismo zaznali. 
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Ugotovili smo tudi, da v kokulturi dveh sevov razliĉnih ekotipov in enakega ferotipa ter v 

kokulturi dveh sevov razliĉnih ekotipov in razliĉnih ferotipov seva sobivata. Naši rezultati 

se ujemajo z ugotovitvami Cohan-a (2001), ki je postavil hipotezo, da sevi iz razliĉnih 

ekotipov sobivajo, saj izkorišĉajo razliĉne vire hranil. Seva B. subtilis razliĉnih ekotipov 

lahko sobivata neodvisno od ferotipa. 

 

Rastne krivulje vseh petih testiranih sevov so bile podobne, kar kaţe na to, da rezultati niso 

posledica hitrejše rasti enega izmed sevov. 

 

Zanimivo je, da je bilo v tekoĉem gojišĉu LB in na poltrdnem gojišĉu B sobivanje in 

kompetitivna prednost sevov B. subtilis drugaĉna. Sev PS-53 je na poltrdnem gojišĉu B s 

katerim koli drugim sevom sproţil izrazito lizo in zaobjel drugi sev. V kokulturi v tekoĉem 

gojišĉu LB pa ga je v treh od štirih primerov prerasel drugi sev. Seva PS-53 in PS-131 

pripadata enakemu ekotipu (PE 32) in enakemu ferotipu (RO-H-1). V tekoĉem gojišĉu LB 

je sev PS-131 prerasel sev PS-53 (Slika 6), obratno pa opazimo na poltrdnem gojišĉu B, 

kjer je sev PS-53 zaobjel sev PS-131 (Slika 12A). Enako smo opazili tudi pri kombinaciji 

sevov PS-53 in PS-261, ki pripadata razliĉnima ekotipoma (PE 32 in PE 10) in enakemu 

ferotipu (RO-H-1) (Slika 8 in 14B) ter pri kombinaciji sevov PS-53 in PS-11, ki pripadata 

razliĉnima ekotipoma (PE 32 in PE 10) in razliĉnima ferotipoma (RO-H-1 in 168) (Slika 9 

in 15C). Le pri kombinaciji sevov PS-53 in PS-218, ki pripadata enakemu ekotipu (PE 32) 

in razliĉnima ferotipoma (RO-H-1 in RS-D-2) smo opazili v tekoĉem gojišĉu LB in na 

poltrdnem gojišĉu B prevlado seva PS-53 (Slika 7 in 13A). Na poltrdnem gojišĉu B je torej 

vedno prevladal sev PS-53. Do teh razlik bi lahko prišlo zato, ker sta bila tekoĉe in 

poltrdno gojišĉe po sestavi razliĉna. Izgleda, da je sev PS-53 imel na poltrdnem gojišĉu B 

kompetitivne prednosti pred ostalimi sevi, tekoĉe gojišĉe LB pa je v kokulturi bolj 

ustrezalo drugim testiranim sevom. Gojišĉi sta se razlikovali tudi po agregatnem stanju: na 

poltrdnem gojišĉu B sta seva zasedla svoj deleţ gojišĉa in do mešanja sevov ni prišlo, 

medtem ko sta bila v tekoĉem gojišĉu LB seva razporejena po celotnem gojišĉu. Sev PS-53 

verjetno izloĉa neznano protimikrobno snov, ki pa je lahko v tekoĉem gojišĉu razredĉena, 

zato ne kaţe tako agresivne narave kot na poltrdnem gojišĉu. Za drugaĉne rezultate 

sobivanja na poltrdnem in v tekoĉem gojišĉu bi bil lahko odgovoren tudi drugaĉen naĉin 

rasti: na poltrdnem gojišĉu B pride do rojenja, pri ĉemer sevi v okolje izloĉajo surfaktin, v 

tekoĉem gojišĉu pa celice rastejo planktoniĉno. 
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5.4   SKLEPI 

 

 Rezultati nakazujejo, da v LB gojišĉu seva B. subtilis enakega ekotipa tekmujeta, 

pri ĉemer en sev preraste drugega v 9 do 10 dneh. Vpliva ferotipa nismo zaznali. S 

tem smo potrdili hipotezo 1. 

