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Bakterije Bacillus subtilis so po Gramu pozitivne aerobne palcke. Ker le-te Zivijo
predvsem v tleh, so izpostavljene velikim nihanjem v temperaturi, vlagi in
dostopnosti hranil, zato kazejo vecjo genetsko raznolikost kot bakterije, ki zivijo
v podobnih, vendar konstantnih okoljih. Sevi B. subtilis, ki naseljujejo enako ali
zelo podobno ekolosko niSo, spadajo v enak ekotip. Adaptivna mutanta enega
ekotipa preraste vse druge seve v istem ekotipu, ne vpliva pa na seve iz drugih
ekotipov. Tako prihaja do tekmovanja med sevi znotraj ekotipa, razli¢ni ekotipi
pa lahko sobivajo. Pri bakterijah B. subtilis sistem za zaznavanje kvoruma
(quorum sensing) uravnava S$tevilne adaptivne procese, kot so: sporulacija,
kompetenca, rojenje, sinteza protimikrobnih peptidov, bakteriocinov in
antibiotikov ter liticnih encimov. Bakterije izlocajo signalne molekule
(feromone), s katerimi komunicirajo; razliéne komunikacijske skupine, znotraj
katerih bakterije u¢inkovito komunicirajo, pa se imenujejo ferotipi. Znotraj vrste
Bacillus subtilis poznamo 4 ferotipske skupine. V diplomski nalogi smo
proucevali vpliv ekotipov in ferotipov na sobivanje sevov B. subtilis. Seve smo
gojili v kokulturi v teko¢em gojiscu LB ter na poltrdnem sinteticnem gojiscu B.
Rezultati gojenja sevov v kokulturi nakazujejo, da sevi enakega ekotipa
tekmujejo med seboj, saj en sev s¢asoma preraste drugega, medtem ko seva
razli¢nih ekotipov lahko sobivata. Na poltrdem gojiscu sta dve koloniji (roja)
istega seva po stiku tvorili konfluentno kolonijo, medtem ko je bila pri dveh
kolonijah razli¢nih sevov ob stiku opazna meja, kar nakazuje spremembo nacina
rasti ali obnaSanja roja. Vsi testirani sevi ekotipa PE 32 so ob stiku z drugimi
sevi enakega ali razli¢nega ekotipa tvorili ob stiku kolonij cono lize, medtem ko
so bili sevi iz ekotipa PE 10 manj »agresivni« in do lize ni prislo. Intenzivnost
lize je bila odvisna od seva. Rezultati nakazujejo, da je sobivanje sevov B.
subtilis na poltrdnem gojiscu B odvisno predvsem od ekotipa, ferotip pa ne igra
posebne vloge.
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Bacillus subtilis, a soil bacterium, is exposed to significant fluctuations in
temperature, moisture content and nutrient availability. Strains of B. subtilis
show high genetic variability and cluster into different ecotypes. These are
defined as strains that inhabit the same or very similar ecological niche. It was
hypothesized that an adaptive mutant from one ecotype can outcompete all the
strains in the same ecotype but very rarely affects the strains from other
ecotypes. In B. subtilis, the ComQXPA quorum sensing (QS) system regulates,
through secretion and recognition of pheromones, many adaptive processes, such
as sporulation, competence, swarming, production of antimicrobial peptides,
bacteriocins, antibiotics and degradative enzymes. High diversity of this QS
system results in different communication groups (pherotypes) within species.
Members of the same pherotype can exchange signals and induce each other into
various adaptive responses, whereas members of different pherotypes cannot
communicate. We were investigating the influence of ecotypes and pherotypes
on coexistence of B. subtilis isolates in cocultures grown in liquid LB medium
and on synthetic semi-solid B medium. The results showed for the first time, that
strains of the same ecotype outcompeted each other in the liquid coculture, while
strains, belonging to two different ecotypes were able to coexist. On semisolid
medium two genetically identical swarms formed a confluent colony, while two
swarms of highly related but different strains formed a visible marking line at the
point of contact, suggesting a strain specific discrimination mechanism.
Furthermore, if a strain of the putative ecotype PE 32 was included in the
coculture, the lysis zone was induced at the point of swarms contact. The lysis
zone was not present if only strains of PE 10 were cocultured on the semisolid
medium. Finally, no influence of pherotypes on coexistence on semisolid
medium was detected.
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1 UvOD

Bacillus subtilis je eden izmed najbolje raziskanih organizmov in pogosto sluzi kot
modelni organizem za preuCevanje mehanizmov genske regulacije, metabolizma in
diferenciacije po Gramu pozitivnih bakterij (Sonenshein in sod., 2002).

Populacija je sestavljena iz organizmov iste vrste, ki zivijo v bolj ali manj omejenih
geografskih obmogjih (Sikorski, 2008; Begon in sod., 1990). Genetske analize so pokazale
veliko raznolikost med sevi vrste B. subtilis in prav zaradi tako velike raznolikosti so
Studije interakcij in dinamike sevov znotraj vrste zanimive (Nakamura in sod., 1999).
Ekolosko podobne seve znotraj vrste B. subtilis lahko uvr§¢amo v »ekotipe«, ki pripadajo
genetsko kohezivnim ter ireverzibilno lo¢enim evolucijskim linijjam (Cohan, 2001).
Adaptivna mutanta izpodrine vse seve v njej lastnem ekotipu, kar imenujemo periodi¢na
selekcija, ne izpodrine pa sevov drugih ekotipov, ker ekoloSke razlike med ekotipi
prepreéijo direktno tekmovanje. Raznolikost znotraj ekotipa naras¢a s kopi¢enjem mutacij
in s sprejemanjem genov drugih ekotipov (Cohan, 2001). Bakterijski ekotipi torej nosijo
vse dinamiéne lastnosti vrste in so ekolosko razli¢ni, kar jim omogoc¢a sobivanje (de
Queiroz, 2005; Cohan in Perry, 2007).

Drugi mehanizem, ki omogoc¢a bakterijam B. subtilis prezivetje v spreminjajotem se
okolju, je zaznavanje celi¢ne gostote (quorum sensing), Ki uravnava procese, kot so
sporulacija, kompetenca, rojenje, produkcija protimikrobnih peptidov, bakteriocinov in
antibiotikov ter liticnih encimov, ki omogocajo bakterijam boljSe prezivetje (Msadek,
1999). Signalna molekula, peptid ComX, se akumulira zunaj celice med eksponentno fazo
rasti in po vezavi na receptor ComP sprozi fosforilacijo ComA in s tem aktivacijo §tevilnih
genov zgoraj navedenih adaptivnih procesov. Bakterija sintetizira ComX kot 55
aminokislin dolg propeptid, ki ga membransko vezan ComQ razreze 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 specifi¢nost pri B. subtilis dolo¢ajo 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 celicne gostote
pri ozkosorodnih vrstah Bacillus, lo¢uje seve v 4 ferotipske skupine (Ansaldi in sod., 2002;
Stefani¢ in Mandié¢-Mulec, 2009). Peptidni feromoni teh stirih ferotipskih skupin se
razlikujejo med seboj v velikosti in v sekvenci (Ansaldi in sod., 2002). Bakterije so
zmozne uéinkovitega komuniciranja znotraj skupine, ne pa tudi med skupinami (Ansaldi in
sod., 2002; Stefani¢ in Mandié-Mulec, 2009). Genetske in fenotipske analize sevov B.
subtilis, izoliranih iz talnega mikrookolja, so pokazale, da so predstavniki dveh ferotipov
lahko ekolosko razli¢ni in pripadajo razlicnim ekotipom, vendar pa znotraj enega ekotipa
najdemo ve¢ razli¢nih ferotipov, pri ¢emer je en ferotip dominanten (Stefani¢ in sod.,
Environ. Micro., v recenziji).
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Sistem za zaznavanje celi¢ne gostote COmMQXPA nadzoruje tudi izrazanje gena SrfA,
katerega produkt (surfaktin) zmanjsa povrSinsko napetost pri rojenju (Peypoux in sod.,
1999). Rojenje je hitro, koordinirano premikanje bakterijske populacije po povrsini
poltrdnega agarskega gojis¢a, znacilno za naravne izolate B. subtilis (Harshey, 2003). Za
vklop rojenja je pomembnih veliko dejavnikov, kot so celicna gostota, vsebnost hranil in
viskoznost gojisca (Fraser in Hughes, 1999). V odgovor na te dejavnike celice postanejo
gibljive in podaljSane ter tvorijo skupine ali »splave« in se na koncu gibljejo kot
mikrokolonije (Henrichsen, 1992). Rojenje bakterije B. subtilis nam je sluzilo za
proucevanje sobivanja razli¢nih sevov na sinteticnem poltrdnem gojiscu B.

1.1 NAMEN IN NACRT DELA

Namen tega diplomskega dela je ovrednotiti morfologijo sevov B. subtilis na trdnem
gojis¢u LB glede na pripadnost ekotipom in ferotipom, ovrednotiti sobivanje teh sevov v
kokulturah v teko¢em gojis¢u LB v odvisnosti od ekotipa in ferotipa ter ovrednotiti viogo
ekotipov in ferotipov pri »prepoznavanju« oziroma sobivanju sevov B. subtilis na
poltrdnem agarskem gojisS¢u. Vloga ferotipov Se ni pojasnjena in to vprasanje bomo
proucevali v okviru te diplomske naloge. Predvidevamo, da bo diplomsko delo prineslo
pomembne rezultate, ki bodo povecali razumevanje komunikacije med razli¢nimi sevi te
bakterijske vrste.

Hipoteze:

1. V kokulturi dveh sevov enakega ekotipa bo prislo do tekmovanja med sevoma in bo en
sev prevladal oziroma prerasel drugega.

2. V kokulturi dveh sevov razli¢nih ekotipov ne bo prislo do tekmovanja, temve¢ bosta
seva sobivala.

3. Pric¢akujemo, da se bosta seva z enakim ferotipom na poltrdnem gojis¢u prepoznala
(staknila oziroma sobivala), seva z razliénima ferotipoma pa se bosta prepoznala kot
nesorodna in bo prislo do lize.

