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Za bakterije vrste Bacillus subtilis je znacilna velika raznolikost tako na nivoju
filogenije kot tudi v fenotipskih lastnostih. Predhodni preizkusi so pokazali, da
nabrezni sevi B. subtilis, izolirani iz talnega mikrookolja, pripadajo razli¢nim
ekotipom, komunikacijskim skupinam oziroma ferotipom ter na poltrdnem gojisc¢u
med sabo tvorijo razlicne vzorce prepoznavanja: zlitje, stik in prosojno mejno
linjjo. Namen pri¢ujocega dela je bil bolj podrobno raziskati ali obstajajo povezave
med vzorci medsebojnega prepoznavanja rojecih bakterij in ostalimi lastnostmi
sevov (ekotipi, ferotipi, profili BOX-PCR, relativno koli¢ino hemoliti¢nih
biosurfaktantov). Ugotovili smo, da nabrezni izolati vkljuceni v to raziskavo, na
poltrdnem gojiscu tvorijo 4 vzorce medsebojnega prepoznavanja: zlitje, stik, SirSo
neprosojno mejno cono in prosojno cono, ki spominja na lizo. Ugotovili smo, da
vecina sevov ob stiku tvori prosojno mejno cono (v 73 od 105 kombinacij),
nekateri tudi Siroko morfolosko opazno mejno linijo in stik, medtem ko do zlitja
pride predvsem med roji istega seva. Med razli¢nimi sevi se je zlitje pojavilo le v 4
od 105 kombinacij. Vzorec medsebojnega prepoznavanja in ostale spremenljivke
(ekotip/ferotip) niso korelirali. Vsi nabrezni izolati so v tekocem gojisc¢u B imeli
hemoliti¢no aktivnost, v gojis¢u LB pa nobeden izmed testiranih sevov ni kazal te
aktivnosti. Stopnja hemolize je bila torej odvisna od sestave gojis¢a. Pokazali smo
tudi, da je metoda BOX-PCR primerna za lo¢evanje ozko sorodnih sevov B.
subtilis, vendar skupine, ki smo jih dobili na podlagi te metode, ne korelirajo z
ekotipi in z vzorci medsebojnega prepoznavanja. Tudi hemoliti¢na aktivnost (oz.
tvorba biosurfaktantov) ni bila direktno povezana z vrsto mejne linije saj sta RO-
FF-1 (ni hemolize) in PS-108 (maksimalna hemoliza) tvorila z ostalimi sevi
prosojno in izrazito mejno linijo.
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Isolates of Bacillus subtilis are known for their high phylogenetic and phenetic
diversity and even microscale B. subtilis strains isolated from the same soil
aggregate belong to three different ecotypes and three communication groups
(pherotypes). Previous experiments indicated that microscale isolates also form
specific recognition patterns between two swarming colonies on semi-solid medium
which were defined as a fusion (merging of the swarms), a recognisable contact line
and a transparent boarder line. The aim of this work was to further investigate the
recognition patterns of B. subtilis swarms and correlate them with other
characteristics of the strains such as ecotypes, pherotypes, BOX-PCR genotypes
and production of hemolytic biosurfactants, known to be important for swarming.
In this work we identified 4 different recognition patterns between two swarming
colonies: a fusion, a distinct contact line, a wide non-transparent boarder line and a
transparent boarder line, reminiscent of the cell lysis. A majority of tested isolates
formed the transparent boarder line (in 73 out of 105 combinations), while swarms
of the same strain always merged into one common colony. Different isolates
merged together in only 4 out of 105 combinations. The remaining pairs formed
either a narrow or a broad contact line. Recognition patterns did not correlate with
ecotype or pherotype groups. All riverbank isolates had hemolytic activity in liquid
B medium, but we did not notice any hemolityc activity of the strains tested in LB
medium. The results also revealed that BOX-PCR genotyping differentiates
between highly related B. subtilis isolates, but the identified BOX similarity clusters
did not correlate with ecotype groups or recognition patterns. Hemolytic activity
(biosurfactant synthesis) was also not directly connected to recognition pattern
since both, RO-FF-1 (no hemolysis) and PS-108 (maximum hemolysis) formed a
transparent, well-defined line with other isolates tested.
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AFLP polimorfizem dolzin pomnoZenih fragmentov (ang. amplified fragment
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ARDRA analiza pomnoZene ribosomske DNA (ang. amplified ribosomal DNA
restriction analysis

bp bazni par

BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin)
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DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid)

dNTP deoksinukleotidtrifosfat (ang. deoxynucleotid triphophate)

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina

ERIC enterobakterijska ponavljajoca medgenska skupna zaporedja (ang.
enterobacterial repetitive intergenic consensus)

kDa kilodalton
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polymorphic DNA)
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1 UvOD

Bacillus subtilis je eden najbolj poznanih in preu¢evanih po Gramu pozitivnih
mikroorganizmov, Ki pogosto predstavlja model za diferenciacijske, metabolne in
regulacijske procese pri pokariontin (Sonensheim in sod., 2002). Je aerobna ali
fakultativno anaerobna, pali¢asta bakterija, ki so jo osamili iz razli¢nih, tako vodnih kot
tudi kopenskih okolij (Earl in sod., 2008). Prisotnost B. subtilis so dokazali tudi v
prebavnem traktu mnogih sesalcev (Tam in sod., 2006). Ubikvitarnost B. subtilis lahko
razlozimo s sposobnostjo tvorbe dormantnih endospor, ki se zlahka Sirijjo z vetrom po
zraku in na ta nacin prepotujejo dolge razdalje. Literatura najveckrat opisuje B. subtilis kot
bakterijo, izolirano iz tal (Earl in sod., 2008). Za izolate B. subtilis je znalilna velika
raznolikost tako na nivoju genoma kot tudi v sami fiziologiji. Neverjetna narava B. subtilis
se kaze v njegovi sposobnosti diferenciacije v razlicne celi¢ne tipe, ki verjetno povecajo

njegovo prezivetje v razli¢nih okoljskih razmerah (Lopez in sod., 2009).