 

 Rezultati nakazujejo, da v LB gojišĉu seva B. subtilis razliĉnih ekotipov lahko 

sobivata neodvisno od ferotipa. S tem smo potrdili hipotezo 2. 

 

 Na poltrdnem gojišĉu B dve koloniji istega seva B. subtilis po stiku tvorita 

konfluentno kolonijo, medtem ko je pri dveh kolonijah razliĉnih sevov ob stiku 

opazna meja in vĉasih tudi liza, kar nakazuje na obstoj mehanizma/mehanizmov 

sorodstvene diskriminacije. 

 

 Vsi testirani sevi ekotipa PE 32 ob stiku z drugimi sevi enakega ali razliĉnega 

ekotipa tvorijo ob stiku kolonij cono lize, medtem ko so sevi ekotipa PE 10 manj 

»agresivni«. Intenzivnost lize je odvisna od seva. Izgleda torej, da je pri sobivanju 

sevov B. subtilis na poltrdnem gojišĉu B pomemben predvsem ekotip, ferotip pa ne 

igra posebne vloge. S tem smo ovrgli hipotezo 3.  
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6   POVZETEK 

 

Znotraj prokariontskega sveta obstaja zelo velika ekološka raznolikost. Sevi ene vrste 

lahko naseljujejo razliĉne ekološke niše in tako spadajo v razliĉne ekotipe. Adaptivna 

mutanta enega ekotipa preraste vse seve v istem ekotipu, ne preraste pa sevov iz drugih 

ekotipov (Cohan, 2001). Ekotipi so ekološko razliĉni in izkorišĉajo razliĉne vire, kar jim 

omogoĉa sobivanje (de Queiroz, 2005; Cohan in Perry, 2007). Osrednjo vlogo v fiziologiji 

in razvoju B. subtilis igra medceliĉna komunikacija (England in sod., 1999). Bakterije 

sintetizirajo zunajceliĉne signalne molekule (feromone), ki se kopiĉijo v okolju ter s tem 

sproţijo koordinirano skupinsko vedenje (Magnuson in sod., 1994). Sevi B. subtilis 

spadajo v razliĉne komunikacijske skupine oziroma ferotipe. Komunikacijski sistem, ki 

sodeluje pri zaznavanju celiĉne gostote pri vrstah Bacillus, loĉuje seve v 4 ferotipske 

skupine. Bakterije se lahko sporazumevajo znotraj skupine, ne pa med skupinami (Ansaldi 

in sod., 2002; Štefaniĉ in Mandić-Mulec, 2009). Genetske in fenotipske analize sevov B. 

subtilis, izoliranih iz talnega mikrookolja, so pokazale, da so predstavniki dveh ferotipov 

lahko ekološko razliĉni in pripadajo razliĉnim ekotipom, vendar pa znotraj enega ekotipa 

najdemo veĉ razliĉnih ferotipov, pri ĉemer je en ferotip dominanten (Štefaniĉ in sod., 

Environ. Micro., v recenziji). 

 

Dva seva smo gojili v kokulturi pri 37 °C tri tedne in na podlagi morfoloških znaĉilnosti 

njihovih kolonij ugotovili deleţ posameznega seva v kokulturi. Rezultati nakazujejo, da 

seva iz istega ekotipa tekmujeta med seboj in na koncu en sev prevlada, seva iz razliĉnih 

ekotipov pa sobivata. Vpliva ferotipa nismo zaznali. 