Nacrt dela:

- ugotavljanje razli¢nih morfologij na LB,

- ugotavljanje kompeticije sevov v kokulturi,

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

2.1 EKOLOGUWA B. subtilis

Bacillus subtilis so acrobne paliCaste bakterije (Harwood, 1989). Najdemo jih v tleh,
morskih in sladkovodnih sedimentih, hrani (za¢imbah, kakavu, semenih in kruhu),
gastrointestinalnem traktu zivali in povrSini rastlinskih korenin (Harwood, 1989; Barbosa
in sod., 2005).

Celice, ki so v eksponentni fazi rasti, obicajno rastejo v verizicah in so negibljive. Da bi
prezivele ali se prilagodile neugodnim pogojem, vstopijo v stacionarno fazo rasti, v kateri
nastanejo samostojne gibljive celice (Graumann, 2007). Pride tudi do indukcije kemotakse,
Ki omogoca 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 mocni inhibitorji
gliv in bakterij ter omogocajo populacijam B. subtilis tekmovanje v naravnem okolju,
spodbujajo rast rastlin in sluzijo kot probiotiki (Nagorska in sod., 2007; Barbosa in sod.,
2005; Stein, 2005).

Ker te bakterije zivijo predvsem v tleh, so izpostavljene velikim nihanjem v temperaturi,
vlagi in dostopnosti hranil, zato kazejo vecjo genetsko raznolikost kot bakterije, ki Zivijo v
podobnih, vendar konstantnih okoljih (McArthur in sod., 1988). To je tudi razlog, da je
njihov generacijski ¢as v tleh 50 do 100 ur, medtem ko je generacijski ¢as v laboratoriju le
20 do 30 minut (Hecker in Volker, 1990).

Osnovna strukturna enota talnih ekosistemov je talni agregat, v katerem potekajo
biogeokemicni procesi. Priblizno 50 % talnega agregata predstavljajo odprte talne pore,
preostanek pa je sestavljen iz mineralnih delcev (pesek, mulj, glina), ki jih drzi 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.
Veéje poznavanje prostorske organizacije na mikroskali talnega agregata je bistveno za
boljse razumevanje delovanja talnega ekosistema in mehanizmov, ki ustvarjajo in
ohranjajo raznolikost (nastanek novih vrst, izumrtje, razprSenost ter interakcije znotraj vrst
in med vrstami) (Crawford in sod., 2005; Martiny in sod., 2006; Grundmann, 2004,
Mandic¢ in Prosser, 2011).

Ko govorimo o geografskih povezavah, obstaja vec izrazov za razmejitev vrst: simpatri¢ne
vrste imajo enake geografske porazdelitve, ne glede na to, ali zasedajo isti makrohabitat ali
ne. Alopatricne vrste imajo locene geografske porazdelitve. Sintopicne vrste zasedajo isti
makrohabitat, kar pomeni, da zivijo na istem obmocju v neposredni blizini. Alotopi¢ne
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vrste pa ne zasedajo istega makrohabitata, kar pomeni, da ne zivijo v neposredni blizini
(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 zivijo
na bolj ali manj omejenih geografskih obmocjih (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
zivljenjske 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 sprozijo mutacije v genomu. Ce
je mutacija nevtralna ali predstavlja prednost za zivljenje 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. Najpomembnejso vliogo v
evoluciji igrajo horizontalni genski prenosi: transdukcija, konjugacija in transformacija
(Earl in sod., 2008).

Horizontalno preneseni geni fagov se lahko vklju¢ijo v genom s transdukcijo (Dufraigne in
sod., 2005). Genom bakterije B. subtilis vsebuje vsaj 10 profagov ali ostankov profagov,
kar kaze, da je okuzba 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
vkljucitvijo novih lokusov, ki jih bakterija lahko uporabi za raziskovanje ali bivanje v
razli¢nih 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 kazejo veéje 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 vkljucijo sorodno DNK iz okolice. To se lahko
zgodi tudi med podvrstami, Ceprav se Stevilo rekombinant zmanjSuje z zmanjSevanjem
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 zivali, ko pa jih, niso niti priblizno tako izbir¢ne glede partnerja.
Zivalske skupine Vv celoti izgubijo zmoZnost izmenjave genov, ko se njihove
mitohondrijske DNK sekvence razlikujejo v 3 % (Avise, 2000). Nasprotno pa lahko med
bakterijami pride do homologne rekombinacije tudi, ¢e se njihove DNK sekvence
razlikujejo v ve¢ 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 zmanjsa stopnjo rekombinacije, ceprav ne v primeru rekombinacije s transformacijo
(Edwards in sod., 1999; Cohan in sod., 1991). Stopnja rekombinacije se eksponentno
zmanjSuje 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, véasih tudi iz organizmov, ki so
daljno sorodni. To se lahko zgodi kot stranski u¢inek homologne rekombinacije, pri cemer
je heterologni gen donorja vklju¢en skupaj s homologno DNK (heterologna
rekombinacija). Heterologni gen je lahko vkljuen 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
nain SO se v njihov genom vkljucili novi lokusi ali operoni iz druge vrste. Tipi¢ni
bakterijski genom ima 5 do 10 % genov, ki izvirajo iz zelo razli¢nih vrst (Ochman in sod.,
2000). Pri prokariontih lahko horizontalni genetski prenos prenese celotno biokemic¢no pot
iz donorskega genoma v recipienta in s tem spremeni metabolizem recipientskega seva
(Lawrence, 1997).

2.3 EKOTIPI

Kjerkoli je zivljenje, tam so bakterije (Margulis in Schwartz, 1998). Prosto zivece bakterije
najdemo prakti¢éno v vsakem okolju (Madigan in sod., 1999). Znotraj prokariontskega
sveta torej obstaja zelo velika ekoloska raznolikost, ki jo ugotavljamo na osnovi
fenotipskih, ekoloskih karakteristik in DNK zaporedij (Cohan, 2001).

Bakterijski ekotipi nosijo vse dinamiéne lastnosti vrste (de Queiroz, 2005; Cohan in Perry,
2007). Vsak ekotip je kohezivna skupina, katerega raznolikost je omejena s periodicno
selekcijo in/ali driftom. Ker so ekotipi zunaj dosega genetskega zdrsa in periodi¢ne
selekcije drug drugega, so ireverzibilno loc¢ene evolucijske linije. Ker bi naj bila
rekombinacija prevec redka, da bi preprecila njihovo adaptivno divergenco, imajo razli¢no
evolucijo (Cohan, 2001). Ekotipi so ekolosko razli¢ni, kar jim omogoca sobivanje (de
Queiroz, 2005; Cohan in Perry, 2007).
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Ekotip je torej niz sevov, ki naseljujejo enako ali zelo podobno ekolosko niso. Adaptivna
mutanta iz ekotipa izpodrine vse druge seve v istem ekotipu, ne izpodrine pa sevov drugih
ekotipov. Ekotip lahko razsiri svojo ekoloSko raznolikost s kopi¢enjem mutacij in s
sprejemanjem novih genov iz drugih ekotipov. Dokler so ekoloSke razlike med genotipi
znotraj ekotipa majhne, lahko dogodek periodi¢ne selekcije pocisti ekoloSko in genetsko
raznolikost znotraj ekotipa (Slika 1A). Divergenca bo trajna samo, ¢e nova mutanta (ali
rekombinanta) uide periodi¢ni selekciji starSevskega ekotipa in ustanovi nov ekotip (Slika
1B). V tem primeru bo nov genotip s potomci tvoril lo¢en ekotip, ki ne bo ve¢ dovzeten za
dogodke periodi¢ne selekcije, ki se dogajajo v starSevskem ekotipu. Vsak od teh dveh
ekotipov bo lahko sedaj imel svoje dogodke periodi¢ne selekcije. Periodi¢na selekcija bo
tako obdrzala ekotipa razli¢na v vseh njunih lastnostih in genih (Cohan, 2001).

Zoologi in botaniki so ze davno ugotovili, da je genetska izmenjava mocna 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”. V populaciji B. subtilis, ki je prilagojena na slana tla, lahko ena celica
pridobi mutacijo, ki ji omogoca Se vecjo toleranco na sol. V odsotnosti rekombinacije bo
izvorna adaptivna mutanta s svojimi klonskimi potomci s¢asoma nadomestila druge celice
populacije (Slika 1A) (Cohan, 1996).