Prepoznavanje med istimi ali razli¢nimi sevi je oblika teritorialnega vedenja. Priblizno 60
let nazaj je Louis Dienes ugotovil, da se identi¢ni sevi rojece vrste Proteus mirabilis med
sabo prepoznavajo, kar na gojis¢u opazimo kot zlitje dveh sevov, razli¢éni pa med sabo
tvorijo mejno crto (Dienes, 1946). TakSno obnaSanje kaze na to, da so populacije P.
mirabilis sposobne razlikovati lastno od tujega. Crto, ki se pojavi med dvema razli¢nima
sevoma so kasneje po odkritelju poimenovali Dienesova linija, test s katerim si Se danes
pomagajo pri identifikaciji klini¢nih izolatov P. mirabilis pa se imenuje Dienesov test. Za
nastanek Dienesove linije je nujno potreben stik dveh sevov (Budding in sod., 2009). Pri
medsebojnem prepoznavanju izolatov P. mirabilis igrajo glavno vlogo geni lokusov ids,
idr in tss (Gibbs in sod., 2008; Wenren in sod., 2013). Lokus tss kodira aparat za izlo¢anje

tipa VI, ki omogoca transport proteinov Ids in Idr.

Predhodni poskusi v nasih laboratorijih so pokazali, da so tudi sevi B. subtilis sposobni
roji nekaterih sevov med sabo prepoznavajo in zlijejo v skupen roj, drugi pa ob stiku
tvorijo razli¢ne vzorce neprepoznavanja (Benigar, 2011). Ob tem se postavljajo vprasanja:

kateri geni in mehanizmi so odgovorni za takSen nacin socialnega vedenja B. subtilis? Ali
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sposobnost prepoznavanja med sevi predstavlja pomembno kompetitivno prednost v
doloCenem ekosistemu? V okviru magistrske naloge smo se vprasali, ali Ze dolocCene
ekotipske in ferotipske lastnosti igrajo vlogo pri prepoznavanju med sevi B . subtilis. Za B.
subtilis je znacilen mehanizem zaznavanja celi¢ne gostote ali kvoruma (ang. quorum
sensing, QS), s katerim uravnavajo Stevilne procese, kot so kemotaksa, produkcija
antibiotikov, bakteriocinov, protimikrobnih peptidov, zunajceli¢nih encimov, rojenje,
sporulacija in kompetenca (Dogsa in sod., 2014). Sistem QS, s katerim B. subtilis uravnava
kompetenco, kodira lokus comQXPA. Za lokus je znacilna velika stopnja polimorfizma, na
podlagi katerega se sevi B. subtilis delijo v razlicne komunikacijske skupine ali ferotipe.
Pripadniki istega ferotipa med sabo uspe$no komunicirajo, medtem ko komunikacija med
razli¢nimi ferotipi ni mogoca ali pa je oslabljena (Tran in sod., 2000; Tortosa in sod., 2001;
Ansaldi in sod., 2002; Stefani¢ in Mandié-Mulec, 2009; Stefani¢ in sod., 2012). B. subtilis
poleg kompetence z lokusom comQXPA uravnava tudi tvorbo cikliénega lipopeptida —
surfaktina, ki ima razlicne bioloske aktivnosti. Poleg surfaktina B. subtilis sintetizira Se
nekatere druge surfaktante, med katere spadajo fengicini in iturini, s podobnimi
znacilnostmi, med katerimi je tudi sposobnost razgradnje eritrocitov ali hemoliti¢na
aktivnost (Ongena in Jacques, 2007). S sintezo surfaktina sevi B. subtilis znizujejo
povrsinsko napetost in si na ta na¢in pomagajo pri rojenju in iskanju novih hranil (Kearns,
2010).

Znotraj vrste B. subtilis se pojavlja velika ekoloska raznolikost. Stefani¢ in sod. (2012) so
pokazali, da do ekoloske diverzifikacije B. subtilis ne prihaja le med sevi, ki zasedajo
popolnoma razli¢ne ekosisteme, temve¢ tudi med tistimi, ki se nahajajo v mikrookolju
istega ekosistema. Na podlagi analize zaporedij gospodinjskih genov rpoB, dnaJ in gyrA so
39 sevov, izoliranih iz dveh vzorcev kubi¢nega centimetra tal nabreZja reke Save, razvrstili

v tri ekoloSko razli¢ne skupine ali ekotipe.

1.1 NAMEN IN NACRT DELA

Namen magistrskega dela je bil fenotipsko in genotipsko okarakterizirati izolate B. subtilis,
izolirane iz dveh vzorcev kubi¢nega centimetra tal nabrezja reke Save (Stefani¢ in Mandié-

Mulec, 2009). Nabrezne izolate so ze predhodno delno analizirali in pokazali, da jih lahko
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razdelimo v tri ekotipe in tri ferotipe (Stefani¢ in sod., 2012). Pokazali so tudi, da na
poltrdnem gojis¢u med sabo tvorijo razliéne vzorce prepoznavanja (Benigar, 2011). V
magistrskem delu smo nabrezne seve dodatno analizirali in sicer smo dolocali vzorce
medsebojnega prepoznavanja rojev nabreznih sevov na poltrdnem gojis¢u B, v povezavi z
njihovo pripadnostjo dolo¢enemu ckotipu ali ferotipu, ugotavljali smo tudi njihovo
sposobnost tvorbe biosurfaktantov, za katere je znano, da so pomembni za rojenje. Z
metodo BOX-PCR smo dodatno dolo¢ili genotipe izbranih izolatov. Zanimalo nas je, ali je

ta metoda primerna za razlikovanje zelo ozko sorodnih nabreznih izolatov B. subtilis.