 

Dva seva smo nacepili tudi na poltrdno gojišĉe B in opazovali, kaj se zgodi po stiku obeh 

kolonij. Dve koloniji istega seva B. subtilis sta po stiku tvorili konfluentno kolonijo, 

medtem ko je bila pri dveh kolonijah razliĉnih sevov ob stiku opazna meja in vĉasih tudi 

liza, kar nakazuje na obstoj mehanizma/mehanizmov sorodstvene diskriminacije. 

 

Vsi testirani sevi ekotipa PE 32 so ob stiku z drugimi sevi enakega ali razliĉnega ekotipa 

tvorili ob stiku kolonij cono lize, medtem ko so sevi ekotipa PE 10 manj »agresivni«. 

Intenzivnost lize je bila odvisna od ekotipa in ne od ferotipa. 

 

Opazili smo tudi, da se sevi obnašajo drugaĉe v tekoĉi kulturi in na poltrdnem gojišĉu, saj 

na poltrdnem gojišĉu prevlada sev PS-53, v tekoĉem LB gojišĉu pa veĉinoma prevlada 

drugi sev v kokulturi. 
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Priloga A: Tri ponovitve sobivanja seva PS-218 na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

Priloga B: Tri ponovitve sobivanja seva PS-261 na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga C: Tri ponovitve sobivanja seva PS-53 na poltrdnem gojišču B. 
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Priloga Č: Tri ponovitve sobivanja seva PS-131 na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga D: Tri ponovitve sobivanja seva PS-11 na poltrdnem gojišču B. 

 

  

 

 

 

 

Priloga E: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-31 na poltrdnem gojišču B. 
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Priloga F: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-168 na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga G: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-11 in PS-168, ki ju uvrščamo v enak 

ekotip (PE 10) in enak ferotip (168), na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga H: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-31 in PS-261, ki ju uvrščamo v enak 

ekotip (PE 10) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojišču B. 

A B C 
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A B C 
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Priloga I: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-53 in PS-131, ki ju uvrščamo v enak 

ekotip (PE 32) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga J: Devet ponovitev sobivanja sevov PS-11 in PS-261, ki ju uvrščamo v enak 

ekotip (PE 10) in različna ferotipa (168 in RO-H-1), na poltrdnem gojišču B.

A B C 

A B C 

D E F 

G H I 
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Priloga K: Devet ponovitev sobivanja sevov PS-53 in PS-218, ki ju uvrščamo v enak 

ekotip (PE 32) in različna ferotipa (RO-H-1 in RS-D-2), na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga L: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-218 in PS-131, ki ju uvrščamo v enak 

ekotip (PE 32) in različna ferotipa (RS-D-2 in RO-H-1), na poltrdnem gojišču B.

A B C 

D E F 

G H I 

A B C 
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Priloga M: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-31 in PS-131, ki ju uvrščamo v različna 

ekotipa (PE 10 in PE 32) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga N: Devet ponovitev sobivanja sevov PS-53 in PS-261, ki ju uvrščamo v 

različna ekotipa (PE 32 in PE 10) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojišču B.

A B C 

A B C 

D E F 

G H I 
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Priloga O: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-131 in PS-261, ki ju uvrščamo v različna 

ekotipa (PE 32 in PE 10) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga P: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-53 in PS-11, ki ju uvrščamo v različna 

ekotipa (PE 32 in PE 10) in različna ferotipa (RO-H-1 in 168), na poltrdnem gojišču 

B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga R: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-131 in PS-11, ki ju uvrščamo v različna 

ekotipa (PE 32 in PE 10) in različna ferotipa (RO-H-1 in 168), na poltrdnem gojišču 

B.

A B C 

A B C 

A B C 
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Priloga S: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-218 in PS-11, ki ju uvrščamo v različna 

ekotipa (PE 32 in PE 10) in različna ferotipa (RS-D-2 in 168), na poltrdnem gojišču B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Priloga Š: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-261 in PS-218, ki ju uvrščamo v različna 

ekotipa (PE 10 in PE 32) in različna ferotipa (RO-H-1 in RS-D-2), na poltrdnem 

gojišču B. 
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Priloga T1: Število kolonij in deleţ sevov v prvem tednu gojenja v kokulturi. 