Mutacija Posledice
.‘\ |
(CNG) ®
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00
Ekotip 1 Ekotip 2 Ekotip 1 Ekotip 2
B
ON0) (ON0)
@@ ™ o %
00 @00 |
Ekotip 1 Ekotip 2 Ekotip 1 Ekotip 2
C
(ONG) A
O O 1zumrtje
@0 (A ® | |
Ekotip 1 Ekotip2 Ekotip 1 Ekotip2

Slika 1: Trije razredi mutacij in rekombinacijskih dogodkov, ki dolo¢ajo ekotipsko raznolikost pri
bakterijah. Krogci predstavljajo razli¢ne genotipe, zvezdice pa predstavljajo adaptivne mutacije. (A)
Mutacije periodi¢ne selekcije. Te izboljsajo fitnes posameznika, tako da mutanta in njeni potomci izpodrinejo
vse druge celice znotraj ekoloSke niSe (ekotipa); te mutacije pa ne vplivajo na raznolikost znotraj drugih
ekotipov, ker ekoloske razlike preprecijo direktno tekmovanje. Periodi¢na selekcija torej vodi v loCevanje
ekotipov s ¢iS¢enjem raznolikosti znotraj, ne pa med ekotipi. (B) Mutacije, ki omogocijo nastanek novega
ekotipa. Mutacija ali rekombinacijski dogodek omogo¢i celici, da zasede novo ekolosko niSo in tako ustvari
nov ekotip. Taka mutanta, kot tudi njeni potomci, lahko sedaj uidejo periodi¢ni selekciji ekotipa, iz katerega
izhajajo. (C) Mutacija, ki prepre¢i speciacijo. Tudi ¢e sta dva ekotipa utrpela preteklost loc¢enih dogodkov
periodi¢ne selekcije, lahko izjemno adaptivni genotip mutante izpodrine drug ekotip. Izumrtje drugega
ekotipa (Ekotip 2) je mozno le, ¢e vse vire, ki jih uporablja Ekotip 2, izkori$¢a 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 drzi ekotipsko
specifi¢na periodi¢na selekcija (Cohan, 2001). Za speciacijo pri bakterijah je potrebna
ekoloska raznolikost (Cohan, 1994b). Zaradi zelo velikih populacij bakterij so mutacije in
rekombinacijski dogodki bakterijam veliko bolj dostopni. Redka rekombinacija med
nedavno loCenima ekotipoma pa lahko zmanjSa njuno stopnjo izumrtja (Slika 2). Na
zgodnji stopnji speciacije sta se lahko novonastali in starSevski ekotip razlikovala le po
razmerjih virov, ki jih izkorisCata. V tem primeru je novonastali ekotip obcutljiv na
periodicno selekcijo, ki jo povzro¢i adaptivna mutacija znotraj starSevskega ekotipa.
Vendar pa se lahko s horizontalnim genetskim prenosom prenese adaptivna mutacija iz
starSevskega v novonastali ekotip in tako preprec¢i izumrtje novonastalega ekotipa. Ironi¢no
je, da rekombinacija med nastajajo¢imi vrstami, ki ovira speciacijo pri zivalih in rastlinah,
lahko olajsa sobivanje mladih prokarjontskih vrst (Cohan, 2001).

A Brez rekombinacije B Z rekombinacijo
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Slika 2: Rekombinacija med nastajajofimi vrstami lahko spodbuja njihovo sobivanje. Ekotip 1 in 2
predstavljata nedavno locena ekotipa, ki se razlikujeta le v razmerjih virov, ki jih izkori§cata. Ker ne
izkori$¢ata nobenih posebnih virov, je lahko vsak ekotip obcutljiv na tekmovalne mutante v drugem ekotipu.
Krogci predstavljajo razlicne 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
povzroc¢i izumrtje Ekotipa 2 skupaj z vsemi ostalimi genotipi v Ekotipu 1. (B) Z rekombinacijo pa se lahko
adaptivni alel prenese v Ekotip 2, kar povzroé¢i periodi¢no 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 obstojece adaptacije iz drugih bakterijskih
vrst. V nekaterih primerih lahko homologna rekombinacija zamenja adaptivni alel iz druge
vrste v Ze obstoje€ 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
Cisto nove metabolne funkcije pa lahko novonastali ekotip izkoris¢a vire, ki niso dostopni
starSevskemu ekotipu. To takoj postavi novonastali ekotip izven obmoc¢ja periodicne
selekcije starSevskega ekotipa. Ta promiskuiteta bakterijske genetske izmenjave lahko
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pomaga nastajajoCemu ekotipu, da ga ne izpodrine adaptivna mutanta iz starSevskega
ekotipa (Cohan, 2001). Tudi ¢e bi dogodek hotizontalnega genetskega prenosa (ali
mutacije) zmanjsal fitnes recipientskega prokarionta, bi lahko bila rekombinanta $e vedno
uspesna. Razlog za to je, da nova mutacija ali rekombinacija lahko vodi celico (in njene
klonske potomce) v novo ekolosko niSo, kjer lahko izkoris¢ajo vire, ki jih starSevski ekotip
ne more (Cohan in Koeppel, 2008).

Ekotipe dolo¢amo z dvema racunalniskima algoritmoma, ki simulirata evolucijsko
dinamiko ekotipov za locevanje ekotipov iz sekvencnih podatkov: Ecotype Simulation in
AdaptML. Vsak analizira evolucijsko preteklost dolo¢ene veje in poda primerne kriterije
za razmejitev ekotipov (Koeppel in sod., 2008; Hunt in sod., 2008).

Ekotipe ugotavljamo na osnhovi gospodinjskih genov, npr. gena gyrA (Cohan in Perry,
2007). Sekvence gyrA zelo sorodnih sevov Bacillus subtilis tvorijo 2 skupini. Ena skupina
vsebuje sekvence puscavskih izolatov B. subtilis subsp. spizizenii, druga pa vsebuje
laboratorijski sev B. subtilis 168, gene gyrA vseh nabreznih sevov in nekaj genov gyrA
puséavskih sevov, ki so filogenetsko umesceni v B. subtilis subsp. subtilis (Stefani¢ in
Mandi¢-Mulec, 2009). Studije mikrobne porazdeljenosti talnih bakterij so razkrile, da sta
genetska raznolikost in medsebojna oddaljenost v okolju povezani. Izolati, ki so kilometre
narazen, imajo manjsi delez nukleotidne podobnosti v lokusih gyrA kot nabrezni izolati.
Podoben trend so opazili tudi v hitreje razvijajo¢ih se lokusih comQ (Stefani¢ in Mandié-
Mulec, 2009). ComQ kodira encim, ki procesira in modificira prekurzorsko signalno
molekulo ComX (Ansaldi in sod., 2002). Velik del kromosoma je zelo variabilen pri
razli¢nih sevih B. subtilis, kar kaze 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 Cetrtina genoma pripada ve¢ genskim druzinam, Ki So
razSirjene z gensko duplikacijo. Najvecja druzina vsebuje 77 ATP-vezavnih transportnih
proteinov. Povpreéna vsebnost GC bp je 43,5 %. Velik deleZ genoma je namenjen
izkori$¢anju ogljikovih virov, vkljuéno z molekulami rastlinskega izvora (Kunst in sod.,
1997). Nekateri od sekundarnih metabolitov so inhibitorji gliv in bakterij ter omogocajo
bakteriji tekmovanje v naravnem okolju (Nagorska 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)

Medceli¢na komunikacija igra osrednjo vlogo Vv fiziologiji in razvoju organizmov. Mnogo
bakterijskih vrst, za katere smo dolgo domnevali, da zivijo kot samostojne celice,
usklajujejo svoje fizioloske odzive na nivoju populacije. Bakterije sintetizirajo
zunajceliéne signalne molekule (feromone), ki se kopi¢ijo v okolju in oznacujejo in
obves¢ajo o gostoti populacije celic ter s tem sprozijo koordinirano skupinsko vedenje.
Vezava signalne molekule na receptor (membranski ali citoplazemski) sprozi spremembo v
transkripciji tar¢nih genov, kar vodi v spremembe v fiziologiji ali obnasanju 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 celi¢ne gostote (quorum sensing)
za izmenjavo med dvema celicnima tipoma: kompetentne celice, ki so zmozne prevzeti
DNK iz okolja, in dormantne spore, ki so zmozne preziveti neugodne okoljske pogoje, pa
tudi za nadziranje gibljivosti, produkcije protimikrobnih peptidov (bakteriocinov in
antibiotikov) in liti¢nih 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 zdruzuje senzori¢ne, prenasalne in transkripcijsko-aktivacijske
module (Msadek, 1999). Pri B. subtilis so dvokomponentni sistemi posveeni enemu
odzivu, vendar imajo prekrivajoce vloge (Msadek in sod., 1995). Znotraj tega omrezja
obstajajo vsaj 3 nivoji regulacije: interakcija protein-okolje, kar omogo¢a 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 izrazanje genov (Msadek,
1999).

2.5.1 Operon comQXPA

Sistem zaznavanja celi¢ne 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 kaze njihovo
koevolucijo. Ti geni dolocajo specifiénost QS odziva (Tortosa in sod., 2001). Poleg tega,
da sistem ComQXPA nadzoruje genetsko kompetenco, sodeluje tudi pri uravnavanju
transkripcije drugih lastnosti, vkljuéno z rojenjem, produkcijo zunajceli¢nih liti¢nih
encimov ter stevilnih zunajceli¢nih polimernih substanc, kot je EPS in kapsularni poli-y-
glutamat (Lazazzera in sod., 1999; Nakano in sod., 1991; Nagai in sod., 2000; Lopez in
sod., 2009).
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Operon comQXPA vkljucuje feromon ComX, ki se akumulira med eksponentno fazo rasti
in s katerim bakterija odgovarja na povecano celi¢no gostoto. Sintetiziran je kot protein iz
55 aminokislin, ki je nato razrezan in postranslacijsko modificiran ter spro$¢en V
zunajceli¢ni 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). l1zoprenske
modifikacije na triptofanskem ostanku prepeptida ComX katalizira encim ComQ.
Komunikacijski sistem, ki sodeluje pri zaznavanju celicne gostote pri vrstah Bacillus,
lo¢uje seve v 4 ferotipske skupine (Ansaldi in sod., 2002; Stefani¢ in Mandi¢-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 zmozne u¢inkovitega komuniciranja znotraj skupine, ne pa med
skupinami (Ansaldi in sod., 2002; Stefani¢ in Mandié-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 (ve¢ kot 90 % nukleotidna podobnost). Vsak senzor ComP je specifi¢no
aktiviran s svojim feromonom in v nekaterih primerih z omejenim nizom feromonov
drugih sevov. Pari ComX-ComP enakega ferotipa kazejo navzkrizno aktivacijo in so bolj
sorodni na sekvencnem nivoju. Naravni izolati, ki pripadajo isti vrsti ali izvirajo iz istega
ekosistema, tvorijo razliéne aktivacijske skupine oziroma ferotipe, ki niso zmozni
inducirati drug drugega v kompetenco (Ansaldi in sod., 2002). Pomanjkanje navzkrizne
aktivacije med sevi iste vrste lahko zniza verjetnost za genetsko izmenjavo (Tortosa in
Dubnau, 1999).