Hipoteze:

e Na poltrdnem gojis¢u se bodo med manj podobnimi sevi (razlika v ekotipu, ferotipu
ali obeh lastnostih) pojavile mejne cone (Dienesove linije), med bolj podobnimi
sevi pa linij ne bomo opazili, temve¢ se bosta dva roja zdruzila v enoten roj.

e Vsiizolati B. subtilis bodo izkazovali hemoliti¢no aktivnost, vendar bo ta razli¢no

e Nabrezne seve bomo z metodo BOX-PCR lahko razlikovali med sabo in jih
razvrstili v ve¢ loCenih skupin, ki bodo korelirale z ekotipskimi skupinami,

doloc¢enimi na podlagi zaporedij gospodinjskih genov.

Nacrt dela:

Z gojenjem na poltrdnem gojis¢u B doloc¢iti vzorce medsebojnega prepoznavanja
nabreznih izolatov.

Z izvedbo hemoliticnega testa za izbrane seve ovrednotiti koli¢ino metabolitov s
hemoliti¢no aktivnostjo.

Genotipizacija nabreznih izolatov B. subtilis z metodo BOX-PCR.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 CELICNA DIFERENCIACIJA B. subtilis

Genetsko identi¢ne celice znotraj populacije B. subtilis so se kot odziv na razli¢ne okoljske
razmere sposobne diferencirati v razli¢ne celi¢ne tipe (Lopez in sod., 2009). Ob vstopu v
stacionarno fazo rasti zacnejo celice B. subtilis izrazati gene, ki jim omogocajo prezivetje
ob pomanjkanju hranil (Lazzazera, 2000). Dolo¢en delez celic postane kompetentnih, del
populacije pa se lahko diferencira v dormantne endospore, odporne proti stresnim
okoljskim dejavnikom (Dubnau, 1991; Piggot in Hilbert, 2004). Podpopulacija celic lahko
producira toksine, s katerimi unici celice, ki Se niso zacCele sporulirati in na ta nacin dobi
hrano ter preloZi svoj vstop v sporulacijo (Gonzalez-Pastor in sod., 2003). Cetrti celi¢ni tip
predstavljajo celice, ki s produkcijo zunajceliénega matrkisa tvorijo biofilm (Vlamakis in
sod., 2008). B. subtilis je sposoben diferenciacije tudi med eksponentno fazo rasti, ko

doloc¢en delez populacije tvori bicke in postane gibljiv (Kearns in sod., 2005) (slika 1).

amyE::P,, -yfp amyE::P ..yip

Celice, ki
Gibljive celice  producirajo matriks

amyE::P_ yfp

‘_l Kompetentne

Sporulirajoce celice
celice

Slika 1: Celi¢na diferenciacija B. subtilis. (Lopez in sod., 2009).
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2.2 DIENESOV FENOMEN

Ze leta 1946 je Louis Dienes ugotovil, da razliéni kliniéni izolati roje¢e bakterije P.
mirabilis na agarskem gojis¢u med sabo tvorijo ocCitno lo¢ene meje, ki so jih kasneje po
odkritelju poimenovali Dienesove linije. Metoda, s katero preverjamo takSen nacin
uporablja pri tipizaciji klini¢nih izolatov P. mirabilis, predstavlja pa tudi dobro
komplementarno orodje pri karakterizaciji medicinsko ravno tako pomembnih izolatov iz
vrste Pseudomonas aeruginosa (Munson in sod., 2002). Na podlagi Dienesovega testa
lahko razli¢ne seve razdelimo v tako imenovane Diene tipe. Sevi istega Dienega tipa se

med sabo zlivajo, pripadniki razli¢nih Dienih tipov pa tvorijo med sabo Dienesovo linijo

(Pfaller in sod., 2000) (slika 2).

Slika 2: Dienesov test, ki prikazuje tri razli¢ne seve P. mirabilis (A, B, C). Isti sevi se med sabo zlivajo, med

razli¢nimi pa se tvori Dienesova linija (Pfaller in sod., 2000).

2.2.1 Kaj omogoca medsebojno prepoznavanje bakterij?

Mnogi klini¢ni izolati P. mirabilis izlo¢ajo proticine, to so proteini, s katerimi unicujejo
obcutljive seve. Posamezen sev P. mirabilis lahko identificiramo glede na proticine, ki jih
izlo€a, in na proticine, za katere so obcutljivi. Dienesove linije se tvorijo med rojecimi
sevi, ki se razlikujejo v produkciji proticinov in obcutljivosti za njih (Senior, 1977). Kljub

temu se mejna linija pojavlja tudi med sevi, ki ne producirajo proticinov. Sinteza in
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obcutljivost za proticine torej nista odgovorna za nastanek Dienesove linije (Gibbs in sod.,
2008).

Gibbs in sod. (2008) so z naklju¢no transpozonsko mutagenezo ustvarili 3600 mutant seva
P. mirabilis BB2000 in odkrili mutanto, ki je tvorila Dienesovo linijo s starSevskim
(nemutiranim) sevom, ki druga¢e sam s sabo ne tvori mejne linije. Zaporedje, kamor se je
vstavil transpozon, so primerjali z zaporedjem seva P. mirabilis HI4320 in ugotovili, da je
za prepoznavanje med izolati odgovoren operon idsABCDEF. Homologen lokus so nasli
tudi pri sevu BB2000. Izrazanje operona ids je najvisje v pozni logaritemski in zgodnji

stacionarni fazi rasti (Gibbs in sod., 2011).