53 7,40E+05 1,03E+06 8,80E+05 3,43E+01 4,93E+01 4,25E+01 4,20E+01 7,5237017

218 1,42E+06 1,06E+06 1,19E+06 6,57E+01 5,07E+01 5,75E+01 5,80E+01 7,5237017

53 5,50E+05 5,90E+05 6,30E+05 2,24E+01 2,61E+01 2,56E+01 2,47E+01 1,9837751

131 1,90E+06 1,67E+06 1,83E+06 7,76E+01 7,39E+01 7,44E+01 7,53E+01 1,9837751

53 9,20E+05 9,00E+05 9,40E+05 3,39E+01 3,19E+01 3,23E+01 3,27E+01 1,0796733

11 1,79E+06 1,92E+06 1,97E+06 6,61E+01 6,81E+01 6,77E+01 6,73E+01 1,0796733

53 1,17E+06 1,31E+06 1,13E+06 3,94E+01 4,61E+01 4,23E+01 4,26E+01 3,3759061

261 1,80E+06 1,53E+06 1,54E+06 6,06E+01 5,39E+01 5,77E+01 5,74E+01 3,3759061

53 1,69E+08 1,53E+08 1,54E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 7,80E+07 1,03E+08 7,00E+07 2,24E+01 4,52E+01 4,43E+01 3,73E+01 12,897187

131 2,70E+08 1,25E+08 8,80E+07 7,76E+01 5,48E+01 5,57E+01 6,27E+01 12,897187

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

11 3,19E+08 2,73E+08 2,60E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

261 2,90E+08 2,71E+08 2,95E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 1,36E+08 1,42E+08 1,35E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 1,80E+07 2,60E+07 3,40E+07 9,63E+00 1,44E+01 1,87E+01 1,42E+01 4,5294659

131 1,69E+08 1,55E+08 1,48E+08 9,04E+01 8,56E+01 8,13E+01 8,58E+01 4,5294659

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

11 2,77E+08 2,59E+08 2,80E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

261 1,99E+08 1,69E+08 1,84E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 1,11E+08 1,10E+08 1,09E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 3,00E+06 0,00E+00 8,00E+06 2,61E+00 0,00E+00 6,78E+00 3,13E+00 3,419699

131 1,12E+08 7,70E+07 1,10E+08 9,74E+01 1,00E+02 9,32E+01 9,69E+01 3,419699

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

11 1,13E+08 1,11E+08 7,00E+07 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 0,00E+00 0,00E+00 1,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 2,49E-01 8,31E-02 0,1439776

261 3,82E+07 5,13E+07 4,00E+07 1,00E+02 1,00E+02 9,98E+01 9,99E+01 0,1439776

53 1,69E+07 1,75E+07 2,02E+07 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 3,80E+07 2,80E+07 3,70E+07 3,06E+01 2,26E+01 2,02E+01 2,45E+01 5,467013

131 8,60E+07 9,60E+07 1,46E+08 6,94E+01 7,74E+01 7,98E+01 7,55E+01 5,467013

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

11 7,20E+07 1,02E+08 1,05E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

261 6,00E+06 6,00E+06 9,00E+06 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

DELEŢICFU

A B C

A B C

A B C

0 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

24 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

48 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

72 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

144 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

A B C

A B C
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Priloga T2: Število kolonij in deleţ sevov po prvi reinokulaciji v sveţe gojišče LB. 