Pri B. subtilis sta ComQ in ComX edina proteina, potrebna za produkcijo kompeten¢nega
feromona, geni comQ, comX in comP pa dolocajo ferotipsko specificnost. ComA in C-
terminalna domena ComP, s katero se poveze, sta zelo ohranjena, zato se ComA lahko
dobro poveze s katerokoli molekulo ComP. Feromonsko specifi¢nost dolocajo razlike v C-
terminalnih koncih ComX (izoprenske modifikacije). Pri sevih B. subtilis obstajajo vsaj 4
ferotipske specificnosti. 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, ¢etrta skupina pa je sestavljena iz B. natto NAF4 in
RS-D-2 (Tortosa in sod., 2001). Navzkrizna komunikacija med ferotipi ni nikoli tako
mocna kot znotraj ferotipa. Navzkrizna komunikacija je lahko tudi rezultat produkcije
faktorja CSF, ki inducira operon srfA v odsotnosti specifi¢nega 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 razlicnim vrstam glede na razlike v restrikcijskih
mestih treh gospodinjskih lokusov, sestavi mas¢obnih 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 veéini drugih genov. Zakaj bi
se geni QS Sirili tako pogosto, je neznano. Mogoce menjava ferotipa prehodno poveca
fitnes. Druga moznost pa je, da se lokus QS obnasa kot sebi¢na DNK in da obstaja poseben
mehanizem, ki se aktivira s feromonom in prenese ta lokus (Tortosa in sod., 2001).

2.6 BIOFILMI

Ze dolgo je znano, da si lahko bakterije olaj$ajo rast s tvorbo veéceli¢nih skupnosti, ki so
najpogosteje pritrjene na podlago. Najbolj znacilni tip rasti na povrsini imenujemo biofilm
(Shapiro, 1998). Bakterija B. subtilis je zmozZna tvorbe vecceli¢nih skupnosti (biofilmov),
ki kaZejo visoko stopnjo prostorske in Casovne organizacije. Tvorba biofilmov je
pomembna strategija prezivetja (Davey in O'Toole, 2000). Glede na hitre, stalne in
ekstremne spremembe okoljskih pogojev, biofilmi ponujajo celicam zavetje ter omogocajo
vzpostavitev dolgoro¢nih 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 veccelicne skupnosti z vidnimi
arhitekturnimi znacilnostmi, kot so strukture, podobne plodilnim telescem, ki izras¢ajo iz

povrsine biofilma. Konice teh plodilnih telesc sluzijo kot preferen¢na mesta za tvorbo spor
(Branda in sod., 2001; Lopez in sod., 2009).

V minimalnem gojis¢u celice sprva rastejo planktoni¢no (gibljive, posamezne celice).
Celice nato migrirajo do interfaze zrak — teko€ina, kjer se razmnozujejo kot dolge verige
negibljivih celic. Te verige so urejene v vzporednih vzorcih in so tesno povezane z
zunajceliénim matriksom, kar vse skupaj tvori plavajoc¢i biofilm (pelikel). Rast verig se
nadaljuje, nastanejo vecje strukture, vklju¢no s plodilnimi telesci. Plodilna telesca se
tvorijo tudi na trdnem gojis¢u (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 zunajceli¢ni
polisaharidni matriks, nahajajo na odsekih po celotnem biofilmu. Zunajceli¢ni matriks
mora drzati skupaj vse celice v biofilmu, ne glede na to, ali ga proizvajajo ali ne. Za
nastanek biofilma so torej potrebne celice, ki proizvajajo zunajceli¢ni matriks, vendar tudi
v zrelem biofilmu obstaja populacija gibljivih celic (Vlamakis in sod., 2008).

Za zaCetne stopnje razvoja biofilma so potrebni geni, ki uravnavajo vstop v sporulacijsko
pot (spoO0A in spoOH). Geni yveQ in yveR so udelezeni v tvorbo polisaharidne komponente
zunajceli€nega matriksa. Ta matriks sluzi 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 ciklicni lipopeptid, ki se S$iri pred rojeCimi
bakterijami (Peypoux in sod., 1999; Julkowska in sod., 2004, 2005). Sestavljen je iz
sedmih aminokislin in B-hidroksi mascobne kisline (Arima in sod., 1968). Za tvorbo
peptidne molekule so potrebne tri podenote surfaktin sintetaze. Razdeljene so na 7
aminokislinskih aktivacijskih domen. Te domene vkljucujejo aminokisline, ki sestavljajo
surfaktin (Cosmina in sod., 1993). Surfaktin zmanjSa povrSinsko napetost, trenje ali
viskoznost povrsine agarskega gojis¢éa (Peypoux in sod., 1999). Je tudi bioaktivna snov in
lahko unicuje druge bakterije in glive (Nakano, 1991).

Operon srfA kodira encime, ki katalizirajo sintezo surfaktina. Velik je ve¢ 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 delujocega gena sfp. V odsotnosti delujocega
gena sfp produkti operona srfA sodelujejo v drugih biokemi¢nih procesih. Potreben je za
vkljucitev kompetence in je pogojno potreben tudi za sporulacijo (Nakano, 1991). Mutacije
V genu comA preprecijo 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).

Izrazanje operona SrfA nadzoruje sistem za zaznavanje quoruma preko dvokomponentnega
sistema ComP/ComA, ki se odziva na izlocen feromon ComX, v manjSem obsegu pa tudi
na drugi pentapeptidni feromon CSF (Hahn in Dubnau, 1991).

2.8 ROJENJE

Drugi primer tvorbe veccelicnih skupnosti je rojenje, ki bakterijam omogoca hitro
kolonizacijo podlage. Povezano je s tvorbo biofilma, odpornostjo proti antibiotikom in
proizvodnjo virulen¢nih faktorjev (zunajceli¢ne proteaze) (Allison in sod., 1992).
Laboratorijski sevi B. subtilis kazejo manj robustno tvorbo biofilma in rojenje kot divji
sevi (Branda in sod., 2001).

Rojenje je hitro, koordinirano gibanje bakterijske populacije po povrsini agarskega gojisca
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
zmanjSa povrsinsko napetost (Ohgiwari in sod., 1992; Peypoux in sod., 1999).
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Za vklop rojenja je pomembnih veliko dejavnikov. Med najbolje definiranimi so celi¢na
gostota, vsebnost hranil in viskoznost gojis¢a (Fraser in Hughes, 1999). V odgovor na te
dejavnike celice postanejo gibljive in podaljSane ter tvorijo skupine ali »splave« in se na
koncu gibljejo kot mikrokolonije (Henrichsen, 1972). Pri B. subtilis je rojeca diferencirana
celica prilagojena na kolonizacijo povrsSine. Ima povecano biosintezo flagel in sluzi, kar ji
pomaga pri translokaciji (Connely in sod., 2004).

Vzorci rojenja so razli¢ni — 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 povrsini
sinteti¢nega B-gojis¢a tvori dendriticno razvejan vzorec. Nasprotno pa je na gojis¢u LB
rojenje preprostejSe in vzorec ni dendritiCen (Julkowska in sod., 2005). Medtem ko
koncentracija hranil vpliva na vzorec, pa je koncentracija agarja najpomembnejSa pri
doloc¢anju bakterijskega rojenja (Mendelson in Salhi, 1996). Rojenje torej potrebuje
ekstrakcijo vode iz agarja ali zmanjSanje povrSinskega trenja (Matsuyama in sod., 1989;
Matsuyama in Matsushita, 2001). U¢inkovito rojenje na sinteticnem B-gojis¢u se kaze pri
agarskih koncentracijah od 0.7 do 1 % in se ne razvije pri 1.5 % agarju, kjer je povrsinski
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
peséenih tal z nabreZja Save (Tacen, Slovenija) izolirali Stefani¢ in Mandié¢-Mulec (2009)

(Preglednica 1).

Preglednica 1: NabreZni sevi B. subtilis, ki pripadajo razli¢énim ferotipom (168, RS-D-2/NAF4, RO-B-

2/IRO-H-1).
Sev Genotip Ferotip Ekotip Vir
PS-11 | wtB. subtilis 1((2? PE10 (Stefanié in Mandié-Mulec, 2009)
PS-31 wt B. subtilis RO'B'%F;O'H'l PE10 (Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009)
PS53 | wtB. subtilis RO'B'%?O'H'l PE32 (Stefanié in Mandié-Mulec, 2009)
PS-131 | wtB. subtilis RO'B'%?O'H'l PE32 (Stefanic in Mandi¢-Mulec, 2009)
PS-168 | wtB. subtilis 1(%’ PE10 (Stefanic in Mandié-Mulec, 2009)
Ps-218 | wtB. subtilis RS'D'(ZS/)NAF“ PE32 (Stefanic in Mandi¢-Mulec, 2009)
PS-261 | wtB. subtilis RO'B'%?O'H'l PE10 (Stefanic in Mandi¢-Mulec, 2009)

3.1.2 Kemikalije
Biolife (Milano, ltalija):
Kemika (Zagreb, Hrvaska):

Riedel-de Haén (Seelze-Hannover) (Danska):

Fluka (Spanija):
Merck (Darmstadt. Nemdija):

Sigma-Aldrich (Nemdija):

3.1.3 Gojisca
Gojisce LB
tripton

NaCl

kvasni ekstrakt
H,O

agar

tripton, kvasni ekstrakt

glukoza

NaCl

agar, glutaminska kislina, lizin
(NH4)2S04, MgSO4 x 7 H,0, Na-citrat,
Tris-HCI, KH,PO,, FeSO, x 7 H,0,
MnSO, x H,O

KCI, CaCl; x 2 H,0, triptofan

109

109

5¢

do 1000 ml
159
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Gojis¢e B

l. (NH4)2SO04 1,982 ¢
MgSO4 x 7 H,0O 1,972 ¢
KCI 2,013 ¢
Na-citrat x 2 H,O 2,058 ¢
H,O do 900 ml