S konstrukcijo plazmidov, ki so vsebovali DNA z okvarjenimi posameznimi geni tega
lokusa, so ugotavljali, kaksna je vloga posameznih genov pri prepoznavanju istih izolatov
P. mirabilis. Ugotovili so, da so za zlitje pomembni geni idsB, idsC, idsD, idsE in idsF, saj
so sevi z delecijami teh genov tvorili mejno linijo z divjim tipom. Sev, ki je vseboval
delecijo gena idsA se je zlil s starSevskim sevom, kar kaze na to, da gen idSA ni nujen za
prepoznavanje s starSevskim sevom. Gena idsD in idsE nosita zapis za lastnosti, Ki
dolocajo prepoznavanje med genetsko identi¢nimi sevi in Se med sevi iste vrste razlikujeta
v zaporedju aminokislin. Med sevi z delecijo idsD ali idsE in drugace genetsko identi¢nim
starSevskim sevom je nastala Dienesova linija, ki se je tvorila tudi, ¢e so v seve z
omenjenima delecijama vstavili zapis idsD in/ali idsE tujega seva. V nasprotju pa geni
IdsA, idsB, idsC in idsF niso specifi¢ni za sev, saj nadomestitev teh genov z enakimi geni
iz drugega seva ni vplivala na nastanek Dienesove linije. Opazili so tudi, da se med
diploidnim sevom BB2000, ki vsebuje celoten lokus HI4320 idsA-F in diploidnim sevom
HI14320, ki nosi celoten lokus BB2000 idsA-F tvori mejna linija. S tem so pokazali, da
lokus idsA-F najverjetneje ni edini, ki doloc¢a nastanek Dienesove linije med razli¢nimi
sevi (Gibbs in sod., 2008). Kasneje so ugotovili, da sta poleg operona ids v prepoznavanje
sevov P. mirabilis vpletena se lokusa tss in idr. Lokus idr kodira proteine, ki so potrebni za
zlitje z genetsko identicnim sevom, v nasprotju z geni ids pa je lokus idr nepogresljiv tudi
pri prepoznavanju in kompeticiji z genetsko razli¢nimi sevi. Lokus tss nosi zapis za izlivni
sistem tipa VI, ki je odgovoren za transport proteinov Ids in Idr iz celice (Wenren in sod.,
2013).
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Predhodni poskusi v nasSih laboratorijih so pokazali, da so tudi ozko sorodni nabrezni sevi
med katerimi je tudi mejna linija, ki spominja na Dienesovo linijo (Benigar, 2006).

Mehanizmi za takSen nacin vedenja zaenkrat $e ostajajo nepoznani.

2.3 QUORUM SENSING

QS je regulatorni mehanizem, s katerim se mnoge bakterijske vrste odzivajo na spremembe
v gostoti celicne populacije. Bakterije v okolje izlocajo majhne signalne molekule ali
feromone, ki se akumulirajo ob povecani celi¢ni gostoti in tako sprozijo razlicne
prilagoditvene procese (Lazzazera, 2000). Feromoni pri po Gramu negativnih bakterijah so
v veéini N-acil homoserin laktoni, pri po Gramu pozitivnih pa obi¢ajno posttranslacijsko
modificirani peptidi (Miller in Bassler, 2001). B. subtilis s sistemom QS uravnava Stevilne,
neodvisne procese, kot so tvorba biofilma, rojenje, produkcija razgradnih encimov in
produkcija protimikrobnih peptidov. S sistemom QS uravnava tudi izraZanje genov, ki
sodelujejo pri razvoju kompetentih celic, sposobnih privzema proste DNA in dormantnih

spor, sposobnih prezivetja neugodnih okoljskih razmer (Magnuson in sod., 1994).

2.3.1 Razvoj kompetence pri B. subtilis

Kompetenca je sposobnost privzema proste DNA iz okolja. Bakterije B. subtilis so naravno
kompetentne. Pomemben dejavnik za razvoj kompetence je koncentracija dostopnih hranil.
Obicajno kompetentne celice B. subtilis pripravljamo v minimalnem gojis¢u z glukozo kot
edinim virom ogljika, kjer celice doseZejo maksimalno stopnjo kompetence 2 uri po vstopu
v stacionarno fazo rasti. Zanimivo je, da le delez celic (10-20 %) populacije postane
kompetentnih (Dubnau, 1991). Ta bistabilnost (dve stabilni stanji v populaciji) je posledica
avtoregulacije glavnega transkripcijskega regulatorja kompetence, ComK in stohasti¢nosti
transkripcije (Maamar in Dubnau, 2005). Pri tem ima odlo¢ilno vlogo tudi fosforiliran
Spo0A, ki sprozi povecano transkripcijo comK v zacetku stacionarne faze (Mirouze in sod,
2012). Za razvoj kompetence pri B. subtilis je potrebno usklajeno delovanje velikega
Stevila proteinov, ki so aktivni le, ko gostota populacije doseze kriticno koncentracijo

(Solomon in Grossman, 1996).
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Razvoj kompetence pri B. subtilis je tudi uravnan s sistemom QS, ki ga kodira operon
comQXPA. Kot odziv na povisano gostoto celi¢ne populacije med eksponentno fazo B.
subtilis sintetizira feromon ComX, ki ga ComQ modificira v krajsi peptid (Magnuson in
sod., 1994). Ta se veze na membransko histidin-kinazo ComP in sprozi njeno
avtofosforilacijo ter prenos fosfata na odzivni regulator ComA (Piazza in sod., 1999).
Fosforiliran ComA aktivira transkripcijo operona srfA, ki vsebuje gen comS. ComS
aktivira transkripcijo glavnega transkripcijskega regulatorja kompetence (ComK) in poznih

kompetenc¢nih genov (D"Souza in sod., 1994).

2.3.2 Polimorfizem lokusa comQXP’

Za okoljske izolate B. subtilis je znacilna visoka stopnja polimorfizma lokusa QS.
Polimorfizem obsega gene comQ, comX in N-terminalni del gena comP, kar kaze na
njihovo koevolucijo (Tortosa in sod., 2001). Z dolo¢anjem zaporedij so pokazali, da imajo
sevi B. subtilis manj kot 60-odstotno podobnost zaporedij teh genov (Ansaldi in sod., 2002;
Stefani¢ in sod., 2012). Na podlagi analiz zaporedij posameznih genov lokusa comQXP " in
testiranja odziva na signalne molekule, so izolate B. subtilis razdelili v 4 skupine. Pokazali
so, da se predstavniki iste skupine (ferotipa) lahko odzivajo na medsebojne signale,
medtem ko komunikacija med pripadniki razli¢nih ferotipov ni mogoca ali pa je izrazito
Sibkejsa. V zelo redkih primerih namre¢ prihaja do navzkrizne komunikacije med
pripadniki razli¢nih ferotipov, vendar je v teh primerih odziv na signal signifikantno nizji
(Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002, Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009). Ve¢inoma
velja, da sevi razlicnih ferotipov med sabo ne komunicirajo in s tem omejujejo
komunikacijo med sevi ene vrste. Po drugi strani pa imajo sevi razli¢nih vrst, recimo B.
subtilis in B. amlyloliquefaciens, lahko enak ferotip in si informacije izmenjujejo (Stefani¢
in sod, 2012).