53 1,62E+08 1,96E+08 2,03E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 1,90E+08 1,60E+08 1,60E+08 4,63E+01 4,21E+01 4,57E+01 4,47E+01 2,2863285

131 2,20E+08 2,20E+08 1,90E+08 5,37E+01 5,79E+01 5,43E+01 5,53E+01 2,2863285

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

11 3,10E+08 2,93E+08 3,44E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 4,00E+06 7,00E+06 9,00E+06 1,87E+00 2,69E+00 3,53E+00 2,70E+00 0,8301362

261 2,10E+08 2,53E+08 2,46E+08 9,81E+01 9,73E+01 9,65E+01 9,73E+01 0,8301362

53 1,36E+08 1,30E+08 1,20E+08 8,95E+01 1,00E+02 1,00E+02 9,65E+01 6,0773713

218 1,60E+07 0,00E+00 0,00E+00 1,05E+01 0,00E+00 0,00E+00 3,51E+00 6,0773713

53 5,70E+07 6,70E+07 5,10E+07 3,33E+01 4,47E+01 2,71E+01 3,50E+01 8,893552

131 1,14E+08 8,30E+07 1,37E+08 6,67E+01 5,53E+01 7,29E+01 6,50E+01 8,893552

53 1,00E+06 2,00E+06 2,00E+06 5,95E-01 1,52E+00 1,87E+00 1,33E+00 0,6575759

11 1,67E+08 1,30E+08 1,05E+08 9,94E+01 9,85E+01 9,81E+01 9,87E+01 0,6575759

53 1,30E+07 1,50E+07 2,10E+07 6,28E+00 8,24E+00 1,44E+01 9,64E+00 4,2275696

261 1,94E+08 1,67E+08 1,25E+08 9,37E+01 9,18E+01 8,56E+01 9,04E+01 4,2275696

53 1,03E+07 9,20E+06 5,80E+06 8,80E+01 1,00E+02 1,00E+02 9,60E+01 6,9084648

218 1,40E+06 0,00E+00 0,00E+00 1,20E+01 0,00E+00 0,00E+00 3,99E+00 6,9084648

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

131 4,00E+06 7,00E+06 3,00E+06 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 1,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 8,77E-01 0,00E+00 0,00E+00 2,92E-01 0,5064476

11 1,13E+07 7,40E+06 6,10E+06 9,91E+01 1,00E+02 1,00E+02 9,97E+01 0,5064476

53 0,00E+00 4,00E+05 3,00E+05 0,00E+00 8,33E+00 6,52E+00 4,95E+00 4,38291

261 3,90E+06 4,40E+06 4,30E+06 1,00E+02 9,17E+01 9,35E+01 9,50E+01 4,38291

53 2,77E+07 1,66E+07 1,20E+07 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 0,00E+00 0,00E+00 1,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 5,10E-01 1,70E-01 0,2945665

131 6,90E+06 3,02E+07 1,95E+07 1,00E+02 1,00E+02 9,95E+01 9,98E+01 0,2945665

53 0,00E+00 0,00E+00 1,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 2,98E-01 9,92E-02 0,1718304

11 6,21E+07 5,98E+07 3,35E+07 1,00E+02 1,00E+02 9,97E+01 9,99E+01 0,1718304

53 0,00E+00 5,00E+05 9,00E+05 0,00E+00 1,40E+00 2,43E+00 1,28E+00 1,2210643

261 3,20E+07 3,51E+07 3,61E+07 1,00E+02 9,86E+01 9,76E+01 9,87E+01 1,2210643

53 1,58E+08 1,54E+08 1,45E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

131 9,40E+07 3,30E+07 4,20E+07 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 1,50E+07 1,10E+07 4,00E+06 7,65E+00 6,47E+00 1,77E+00 5,30E+00 3,1119676

11 1,81E+08 1,59E+08 2,22E+08 9,23E+01 9,35E+01 9,82E+01 9,47E+01 3,1119676

53 5,40E+06 8,50E+06 7,20E+06 1,45E+01 1,94E+01 1,74E+01 1,71E+01 2,4370504

261 3,18E+07 3,54E+07 3,42E+07 8,55E+01 8,06E+01 8,26E+01 8,29E+01 2,4370504

CFU DELEŢI

24 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

48 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

A B C

A B C

72 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

96 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

A B C

A B C

168 ur A B C povprečje A, B, C STDEVA B C
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Priloga T3: Število kolonij in deleţ sevov po drugi reinokulaciji v sveţe gojišče LB. 