. Tris-HCI (pH 7,5) 7,889
KH,PO4 0,082 g
CaC|2 x 2 H,O 0,294 g
raztopina FeSO4 x 7 H,0 (10 mM) 0,1 mi
raztopina MnSO4 x H,0 (100 mM) 0,1 mi
glutaminska kislina 0,842 g
triptofan 0,159 ¢
lizin 0,126 g
glukoza 20
H,O do 100 ml

zmeSamo I in II, dodamo Se:
agar 79

Raztopino | In Il pripravimo posebej. V litrsko erlenmajerico z 900 ml destilirane vode
zameSamo sestavine, navedene pod to¢ko I, v 250 mililitrsko erlenmajerico s 100 ml
destilirane vode pa zameSamo sestavine, navedene pod tocko II. Sestavine dodajamo po
prikazanem vrstnem redu od zgoraj navzdol. Na koncu zlijemo 100 ml meSanice II v 900
ml meSanice 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 Kambi¢ A-21

Magnetno mesalo Rotamix 550 MMH, Tehtnica
Laboratorijska tehtnica Mettler PM4600 DeltaRange®

Vortex IKA® MS3 digital
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3.2 METODE

3.2.1 Morfoloska raznolikost in lo¢evanje sevov B. subtilis na trdnem gojis¢u LB

Na agarskem gojis¢u LB smo inkubirali seve B. subtilis z nabrezja 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 cas
inkubacije za ¢im boljSe prepoznavanje razlicnih morfologij na agarskem gojis¢u 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 teko¢em gojiscu
LB — smo izbrali tiste seve, ki spadajo v razli¢ne ekotipe in ferotipe in se jih ob soc¢asni
inkubaciji na trdnem gojis¢u LB zaradi morfoloskih znacilnosti enostavno lo¢i.

3.2.2 Ugotavljanje hitrosti rasti sevov z rastno krivuljo

Po 100 ul prekono¢nih kultur sevov PS-53, PS-218, PS-261, PS-131 in PS-11,
pripravljenih v tekoCem gojis¢u LB, smo nacepili v 5 erlenmajeric z 10 ml tekocega
gojis¢a LB (vsak sev v svojo erlenmajerico). Poskus smo izvedli v treh ponovitvah (15
erlenmajeric). V 30-minutnih ¢asovnih intervalih smo 8 ur spremljali rast kultur s pomog¢jo
merjenja absorbance v spektrofotometru pri 650 nm, dokler kulture niso dosegle
stacionarne faze.

3.2.3 Ugotavljanje sobivanja sevov v kokulturah v teko¢em gojis¢u LB

V tekoce gojisée LB smo nacepili kombinacije dveh razli¢nih sevov B. subtilis glede na
pripadnost ekotipu in ferotipu. Znotraj ekotipa smo prouc¢evali sobivanje sevov, ki spadata
v enak ferotip in v razli¢na ferotipa, zanimalo pa nas je tudi sobivanje sevov, ki spadata v
razli¢na ekotipa, a pripadata istemu oziroma razli¢nima ferotipoma.

V 5 sirokih epruvet s teko¢im gojis¢em LB smo nacepili 5 razli¢nih sevov (vsak sev v
svVojo epruveto) in jih stresali preko no¢i. Naslednji dan smo v 5 erlenmajeric z 10 ml
tekoCega gojis¢a LB nacepili po 100 pl prekonoénih kultur (vsak sev v svojo
erlenmajerico). Gojisca s sevi smo stresali priblizno 2 uri pri 37 °C, dokler OD ni dosegla
priblizno 0,4. Po potrebi smo eksponentne kulture red¢ili do OD natanko 0,4. Nato smo v
mikrocentrifugirki zmesali 500 pl enega in 500 ul drugega seva. Iz mikrocentrifugirke smo
prenesli po 200 pl tako pripravljenega inokuluma v 3 Siroke epruvete s 5 ml tekocega
gojis¢a 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

.....
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Kokulture smo prvi¢ precepili v sveze gojis¢e LB po 144 urah (Sestih dneh) tako, da smo v
5 ml gojis¢a LB nacepili 50 pl posamezne kokulture. Nadaljnje sobivanje smo spremljali
168 ur (7 dni) po prvem precepljanju, nakar smo kulturo drugi¢ 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 bioloskih ponovitvah.

3.2.4 Sobivanje sevov B. subtilis na poltrdnem agarskem gojisc¢u

Prekonocne kulture sevov, pripravljene v tekoGem gojis¢u LB, smo red¢ili do redgitve 10™.
Na poltrdno agarsko gojisc¢e B (0,7 % agarja) sSmo nacepili 2 seva v medsebojni razdalji
priblizno 4 cm tako, da smo z avtomatsko pipeto nanesli po 2 pl redgitve 10 vsakega
seva. Kot pozitivno kontrolo smo nacepili 2 ista seva po zgoraj opisanem postopku.
Rezultate smo odcitali po 48-urni inkubaciji pri 37 °C. Poskus smo izvedli v treh
ponovitvah.
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4 REZULTATI

4.1 MORFOLOSKA RAZNOLIKOST IN LOCEVANIJE SEVOV B. subtilis NA
TRDNEM GOIJISCU LB

4.1.1 Ugotavljanje morfologije sevov na trdnem gojis¢u LB

Ceprav so sevi, ki smo jih uporabili v tej diplomski nalogi, filogenetsko visoko sorodni, so
morfolosko zelo raznoliki (Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009). Na agarskem gojis¢u LB smo
inkubirali razli¢ne seve B. subtilis z nabrezja 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 morfolosko ne razlikujeta, ¢e ju gojimo pri 37 °C, ¢e pa smo jih
gojili na sobni temperaturi, so bile po stirih dneh vidne razli¢ne morfologije zraslih kolonij
vsakega seva (Slika 3).

Kolonije seva PS-53 so bele barve, nepravilnih oblik, velike od 6 do 8 mm, svetleCe,
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, nesvetlece in imajo ploscat profil. Kolonije seva PS-
218 so zelo podobne kolonijam seva PS-131, le da imajo nazobc¢an rob in malo drugacen
relief. Kolonije seva PS-261 so bele barve, okrogle, velike od 4 do 6 mm, nesvetlece, imajo
valovit rob in dvignjen profil, na sredini pa so konkavne. Kolonije seva PS-11 so podobne
kolonijam PS-261, le da imajo malo drugacen relief (Slika 3).

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

Slika 3: Morfologija nabreZnih sevov B. subtilis na trdnem gojis¢u LB

4.1.2 Locevanje dveh razli¢nih sevov na trdnem gojis¢u LB

Z ugotavljanjem morfologije sevov na trdnem gojis¢u LB smo ugotovili, da se sev PS-53
najbolje lo¢i od ostalih sevov, saj so kolonije svetlece, sluzaste, nepravilnih oblik in na
sredini izbo¢ene, medtem ko so si ostali sevi po morfologiji bolj podobni. Glede na sev PS-
53 smo torej izbrali ostale seve znotraj ekotipa (enak in razli¢en ferotip) in med ekotipi
(enak in razlicen ferotip). Po dva razli¢na seva smo nacepili v teko¢e gojis¢e LB, naredili
redc¢itveno vrsto in red¢itve nacepili na agarske plosce. Po stirih 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 gojis¢u LB
med seboj dobro locijo.
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4.1.2.1 Morfolosko razlikovanje dveh sevov, Ki ju uvrs¢amo v enak ekotip

Znotraj ekotipa PE 32 smo proucevali morfologijo sevov, Ki ju uvr§¢amo v enak ferotip
(RO-H-1): PS-53 in PS-131 (Slika 4A) in sevov, ki ju uvr§¢amo v razli¢na ferotipa (RO-H-
1in RS-D-2): PS-53 in PS-218 (Slika 4B).

Kolonije seva PS-131 se od kolonij seva PS-53 lo¢ijo po tem, da so niZje, okrogle,
nesvetlece in imajo ploscat profil. (Slika 4A). Kolonije seva PS-218 se od kolonij seva PS-
53 loc¢ijo po tem, da so nizje, okrogle, nesvetleCe, imajo nazobcan rob in ploscat profil
(Slika 4B). Pokazali smo, da se pri so¢asnem gojenju dveh sevov B. subtilis, ki spadata v
isti ekotip, na podlagi morfoloskih razlik na trdnem gojis¢u oba seva dobro lo¢i.

Slika 4: Morfolosko razlikovanje dveh sevov, ki ju uvr§¢amo v enak ekotip (PE 32), na gojis¢u LB. (A)
Morfologija sevov PS-53 in PS-131, ki ju uvr§¢amo Vv enak ferotip (RO-H-1). (B) Morfologija sevov PS-53
in PS-218, ki ju uvr§¢amo v razli¢na ferotipa (RO-H-1 in RS-D-2).

4.1.2.2 Morfolosko razlikovanje dveh sevov, ki ju uvr§¢amo v razli¢na ekotipa

Med ekotipoma PE 32 in PE 10 smo proucevali morfologijo sevov, ki ju uvrs¢amo v enak
ferotip (RO-H-1): PS-53 in PS-261 (Slika 5A) in morfologijo sevov, ki ju uvr§¢amo Vv
razli¢na ferotipa (RO-H-1 in 168): PS-53 in PS-11 (Slika 5B).