2.4 BIOSURFAKTANTI

Z analizo genoma so pokazali, da priblizno 4 % celotnega genoma B. subtilis predstavljajo
geni, odgovorni za sintezo sekundarnih metabolitov (Earl in sod., 2008). B. subtilis poleg

razvoja kompetence z lokusom comQXPA uravnava tudi neribosomsko sintezo
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pomembnega lipopeptidnega antibiotika - surfaktina (Nakano in sod., 1991). Fosforiliran
ComA namre¢ z vezavo na promotor operona SrfA, aktivira gene, ki nosijo zapis za
surfaktin sintazo. Ta je sestavljena iz S$tirih podenot, ki sodelujejo pri povezavi 7
aminokislin v cikli¢no heptapeptidno molekulo surfaktina (Seydlové in Svobodova, 2008).
Podenote SrfA (402 kDa), SrfB (401 kDa) in SrfC (144 kDa) imajo encimsko aktivnost,
podenota SrfD (44 kDa) pa igra pomembno vlogo pri zacetni stopnji sinteze surfaktina

(Cosmina in sod., 1993; Seydlové in Svobodova, 2008).

Surfaktin kaze dober potencial uporabe v biotehnologiji in ekologiji. Pokazali so, da
uspesno deluje pri bioremediaciji razlitja nafte ali onesnazenju tal s tezkimi kovinami in
biokontroli rastlinskih patogenov (Al-Ajlani in sod., 2007), ¢eprav je produkcija tega
peptida cenovno previsoka, da bi ga lahko komercialno aplicirali v te namene. Surfaktin
ima dober potencial uporabe tudi v medicini in farmacevtski industriji, saj so dokazali
njegovo protibakterijsko, protiglivno, protivirusno in protitumorsko delovanje, poleg tega
pa ima tudi hemoliti¢no aktivnost (Seydlova in Svobodova, 2008). Prisotnost surfaktantov
omogoca celicam rojenje po povrsinah. Surfaktin je namre¢ izredno dober surfaktant. B.
subtilis sintetizira $e vrsto drugih bioaktivnih cikli¢nih lipopeptdov. Na primer, peptidi iz
druzin iturinov in fengicinov so surfaktanti in imajo mnoge bioloske aktivnosti, med

ostalim tudi hemoliti¢no aktivnost (Ongena in Jacques, 2007).

2.5 ROJENJE

Rojenje je definirano kot koordinirano gibanje vecceli€nih skupnosti po povrSini,
najveckrat s pomocjo rotirajo¢ih se bickov. Bakterijske celice sposobne rojenja, na gojiscu
tvorijo razli¢ne vzorce rasti, ki se kaZejo v obliki koncentri¢nih krogov, konfluentne rasti,
ali rasti z razli¢nimi tipi razvejanosti (Julkowska in sod., 2004). Za rojenje je pomembnih
ve¢ dejavnikov, kot so prisotnost bickov, celi¢ne interakcije, prisotnost surfaktanta in

zunajceli¢nih proteaz (Connelly, 2004; Kearns, 2010).

V velini primerov je prisotnost bickov nujna za rojenje, vendar so v nekaterih Studijah
pokazali, da so bakterije sposobne takSnega gibanja tudi brez njih. Rojenje je odvisno tudi

od vrste gojis¢a in koncentracije agarja v gojiscu. Za Studije rojenja se uporabljajo gojisca
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z najve¢ 1 % agarja, saj obiCajne koncentracije agarja (1,5 %), ki jih uporabljamo pri
pripravi trdnih gojis¢, upocasnijo ali celo inhibirajo rojenje (Julkowska in sod., 2004).
Poleg koncentracije agarja je pomemben dejavnik, ki vpliva na nacin rojenja B. subtilis,
tudi sestava gojisca. Divji sev B. subtilis 3610 na primer, na gojis¢u LB raste konfluentno,
na gojiscu B pa raste v obliki razvejanih dendritov. Pogosto, vendar ne vedno, je za rojenje
potrebna prisotnost surfaktanta ali zunajceli¢nih proteaz. Connelly in sod. (2004) so
pokazali, da surfaktin lahko nadomestijo zunajceli¢ne proteaze, ki omogo¢ijo divjemu tipu
B. subtilis 164 rojenje na gojis¢u LB. Proteaze morda razgradijo povrSinske proteine do
peptidov in/ali modifcirajo povrSino celic tako, da jim omogocijo rojenje. Laboratorijski
sev B. subtilis 168, ki ne producira surfaktina, na sinteticnem gojis¢u B ni sposoben
rojenja, medtem ko na bogatem gojis¢u LB ucinkovito roji, vendar pocasneje kot sev 3610.
Glede na to, da sev 168 ne producira surfaktina, bi lahko bila razlog za rojenje na gojiscu
LB fizikalno-kemijska sestava gojis¢a. Morda dolo¢ene komponente gojis¢a zmanjsajo
povrSinsko napetost med naneSenim inokulumom bakterij in samo povrSino ter tako
omogocCijo rojenje brez prisotnosti surfaktina (Julkowska in sod., 2005). Poleg tega je
znano, da B. subtilis sintetizira Se nekatere druge lipopeptidne surfaktante, s katerimi si
morebiti pomaga pri rojenju (Julkowska in sod., 2005). Rojenje je mogoce inducirati, e
gojiséu dodamo surfaktin ali vstavimo plazmid z zapisom sfp® v recipientski sev
(Julkowska in sod., 2005). Gen sfp nosi zapis za 4" fosfopanteteinil transerazo, encim
potreben za aktivacijo stirih podenot surfaktin sintaze (Nakano in sod., 1992). Surfaktanti
znizujejo povrsinsko napetost med celico in povrsino, kar celicam B. subtilis olajsa gibanje
po povrsini (Kearns, 2010). Z mikroskopsko analizo sta Kearns in Losick (2003) pokazala,
da so celice seva 3610 na gojis¢u LB hiperflagelirane in v obliki skupkov ali raftov, kar

kaZe na to, da je za rojenje potrebno sodelovanje med celicami.