53 2,94E+08 2,30E+08 2,87E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

131 2,18E+08 3,02E+08 1,85E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 2,10E+07 0,00E+00 0,00E+00 9,38E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,13E+00 5,4126588

11 2,03E+08 2,04E+08 2,70E+08 9,06E+01 1,00E+02 1,00E+02 9,69E+01 5,4126588

53 1,10E+07 5,30E+07 2,20E+07 5,58E+00 3,98E+01 2,53E+01 2,36E+01 17,197099

261 1,86E+08 8,00E+07 6,50E+07 9,44E+01 6,02E+01 7,47E+01 7,64E+01 17,197099

53 1,48E+08 1,51E+08 1,52E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

131 2,03E+08 1,94E+08 1,31E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 1,60E+07 0,00E+00 0,00E+00 1,48E+01 0,00E+00 0,00E+00 4,94E+00 8,5533373

11 9,20E+07 1,44E+08 2,12E+08 8,52E+01 1,00E+02 1,00E+02 9,51E+01 8,5533373

53 1,20E+07 2,90E+07 2,20E+07 1,52E+01 2,84E+01 1,93E+01 2,10E+01 6,7777827

261 6,70E+07 7,30E+07 9,20E+07 8,48E+01 7,16E+01 8,07E+01 7,90E+01 6,7777827

53 7,40E+07 6,00E+07 8,80E+07 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

131 1,34E+08 9,70E+07 1,15E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 3,60E+07 4,00E+06 9,00E+06 4,09E+01 8,89E+00 1,53E+01 2,17E+01 16,950824

11 5,20E+07 4,10E+07 5,00E+07 5,91E+01 9,11E+01 8,47E+01 7,83E+01 16,950824

53 7,00E+06 2,10E+07 1,10E+07 2,59E+01 3,68E+01 3,79E+01 3,36E+01 6,6391687

261 2,00E+07 3,60E+07 1,80E+07 7,41E+01 6,32E+01 6,21E+01 6,64E+01 6,6391687

53 2,09E+07 1,96E+07 2,69E+07 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

131 2,44E+07 1,33E+07 2,47E+07 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 3,10E+07 2,00E+07 4,00E+07 3,26E+01 3,17E+01 3,20E+01 3,21E+01 0,4559945

11 6,40E+07 4,30E+07 8,50E+07 6,74E+01 6,83E+01 6,80E+01 6,79E+01 0,4559945

53 7,50E+06 9,80E+06 8,00E+06 3,00E+01 4,64E+01 2,68E+01 3,44E+01 10,55668

261 1,75E+07 1,13E+07 2,19E+07 7,00E+01 5,36E+01 7,32E+01 6,56E+01 10,55668

53 8,50E+07 7,10E+07 7,50E+07 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

218 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

53 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0

131 1,03E+08 7,00E+07 1,49E+08 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0

53 3,80E+07 6,00E+06 1,30E+07 3,11E+01 4,32E+00 7,14E+00 1,42E+01 14,74288

11 8,40E+07 1,33E+08 1,69E+08 6,89E+01 9,57E+01 9,29E+01 8,58E+01 14,74288

53 2,00E+07 2,10E+07 1,40E+07 5,41E+01 3,00E+01 1,82E+01 3,41E+01 18,28061

261 1,70E+07 4,90E+07 6,30E+07 4,59E+01 7,00E+01 8,18E+01 6,59E+01 18,28061

CFU DELEŢI

24 ur A B C povprečje A, B, C STDEVA B C

48 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

72 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

A B C

A B C

96 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

168 ur A B C povprečje A, B, C STDEV

A B C

A B C
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