Kolonije seva PS-261 se od kolonij seva PS-53 lo¢ijo po tem, da so nekoliko manjse,
okrogle, nesvetlece, imajo nizji profil in so na sredini konkavne (Slika 5A). Kolonije seva
PS-11 se od kolonij seva PS-53 lo¢ijo po tem, da so nekoliko manjse, okrogle, nesvetlece
imajo nizji profil in so na sredini konkavne (Slika 5B). Pokazali smo, da se pri so¢asnem
gojenju dveh sevov B. subtilis, ki spadata v razlicna ekotipa, na podlagi morfoloskih razlik
na trdnem gojis¢u oba seva dobro loci.
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Slika 5: Morfolosko razlikovanje dveh sevov, ki ju uvr§éamo v razli¢na ekotipa (PE 32 in PE 10), na
gojis¢u LB. (A) Morfologija sevov PS-53 in PS-261, ki ju uvrséamo v enak ferotip (RO-H-1). (B)
Morfologija sevov PS-53 in PS-11, ki ju uvr§¢amo v razli¢na 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
nabrezja Save se v gojis¢u LB med seboj razlikujejo (Slika 6). Ugotovili smo, da najhitreje
raste sev PS-131, ki ima najkrajSo fazo prilagajanja in tudi najhitreje doseZe stacionarno
fazo. Naslednji sev je PS-53, ki ima prav tako kratko fazo prilagajanja, raste pa nekoliko
pocasneje kot sev PS-131. Seva PS-11 in PS-261 rasteta najpocasneje in imata najdaljsi
fazi prilagajanja (Slika 6).
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Slika 6: Rastne krivulje dveh posameznih sevov. (A) Rastni krivulji sevov PS-53 in PS-131, ki ju
uvr§¢amo V enak ekotip (PE 32) in enak ferotip (RO-H-1). (B) Rastni krivulji sevov PS-53 in PS-218, ki ju
uvrs¢amo Vv enak ekotip (PE 32) in razli¢na ferotipa (RO-H-1 in RS-D-2). (C) Rastni krivulji sevov PS-53 in
PS-261, ki ju uvrséamo v razli¢na ekotipa (PE 32 in PE 10) in enak ferotip (RO-H-1). (D) Rastni krivulji
sevov PS-53 in PS-11, ki ju uvrs¢amo v razli¢na ekotipa (PE 32 in PE 10) in razli¢na ferotipa (RO-H-1 in
168). Diamant (=#=) predstavlja sev PS-53, krogec (=#) sev PS-131, vegji kvadrat (=) sev PS-218,
trikotnik (=) sev PS-261, manjsi kvadrat (—®=) pa sev PS-11. Prikazani so tudi standardni odkloni. Seve
smo gojili v teko¢em gojisc¢u LB.
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4.3 UGOTAVLIJANJE SOBIVANJA SEVOV V KOKULTURAH V TEKOCEM
GOJISCU

V poskusu smo uporabili nabrezne seve, Ki jih uvr§¢amo v dva ekotipa in tri razli¢ne
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 sveze gojisce ob ¢asu 0 je bil delez obeh sevov v kokulturi priblizno enak (Slika 7,
8, 9, 10). Vsakih 6 do 7 dni smo kulturi precepili v sveze gojis¢e. Seve Smo na agarskem
gojiscu LB lo¢ili po morfoloskih 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 priblizno enem tednu, v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa in razli¢nih
ferotipov pa en sev preraste drugega Ze takoj naslednji dan. VV kokulturi dveh sevov
razli¢nih ekotipov in enakega ferotipa zacneta seva sobivati po enem tednu, v kokulturi
dveh sevov iz razli¢nih ekotipov in razli¢nih ferotipov pa zac¢neta seva sobivati po dveh
tednih. Podrobnejsi opis dinamike sobivanja za proucevane kokulture je podan sodaj.

4.3.1 Sobivanje sevov, ki ju uvr§¢amo v enak ekotip

Znotraj ekotipa PE 32 smo opazovali sobivanje sevov, ki ju uvrs¢amo v enak ferotip (RO-
H-1): PS-53 in PS-131 (Slika 7), in sevov, ki ju uvrs¢amo v razli¢na ferotipa (RO-H-1 in
RS-D-2): PS-53 in PS-218 (Slika 8).

4.3.1.1 Sobivanje sevov, ki ju uvrs¢amo v enak ferotip

ur po zacetni inokulaciji in 24 ur po prvi reinokulaciji v sveze gojisc¢e LB, 72 ur po prvi
reinokulaciji v sveze gojis¢e LB pa ga je sev PS-131 prerasel in na plos¢ah nismo ve¢
opazili kolonij PS-53 (Slika 7).
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Slika 7: Sobivanje sevov PS-53 in PS-131, ki ju uvr$¢amo v enak ekotip in enak ferotip, v teko¢em
gojis¢u LB. Temno modra barva (m) predstavlja delez seva PS-53, svetlo rde¢a barva (m) pa predstavlja delez
seva PS-131 v kokulturi. Na abscisni osi je ¢as po reinokulaciji v urah, na ordinatni osi pa delez sevov v
odstotkih. Zeleni pus¢ici prikazujeta tocko reinokulacije v sveze gojis¢e LB. Prikazana sta tudi standardna
odklona delezev obeh sevov.

4.3.1.2 Sobivanje sevov, ki ju uvrs¢amo v razli¢na ferotipa

Sev PS-53 je ze 24 ur po zacetni inokulaciji prerasel sev PS-218. V sredini drugega tedna
(48 in 72 ur po prvi reinokulaciji v sveze gojisce LB) se je sev PS-218 sicer pojavil v
majhnem delezu, vendar ga je 96 ur po prvi reinokulaciji v sveze gojis¢e LB sev PS-53
zopet prerasel (Slika 8).
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Slika 8: Sobivanje sevov PS-53 in PS-218, ki ju uvr§¢amo v enak ekotip in razli¢na ferotipa, v teko¢em
gojis¢u LB. Temno modra barva (m) predstavlja delez seva PS-53, svetlo rdeca barva (m) pa predstavlja
delez seva PS-218 v kokulturi. Na abscisni osi je ¢as po reinokulaciji v urah, na ordinatni osi pa delez sevov

v odstotkih. Zeleni puséici prikazujeta tocko reinokulacije v sveze gojisée LB. Prikazana sta tudi standardna
odklona delezev obeh sevov.

4.3.2 Sobivanje sevov, ki ju uvr§¢amo v razli¢na ekotipa

Med ekotipoma PE 32 in PE 10 smo opazovali sobivanje sevov, ki ju uvrs¢amo v enak
ferotip (RO-H-1): PS-53 in PS-261 (Slika 9), in sevov, ki ju uvrs¢éamo v razli¢na ferotipa
(RO-H-1 in 168): PS-53 in PS-11 (Slika 10).

4.3.2.1 Sobivanje sevov, ki ju uvrs¢amo v enak ferotip

Prvi teden gojenja v kokulturi je sev PS-261 prerasel sev PS-53. Po enem tednu sta zacela
seva sobivati. Prvi najvisji delez seva PS-53 smo opazili 48 ur po prvi reinokulaciji v sveze
gojis¢e LB, vendar je bil delez seva PS-53 Se vedno zelo nizek. Narascati je zacel 168 ur

po prvi reinokulaciji v sveze gojis¢e LB in dosegel najvi§ji delez 72 ur po drugi
reinokulaciji v sveze gojis¢e LB (Slika 9).
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Slika 9: Sobivanje sevov PS-53 in PS-261, ki ju uvr§¢amo v razli¢na ekotipa in enak ferotip, v teko¢em
gojis¢u LB. Temno modra barva (m) predstavlja delez seva PS-53, svetlo rde¢a barva (m) pa predstavlja
delez seva PS-261 v kokulturi. Na abscisni osi je ¢as po reinokulaciji v urah, na ordinatni osi pa delez sevov

v odstotkih. Zeleni puséici prikazujeta tocko reinokulacije v sveZe gojisée LB. Prikazana sta tudi standardna
odklona deleZev obeh sevov.

4.3.2.2 Sobivanje sevov, ki ju uvr§¢amo Vv razli¢na ferotipa

Prvi teden gojenja v kokulturi je sev PS-11 prerasel sev PS-53, saj ze po 24 urah nismo na
agarskih ploscah opazili niti ene kolonije seva PS-53. Po prvi reinokulaciji v sveze gojisce
LB (v drugem tednu gojenja) pa se je sev PS-53 pojavil v zelo nizkih delezih, 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 sveze gojis¢e LB (v tretjem tednu) pa sta seva zacela sobivati. Sev
PS-53 je dosegel najvisji delez po 96 urah (Slika 10).
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Slika 10: Sobivanje sevov PS-53 in PS-11, ki ju uvr$¢ameo v razli¢na ekotipa in razli¢na ferotipa, v
tekofem gojis¢u LB. Temno modra barva (m) predstavlja delez seva PS-53, svetlo rdeca barva (m) pa
predstavlja delez seva PS-11 v kokulturi. Na abscisni osi je ¢as po reinokulaciji v urah, na ordinatni osi pa

delez sevov v odstotkih. Zeleni puséici prikazujeta tocko reinokulacije v sveze gojis¢e LB. Prikazana sta tudi
standardna odklona delezev obeh sevov.
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4.4 SOBIVANJE SEVOV B. subtilis NA POLTRDNEM AGARSKEM GOJISCU
Prekonocne kulture sevov, pripravljene v tekodem gojiséu LB, smo red¢ili do redgitve 10™
in na sinteti¢no gojis¢e B v treh do devetih ponovitvah (Priloga A do S) nacepili 2 seva v
medsebojni razdalji priblizno 4 cm in opazovali rojenje obeh sevov. Po 24-urni inkubaciji
pri 37 °C rast Se ni bila vidna. Po 48-urni inkubaciji, ko sta se roja zdruzila, smo odcitali
rezultate.

4.4.1 Sobivanje istih sevov

Gojenje dveh enakih sevov nam je sluzilo kot pozitivna kontrola, kjer smo predpostavili,
da se bosta seva »prepoznala« kot enaka in bosta sobivala, kar bo vidno kot zdruzena
kolonija (stik). Pri sobivanju vseh sedmih istih sevov je prislo 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 gojis¢u 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 prislo 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 uvrséamo v enak ekotip

4.4.2.1 Sobivanje sevov, ki ju uvrs¢amo v enak ferotip

Pri opazovanju sobivanja sevov, ki ju uvrs¢éamo 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 prislo 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 zaCasno sobivajo,
vendar to ni absolutno pravilo (Slika 12).