2.6 EKOLOSKA DIVERZITETA VRST IZ RODU Bacillus

Bakterijski sistematiki se pri dolo¢anju ekolosko loc¢enih enot srecujejo z mnogimi izzivi.
Tezko je predvideti, kaj doloca ekolosko niSo posameznega seva in tudi bakterijske vrste.
Filogenetski odnosi, ki temeljijo le na nivoju podobnosti genov za 16S rRNA v vecini niso

dovolj, da bi razumeli tudi ekologijo posamezne vrste, Se posebej pa ne raznolikost sevov
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ene vrste. Dolocanje ekoloske diverzitete znotraj bakterijskih vrst je izjemno tezko, zato sta
Cohan in Perry (2007) predlagala, da bi ekoloSko diverziteto znotraj vrste lahko dolocali s
pomocjo posebnega algoritma (Ecotype Simulation), ki vkljucuje primerjavo zaporedij vec

relativno evolucijsko stabilnih gospodinjskih genov.

Ekotipi so definirani kot skupine bakterij, ki so med sabo ekoloSko raznolike, njihova
raznolikost pa je omejena s periodicno selekcijo ali genetskim driftom. (Cohan in Perry,
2007). Koeppel in sod. (2008) so za dolocanje ekolosko raznolikih skupin (ekotipov)
razvili algoritem, imenovan »Ecotype Simulation« (ES), ki temelji na dolo¢anju evolucije
zaporedij gospodinjskih genov znotraj bakterijskih skupin. Na takSen nacin so dolo¢ili
veliko Stevilo ekotipov znotraj vrst, kot sta Legionella (Cohan in sod., 2006) in Bacillus
(Koeppel in sod, 2008, Connor in sod., 2010, Stefani¢ in sod., 2012). Ekolosko raznolikost
izolatov iz rodu Bacillus so v razli¢nih Studijah potrdili na razli¢ne nacine: Connor in sod.
(2010) so pokazali, da se pripadniki razli¢nih ekotipov nahajajo v razli¢no strukturiranih
tleh, Koeppel in sod. (2008) so pokazali, da se ekotipi razlikujejo glede na njihovo
geografsko lego in z njo povezano izpostavljenostjo svetlobi, Stefanié in sod. (2012) pa so

pokazali, da se ekoloSko raznoliki sevi iz reCnega nabrezja razlikujejo v metabolizmu.

2.6.1 Raznolikost B. subtilis v mikrookolju tal

Stefani¢ in sod. (2012) so analizirali 39 sevov B. subtilis subsp. subtilis in en sev B.
amyloliquefaciens, izoliranih iz dveh vzorcev velikosti 1 cm® tal nabreZja reke Save.
Dolocali so zaporedja gospodinjskih genov gyrA, rpoB in dnaJ ter seve s programom ES
razdelili v tri ekotipe, ki so se med sabo razlikovali v metabolizmu razli¢nih virov ogljika.
Kot razlog za taksno diverziteto na tako majhnem podro¢ju so navedli prostorsko
heterogenost tal, neenakomerno razporeditev organskih snovi v tleh in spreminjajoce se
okoljske dejavnike. Zaradi teh lastnosti tla predstavljajo primerno okolje za kompeticijo,
kooperacijo, sobivanje in diverzifikacijo mikroorganizmov. Pokazali so tudi, da v vsakem
ekotipu dominira razli¢en ferotip, kar so podprli s trditvijo, da pripadniki vsakega ekotipa
komunicirajo s sistemom QS pod dolo¢enimi pogoji in zato pripadniki enega ekotipa ne
morejo komunicirati s pripadniki drugega ekotipa. Poleg dominantnega ferotipa pa vsak

ekotip vsebuje tudi enega ali ve¢ ferotipov, ki so v manjsini in se nahajajo tudi v drugih
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ekotipih. S to Studijo so pokazali, da diverziteta B. subtilis ni omejena le na velike razdalje,

ampak je prisotna tudi znotraj mikrookolja, kot je 1 cm® tal.

2.7 DOLOCANIJE SORODNOSTI BAKTERIJSKIH VRST

Genotipizacijske metode predstavljajo pogosto orodje v ekoloskih in epidemioloskih
Studijah bakterij (Brusetti in sod., 2008). Sprva so vrste dolocali na podlagi fenotipskih
lastnosti mikroorganizmov, v sedemdesetih letih pa so sorodnost dolocali s
hibridizacijskimi metodami DNA-DNA. Veljalo je pravilo, da dva seva spadata v razli¢no
vrsto, ¢e Se ujemata v manj kot 70 % zaporedja v DNA (Johnson, 1973). Kasneje so za
dolocanje sorodnosti zaceli uporabljati metodo, ki temelji na dolocanju zaporedja gena za
16S rRNA: izolati, ki se v zaporedju gena za 16S rRNA razlikujejo v manj kot 3 %,
zagotovo spadajo v isto vrsto (Stackenbrandt in Ebers, 2006). Pokazali so tudi, da kadar sta
si dva seva v zaporedju gena za 16S rRNA podobna v manj kot 97 %, se nikoli ne ujemata
v ve¢ kot 70 % DNA (Gevers in sod., 2005).

Kljub tak$nemu dolo¢anju pa je analiza gena za 16S rRNA omejujo¢ dejavnik pri
dolocanju sevov znotraj vrste B. subtilis, saj so si sevi znotraj te vrste glede na ta parameter
preve¢ podobni, da bi jih lahko med sabo razlikovali (Nakamura in sod., 1999). Za
identifikacijo ozko sorodnih izolatov B. subtilis so zato izbrali gospodinjske gene, ki so
nujni za prezivetje bakterije in so ohranjeni, vendar bolj variabilni kot geni za 16S rRNA.
Pokazali so, da je za razlikovanje vrst in izolatov iz te skupine bolj primerna analiza
gospodinjskih genov rpoB in gyrB, ki nosita zapis za podenoto beta RNA-polimeraze
oziroma za podenoto beta DNA-giraze (Dahloff in sod., 2000).

Za loCevanje sevov znotraj vrste so pogosto v uporabi tako imenovane metode DNA
prstnih odtisov (DNA fingerprinting), kot so RFLP, AFLP, ARDRA, RAPD in nekatere
druge (Versalovic in sod., 1998; Brusetti in sod., 2008). Tipizacija je mogoca tudi na
podlagi analize ponavljajoc¢ih zaporedij DNA. Bakterijski genom namre¢ vsebuje Stevilna
identicna zaporedja, razporejena po celotnem genomu, katerih prisotnost lahko
izkoriS§¢amo za pridobivanje unikatnih profilov, ki dolo€ajo posamezno bakterijsko vrsto

ali sev (Versalovic in sod., 1998). Metode, s katerimi izkoriS¢amo prisotnost ponavljajocih
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se zaporedij za pridobivanje razli¢nih profilov in razlikovanje med izolati, se imenujejo

rep-PCR (Kim in sod., 2001).

2.7.1 Metode rep-PCR

Pri metodah rep-PCR za pridobivanje profilov DNA uporabljamo pomnozevanje z
zaCetnimi oligonukleotidi, ki se vezejo na ohranjena, ponavljajoca zaporedja, ki so
razporejena po celotnem genomu mnogih po Gramu negativnih in po Gramu pozitivnih
bakterij (Versalovic in sod., 1998). V bakterijskem svetu obstajajo tri Kkategorije
ponavljajo¢ih se zaporedij: enterobakterijska ponavljajoca medgenska skupna zaporedja
(ERIC), ponavljajoca zunajgenska palindromska zaporedja (REP) in elementi BOX (Tacao
in sod., 2005). Rezultati rep-PCR po elektroforezi v agaroznem gelu predstavljajo DNA
profile, ki se med izolati razlikujejo po Stevilu, velikosti in intenziteti dobljenih
fragmentov. Ti fragmenti predstavljajo zaporedja, ki lezijo med ohranjenimi,
ponavljajo¢imi zaporedji, na katera se veZejo zacetni oligonukleotidi. Ker sta velikost in
Stevilo produktov PCR razli¢na pri razli¢nih bakterijskih vrstah in sevih, so omenjene
metode primerne za genotipizacijo mnogih bakterijskih izolatov (Versalovic in sod., 1998).

Shema genotipizacije z metodami rep-PCR je prikazana na sliki 3.

rep-PCR
_ A - A B c
== A =2 =2 =2
B B P— [: Il [3
c G c C oyt i\;j \‘J' \\j

liza celic  izolacija DNA
mikroorganizmi

o R e B
AN EGS) )
s > ->

bz priprava PCR
A o
A B C A,//B C \.&\‘
O = - e = @ A
A =
SEPRE= v
O RLIE ) ]

prstni odtisi DNA
(fingerprinti)

gelska elektroforeza

pomnozevanje DNA med
ponavljajo¢imi zapored;ji

Slika 3: Shema genotipizacije bakterijskih vrst z metodami rep-PCR (Versalovic in sod., 1994).
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Metode rep-PCR so lahko dober pokazatelj globalne razprSenosti okoljsko pomembnih
izolatov (Fajardo-Cavazos in Nicholson, 2006) in povezave specifi¢nih genotipov z danim
okoljem (Ferris in sod., 2003). Poleg tega lahko z rep-PCR med sabo lo¢imo patogene
bakterije oziroma razlikujemo patogene bakterijske izolate od nepatogenih (Cherif in sod.,
2002; Kim in sod., 2001), ocenimo endemicnost dolo¢enih bakterijskih vrst (Bent in sod.,
2003) in razlikujemo med vrstami glede na gostitelje, ki jih naseljujejo (Carson in sod.,
2003).

2.7.2 Zaporedja BOX kot orodje za genotipizacijo

Elementi BOX so kratka zaporedja, razprSena po celotnem genomu mnogih bakterijskih
vrst. Za razliéne seve je znacilno razli¢no Stevilo elementov BOX (Brusetti in sod., 2008).
Ta zaporedja so najprej odkrili pri bakterijah Streptococcus pneumoniae. Posamezen BOX
element je dolg 154 bp in je iz treh podenot razli¢nih dolzin: boxA (59 bp), boxB (45 bp) in
boxC (50 bp) (Martin in sod., 1992). Prisotnost elementov BOX lahko izkoris¢amo za
genotipizacijo bakterij z metodo BOX-PCR. Pri BOX-PCR uporabljamo le eno vrsto
zacetnih oligonukleotidov, ki se vezejo na ponavljajoca zaporedja BOX. Produkte reakcije
predstavljajo fragmenti, ki se nahajajo med temi zaporedji. Zaradi prisotnosti vecjega
Stevila teh zaporedij, ki so pri razli¢nih sevih ali vrstah razli¢no razporejena, lahko izolate
razlikujemo glede na njihove profile BOX DNA (Versalovic in sod., 1994; Brusetti in sod.,
2008). Najpogosteje uporabljeni zacetni oligonukleotidi pri tipizaciji z BOX-PCR so
BOXAI1R, ki so komplementarni zaporedju boxA (Versalovic in sod., 1994; Kim in sod.,
2001; Cherif in sod., 2002; Brusetti in sod., 2008).