Slika 12: Sobivanje sevov, ki ju uvr§¢amo v enak ekotip in enak ferotip, na poltrdnem gojis¢u 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 uvr§¢amo v razli¢na ferotipa

Za preverjanje sobivanja sevov iz razlicnih ferotipov smo zopet izbrali razli¢ne
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. Se 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 prislo do stika rojev (Slika 13).



29
Benigar E. Vpliv ekotipov in ferotipov na sobivanje izolatov Bacillus subtilis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2011

Slika 13: Sobivanje sevov, ki ju uvr§¢amo v enak ekotip in razliéna ferotipa, na poltrdnem gojis¢u 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 uvr§¢amo v razli¢na ekotipa

4.4.3.1 Sobivanje sevov, ki ju uvrs¢amo v enak ferotip

Pri opazovanju sobivanja sevov, ki ju uvr§¢amo v dva razli¢na 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 prislo do lize med rojema, Se posebe;j izrazito
lizo smo opazili med sevoma PS-53 in PS-261 (Slika 14).

Slika 14: Sobivanje sevov, Ki ju uvr$¢amo v razli¢na ekotipa in enak ferotip, na poltrdnem gojis¢u 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 uvrs¢amo V razli¢na ferotipa

Pri opazovanju sobivanja sevov, ki ju uvr§¢amo v dva razli¢na ekotipa ( PE 32 in PE 10),
smo izbrali seve iz razli¢nih 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 stirih
kombinacijah je priSlo do lize med rojema, Se posebej izrazito lizo pa smo opazili med
sevoma PS-53 in PS-11 (Slika 15).

Slika 15: Sobivanje sevov, ki ju uvr§¢amo Vv razli¢na ekotipa in razli¢na ferotipa, na poltrdnem gojis¢u
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 S).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
V diplomski nalogi smo zeleli pokazati,

e da pride v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa do tekmovanja med sevoma in da
en sev prevlada oziroma preraste drugega,

e da v kokulturi dveh sevov razli¢nih ekotipov ne pride do tekmovanja, temve¢ seva
sobivata in

e da se seva z enakim ferotipom na poltrdnem gojis¢u prepoznata (se stakneta), pri
sevih z razli¢nima ferotipoma pa pride do lize.

5.1 MORFOLOSKA RAZNOLIKOST IN LOCEVANIE SEVOV B. subtilis NA
TRDNEM GOJISCU LB

Kot sta Ze ugotovili Stefani¢ (2009) in Lukezi¢ (2009), smo opazili, da kljub filogenetski
sorodnosti obstaja med sevi B. subtilis velika morfoloSka raznolikost. Morfologija kolonij
je bila odvisna od seva in od okoljskih pogojev (npr. temperature), in sicer so bile kolonije
morfolosko razli¢ne le pri sobni temperaturi, ne pa pri 37 °C. Morda je vzrok v razli¢nosti
proizvodnje zunajceli¢nega polisaharidnega matriksa (EPS), katerega produkcijo uravnava
QS sistem (Lopez in sod., 2009). Temperatura bi lahko vplivala tudi na celi¢no delitev. V
nasem poskusu smo ugotovili, da so se pri 37°C bakterije delile hitreje, saj so bile kolonije
vidne Ze po 24 urah, pri sobni temperaturi pa je bila delitev celic poCasnejsa, saj se je
morfologija razvila Sele po 4 dneh. Pri razli¢nih temperaturah verjetno pride do razli¢ne
razporeditve celic, ki tvorijo kolonijo.

5.2 SORODSTVENA DISKRIMINACIJA

Pretekle raziskave so pokazale, da med mikrobi obstaja veliko socialnih vedenj, ki
vkljucujejo zapletene sisteme sodelovanja, komunikacije in sinhronizacije (West in sod,
2007). Teorija sorodstvene selekcije razlozi altruisticno sodelovanje med sorodniki.
Posamezen sev »pomaga« bliznjemu sorodniku pri njegovem razmnozevanju, Se vedno pa
yprenaSa« svoje gene na naslednjo generacijo, Ceprav 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 razprsenost (populacijska viskoznost), ki ohranja sorodnike v prostorski blizini in
omogoca, da je sodelovanje usmerjeno nediskriminatorno proti vsem sosedom (ki so
ponavadi sorodniki).

Med rojenjem v tleh se razli¢ni genotipi B. subtilis srecajo. Da bi ugotovili, ali se roji
razlicnih sevov ob stiku zlijejo ali ostanejo loceni skozi nek mehanizem sorodstvene
diskriminacije, smo belezili prisotnost in odsotnost mej med rojema dveh istih sevov
(pozitivne kontrole) in dveh razli¢nih sevov. Ugotovili smo, da je isti sev ob stiku rojev
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tvoril konfluentno kolonijo, medtem ko sta razli¢na seva ob stiku tvorila mejno Crto, kar
kaze, da verjetno obstaja nek mehanizem prepoznavanja. Sevi prepoznajo lastne in/ali
druge osebke iste vrste in pri tem pride do spremembe nacina rasti ali obnaSanja kolonije.
Tudi Vos in Velicer (2009) sta pokazala, da genetsko visoko podobni talni izolati bakterije
Myxococcus xanthus kazejo moc¢ne 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 zmozne uc¢inkovitega 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 razli¢nih ferotipov opazili antagonizem. Ugotovili
smo, da razli¢ni 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 razli¢nega ekotipa tvorili ob stiku kolonij cono lize. Verjetno
imajo sevi ekotipa PE 32 boljse mehanizme prepoznavanja kot sevi ekotipa PE 10 oziroma
so morda sevi ekotipa PE 32 bolj »agresivni«. Se posebej izrazito lizo smo opazili, ko smo
gojili sev PS-53 s katerim koli drugim sevom. To nakazuje, da sev PS-53 izlo¢a neznano
protimikrobno snov, ki inhibira Sirjenje kolonije ostalih sevov. Intenzivnost lize je torej
odvisna od posameznega seva. lzgleda torej, da je pri sobivanju sevov B. subtilis na
poltrdnem gojis¢u B pomemben predvsem ekotip, ferotip pa ne igra posebne vioge.

Sorodstveno diskriminacijo so Gibbs in sodelavci (2008) opazili tudi med genetsko
razli¢nimi roji y-proteobakterije Proteus mirabilis, Munson in sodelavci (2002) pa med
genetsko razliénimi roji Pseudomonas aeruginosa. Ostrowski in sodelavci (2008) so
odkrili sorodstveno diskriminacijo tudi pri predatorski amebi Dictyostelium discoideum,
katerega celice se zdruzujejo in tvorijo veccelicna plodilna telesca. Ta plodilna telesca
lahko vsebujejo amebe z razlicnimi genotipi. Sevi iz razli¢nih genotipov pa se lahko locijo
med seboj med veccelicnem razvojem. Ugotovili so, da stopnja loCevanja narasca z
genetsko razdaljo med sevi. To pa je v nasprotju z nasimi odKkritji pri B. subtilis in z
odkritji Vos-a in Velicer-ja (2009) pri M. xanthus, kjer tudi zelo sorodni sevi lahko
diskriminirajo in izkljucujejo drug drugega.

5.3 SOBIVANJE SEVOV B. subtilis V KOKULTURAH V TEKOCEM GOJISCU

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 obmocje, kazejo visoke nivoje socialnega konflikta, ko jih gojimo skupaj. To
smo ugotovili tudi v nasem poskusu, saj je v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa in
enakega ferotipa ter v kokulturi dveh sevov enakega ekotipa in razli¢nih ferotipov prislo 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 razli¢nih ekotipov in enakega ferotipa ter v
kokulturi dveh sevov razli¢nih ekotipov in razli¢nih ferotipov seva sobivata. Nasi rezultati
se ujemajo z ugotovitvami Cohan-a (2001), ki je postavil hipotezo, da sevi iz razli¢nih
ekotipov sobivajo, saj izkori$¢ajo razlicne vire hranil. Seva B. subtilis razli¢nih ekotipov
lahko sobivata neodvisno od ferotipa.

Rastne krivulje vseh petih testiranih sevov so bile podobne, kar kaze na to, da rezultati niso
posledica hitrejse rasti enega izmed sevov.

Zanimivo je, da je bilo v tekocem gojis¢u LB in na poltrdnem gojis¢u B sobivanje in
kompetitivna prednost sevov B. subtilis drugac¢na. Sev PS-53 je na poltrdnem gojis¢u B s
katerim koli drugim sevom sprozil izrazito lizo in zaobjel drugi sev. V kokulturi v teko¢em
gojis¢u LB pa ga je v treh od Stirih primerov prerasel drugi sev. Seva PS-53 in PS-131
pripadata enakemu ekotipu (PE 32) in enakemu ferotipu (RO-H-1). V tekofem gojis¢u LB
je sev PS-131 prerasel sev PS-53 (Slika 6), obratno pa opazimo na poltrdnem gojis¢u 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 razli¢nima 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
razli¢nima ekotipoma (PE 32 in PE 10) in razli¢nima 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 razli¢nima ferotipoma (RO-H-1 in RS-D-2) smo opazili v teko¢em gojis¢u LB in na
poltrdnem gojisc¢u B prevlado seva PS-53 (Slika 7 in 13A). Na poltrdnem gojisc¢u B je torej
vedno prevladal sev PS-53. Do teh razlik bi lahko prislo zato, ker sta bila tekoce in
poltrdno gojisce po sestavi razli¢na. lzgleda, da je sev PS-53 imel na poltrdnem gojis¢u B
kompetitivne prednosti pred ostalimi sevi, tekoCe gojis¢e LB pa je v kokulturi bolj
poltrdnem gojis¢u B sta seva zasedla svoj delez gojis¢a in do meSanja sevov ni prislo,
medtem ko sta bila v teko¢em gojis¢u LB seva razporejena po celotnem gojiséu. Sev PS-53
verjetno izlo¢a neznano protimikrobno snov, ki pa je lahko v teko¢em gojiscu razredcena,
zato ne kaze tako agresivne narave kot na poltrdnem gojis€u. Za drugaéne rezultate
sobivanja na poltrdnem in v tekocem gojis¢u bi bil lahko odgovoren tudi drugacen nacin
rasti: na poltrdnem gojis¢u B pride do rojenja, pri ¢emer sevi v okolje izlo¢ajo surfaktin, v
tekocem gojiscu pa celice rastejo planktoni¢no.
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5.4 SKLEPI

e Rezultati nakazujejo, da v LB gojiscu seva B. subtilis enakega ekotipa tekmujeta,
pri ¢emer en sev preraste drugega v 9 do 10 dneh. Vpliva ferotipa nismo zaznali. S
tem smo potrdili hipotezo 1.

e Rezultati nakazujejo, da v LB gojiscu seva B. subtilis razli¢nih ekotipov lahko
sobivata neodvisno od ferotipa. S tem smo potrdili hipotezo 2.

e Na poltrdnem gojis¢u B dve koloniji istega seva B. subtilis po stiku tvorita
konfluentno kolonijo, medtem ko je pri dveh kolonijah razli¢nih sevov ob stiku
opazna meja in vcasih tudi liza, kar nakazuje na obstoj mehanizma/mehanizmov
sorodstvene diskriminacije.

e Vsi testirani sevi ekotipa PE 32 ob stiku z drugimi sevi enakega ali razli¢nega
ekotipa tvorijo ob stiku kolonij cono lize, medtem ko so sevi ekotipa PE 10 man;j
»agresivni«. Intenzivnost lize je odvisna od seva. Izgleda torej, da je pri sobivanju
sevov B. subtilis na poltrdnem gojis¢u 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 ekoloSka raznolikost. Sevi ene vrste
lahko naseljujejo razliéne ekoloSke niSe in tako spadajo v razli¢ne ekotipe. Adaptivnha
mutanta enega ekotipa preraste vse seve v istem ekotipu, ne preraste pa sevov iz drugih
ekotipov (Cohan, 2001). Ekotipi so ekolosko razli¢ni in izkori$¢ajo razli¢ne vire, kar jim
omogoca sobivanje (de Queiroz, 2005; Cohan in Perry, 2007). Osrednjo vlogo v fiziologiji
in razvoju B. subtilis igra medceli¢na komunikacija (England in sod., 1999). Bakterije
sintetizirajo zunajceli¢ne signalne molekule (feromone), ki se kopicijo v okolju ter s tem
sprozijo koordinirano skupinsko vedenje (Magnuson in sod., 1994). Sevi B. subtilis
spadajo v razli¢éne komunikacijske skupine oziroma ferotipe. Komunikacijski sistem, ki
sodeluje pri zaznavanju celicne gostote pri vrstah Bacillus, lo¢uje seve v 4 ferotipske
skupine. Bakterije se lahko sporazumevajo znotraj skupine, ne pa med skupinami (Ansaldi
in sod., 2002; Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009). Genetske in fenotipske analize sevov B.
subtilis, izoliranih iz talnega mikrookolja, so pokazale, da so predstavniki dveh ferotipov
lahko ekolosko razli¢ni in pripadajo razli¢nim ekotipom, vendar pa znotraj enega ekotipa
najdemo ve¢ razli¢nih ferotipov, pri ¢emer je en ferotip dominanten (Stefani¢ in sod.,
Environ. Micro., v recenziji).

Dva seva smo gojili v kokulturi pri 37 °C tri tedne in na podlagi morfoloskih znacilnosti
njihovih kolonij ugotovili delez posameznega seva v kokulturi. Rezultati nakazujejo, da
seva iz istega ekotipa tekmujeta med seboj in na koncu en sev prevlada, seva iz razli¢nih
ekotipov pa sobivata. Vpliva ferotipa nismo zaznali.

Dva seva smo nacepili tudi na poltrdno gojis¢e 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 razli¢nih sevov ob stiku opazna meja in v€asih tudi
liza, kar nakazuje na obstoj mehanizma/mehanizmov sorodstvene diskriminacije.

Vsi testirani sevi ekotipa PE 32 so ob stiku z drugimi sevi enakega ali razlicnega ekotipa
tvorili ob stiku kolonij cono lize, medtem ko so sevi ekotipa PE 10 manj »agresivni«.
Intenzivnost lize je bila odvisha od ekotipa in ne od ferotipa.

Opazili smo tudi, da se sevi obnaSajo drugace v tekoci kulturi in na poltrdnem gojiscu, saj
na poltrdnem gojis¢u prevlada sev PS-53, v tekoCem LB gojis¢u pa ve€inoma prevlada
drugi sev v kokulturi.
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PRILOGE

Priloga A: Tri ponovitve sobivanja seva PS-218 na poltrdnem gojisc¢u B.

Priloga C: Tri ponovitve sobivanja seva PS-53 na poltrdnem gojis¢u B.
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Priloga E: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-31 na poltrdnem goji§¢u B.
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Priloga G: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-11 in PS-168, ki ju uvr§¢amo v enak
ekotip (PE 10) in enak ferotip (168), na poltrdnem gojis¢u B.

Priloga H: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-31 in PS-261, ki ju uvr$¢amo v enak
ekotip (PE 10) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojis¢u B.
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Priloga I: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-53 in PS-131, ki ju uvrS§¢amo v enak
ekotip (PE 32) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojisc¢u B.

Priloga J: Devet ponovitev sobivanja sevov PS-11 in PS-261, ki ju uvrséamo v enak
ekotip (PE 10) in razli¢na ferotipa (168 in RO-H-1), na poltrdnem gojis¢u B.
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Priloga K: Devet ponovitev sobivanja sevov PS-53 in PS-218, ki ju uvr§¢amo v enak
ekotip (PE 32) in razli¢na ferotipa (RO-H-1 in RS-D-2), na poltrdnem gojis¢u B.

Priloga L: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-218 in PS-131, ki ju uvrséamo v enak
ekotip (PE 32) in razli¢na ferotipa (RS-D-2 in RO-H-1), na poltrdnem gojis¢u B.
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Priloga M: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-31 in PS-131, ki ju uvr§¢amo v razli¢na
ekotipa (PE 10 in PE 32) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojis¢u B.

Priloga N: Devet ponovitev sobivanja sevov PS-53 in PS-261, ki ju uvrséamo Vv
razli¢na ekotipa (PE 32 in PE 10) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojis¢u B.
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Priloga O: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-131 in PS-261, ki ju uvr§¢amo v razli¢na
ekotipa (PE 32 in PE 10) in enak ferotip (RO-H-1), na poltrdnem gojis¢u B.

Priloga P: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-53 in PS-11, ki ju uvr§¢amo v razli¢na
ekotipa (PE 32 in PE 10) in razli¢na ferotipa (RO-H-1 in 168), na poltrdnem gojiSc¢u
B.

Priloga R: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-131 in PS-11, ki ju uvr§¢amo v razli¢na
ekotipa (PE 32 in PE 10) in razli¢na ferotipa (RO-H-1 in 168), na poltrdnem gojis¢u
B.
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Priloga S: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-218 in PS-11, ki ju uvrs¢amo v razli¢na
ekotipa (PE 32 in PE 10) in razli¢na ferotipa (RS-D-2 in 168), na poltrdnem gojis¢u B.

Priloga S: Tri ponovitve sobivanja sevov PS-261 in PS-218, Ki ju uvri¢amo v razli¢na
ekotipa (PE 10 in PE 32) in razli¢na ferotipa (RO-H-1 in RS-D-2), na poltrdnem
gojiscu B.
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Priloga T1: Stevilo Kolonij in deleZ sevov v prvem tednu gojenja v kokulturi.

CFU DELEZI
O ur A B C A B C povprecje A, B, C STDEV
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 | 507E+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
24 ur A B C A B C povprecje A, B, C STDEV
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 | 548E+01 | 557E+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
48 ur A B C A B C povprecje A, B, C STDEV
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 | 856E+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
72 ur A B C A B C povprecje A, B, C STDEV
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
144 ur A B C A B C povprecje A, B, C STDEV
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 | O,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
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Priloga T2: Stevilo kolonij in deleZ sevov po prvi reinokulaciji v sveZe gojis¢e LB.

CFU DELEZI
24 ur A B C A B C povpreéje A,B,C | STDEV
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 | O0,00E+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 | 543E+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
48 ur A B C A B C povpreéje A,B,C | STDEV
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 | 553E+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
72 ur A B C A B C powprecje A,B,C | STDEV
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 | O,00E+00 | O,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 | O,00E+00 | 8,77E-01 | 0,00E+00 | 0,00E+00 2,92E-01 0,5064476
11 1,136+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 | O,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
96 ur A B C A B C powpreéje A,B,C | STDEV
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 | O0,00E+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 | O,00E+00 | 2,98E-01 9,92E-02 0,1718304
11 6,21E+07 | 598E+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 | O0,00E+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
168 ur A B C A B C povpreéje A,B,C | STDEV
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 | O0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00 0
53 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | O,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
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Priloga T3: Stevilo kolonij in deleZ sevov po drugi reinokulaciji v sveZe gojis¢e LB.

CFU DELEZI
24 ur A B C A B C povprecje A, B, C STDEV
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 | O,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00 0
53 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | O,00E+00 | O,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 | O,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
48 ur A B C A B C povprecje A,B,C | STDEV
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 | O,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00 0
53 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | O,00E+00 | O,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 | O,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
72 ur A B C A B C povprecje A, B, C STDEV
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 | O,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00 0
53 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | O,00E+00 | O,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 | 500E+07 | 591E+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
96 ur A B C A B C povprecje A,B,C | STDEV
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 | O,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00 0
53 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | O,00E+00 | O,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
168 ur A B C A B C povprecje A,B,C | STDEV
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 | O,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00 0
53 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | O,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
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