Metoda BOX-PCR je uspesna pri razlikovanju med nekaterimi ozko sorodnimi vrstami iz
rodu Bacillus. Tako so na primer na podlagi BOX-PCR ugotovili, da se bakterije iz vrste B.
anthracis zdruzujejo v samostojno skupino, loceno od tistih, v katere spadajo njim sorodne
vrste, kot so B. cereus, B. thuringiensis in B. mycoides (Kim in sod., 2001; Cherif in sod.,
2002). Freitas in sod. (2008) so z BOX-PCR dolocali tudi raznolikost izolatov B. subtilis,

Ki so jih izolirali iz odpadnega blata jeklarne.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Bakterijski sevi

Za ugotavljanje hemoliticne aktivnosti in prepoznavanja sevov na poltrdnem gojiscu B,

smo uporabili seve vrste B. subtilis, izolirane iz tal nabrezja reke Save in sev RO-FF-1,

izoliran iz kalifornijske pusc¢ave Mojave. Ti sevi spadajo v podvrsto B. subtilis subsp.

subtilis. Z metodo BOX-PCR smo poleg profila DNA nabreznih sevov in puscavskega

seva RO-FF-1 preverjali e profil BOX-PCR pusc¢avskega seva DV3-E-3, ki spada v

podvrsto inaquosorum ter nabreznega seva PS-122 iz vrste B. amyloliquefaciens. Izolati, ki

smo jih uporabili v magistrski nalogi, so navedeni v preglednici 1.

Preglednica 1: Bakterijski sevi, uporabljeni v magistrski nalogi.

Sev Genotip Ferotip Ekotip Vir

B. subtilis PS-14 wit 168 PE 10 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-15 wt 168 PE 32 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-51 wit 168 PE 10 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-68 wit 168 PE 10 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-216 wit 168 PE 10 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-31 wit RO-H-1/RO-B-2 PE 10 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-52 wit RO-H-1/RO-B-2 PE 32 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-55 wit RO-H-1/RO-B-2 PE 32 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-93 wit RO-H-1/RO-B-2 PE 32 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-108 wit RO-H-1/RO-B-2 PE 32 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-261 wit RO-H-1/RO-B-2 PE 10 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-24 wit RS-D-2/NAF4 PE 32 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-196 wit RS-D-2/NAF4 PE 22 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-217 wit RS-D-2/NAF4 PE 32 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009
B. subtilis PS-218 wit RS-D-2/NAF4 PE 32 Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009

B. subtilis RO-FF-1 wit 168 PE 21 Cohan, 1991

B. subtilis DV3-E-3 wit 168 PE 12 Roberts in Cohan, 1995

B. amyloliquefaciens wit ni dolocen ni dolocen Stefani¢, neobjavljeno

PS-122
*B. subtilis PS-216 comQ::Kn 168 PE10 Oslizlo in sod., 2014

*v nadaljevanju magistrskega dela je sev B. subtilis PS-216 comQ:Kn oznacen kot PS-

AQ216
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3.1.2 Kemikalije

Pri laboratorijskem delu smo uporabljali kemikalije razli¢nih proizvajalcev:

Biolife
Fluka
Merck

Riedel de Haén
Sigma

Fermentas

Promega

Difco
Thermo Scientific

Integrated DNA Technologies

3.1.3 Pufri in raztopine

kvasni ekstrakt, tripton

agar, lizin

(NH4)2S04, MgSO,4 x 7 H,0, NaCl, Na-citrat x 2H,0,
FeSO4 x 7 H,0, Tris-base, KH,PO4, NaOH

MnSO4 x H,O

glutaminska kislina, CaCl, x 2 H,0, Tris-HCI, KClI,
EDTA, etidijev bromid, glukoza, DMSO, BSA
nanaalni pufer DNA v agarozni gel — »GeneRuler™
6 x Loading Dye Solution«, standardna DNA —
»GeneRuler™ DNA Ladder Mix«

MgCl,, 5 x reakcijski pufer za PCR, GoTaq
polimeraza

triptofan

dNTP

zacetni oligonukleotidi BOXA1R

50 x pufer TAE

tris-baza 242,09
ledocetna kislina 57,1 ml
0,5M EDTA (pH 8,0) 100 ml
dH,0 do 1000 ml

Za elektroforezo smo uporabljali 1 x pufer TAE, ki smo ga pripravili tako, da smo 980 ml

dH,0O dodali 20 ml pripravljenega 50 x pufra.
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Pufer za pripravo eritrocitov
140 mM NaCl

20 mM tris-HCI

pH 7,4

Raztopina etidijevega bromida

etidijev bromid 0,5mg
dH,0 do 1000 mi

3.1.4 Gojisca

Gojiscée LB

tripton 10g

NaCl 10¢g
kvasni ekstrakt 59

dH,0 do 1000 ml

Za nacepljanje zamrznjenih izolatov z razmazom do posameznih kolonij smo v gojisce
dodali agar v kon¢ni koncentraciji 1,5 %. GojiS¢e smo pred razlivanjem avtoklavirali 20

minut pri 121 °C.

Gojisce B

tris-HCI 7,88 ¢
(NH,4)2SO, 1,98 ¢
MgSO4 x 7 H,0 19749
KCI 2,019
Na-citrat x 2 H,0O 2,059
dH,0 do 900 ml

Po dodatku zgoraj naStetih sestavin smo po kapljicah dodajali 7 M NaOH, dokler se pH
vrednost ni dvignila na 7,5. Nato smo po vrsti dodali Se naslednje sestavine (v oklepajih So

zapisane zalozne koncentracije posameznih raztopin):
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raztopina CaCl, x 2 H,O (200 mM) 10 ml
raztopina FeSO4 x 7 H,0 (10 mM) 0,1 ml
raztopina MnSO4 x H,0 (100 mM) 0,1 ml
glutaminska kislina (225 mM)

triptofan (39 mM) *20 ml
lizin (43 mMM)

KH,PO, (600 mM) 1ml
glukoza 59

*Aminokisline (glutaminska kislina, triptofan, lizin) smo pripravili in dodali kot skupno

raztopino.

Po dodatku vseh sestavin smo dolili destilirano vodo do 1000 ml in gojis¢e avtoklavirali 36
min pri 110 °C. Za pripravo poltrdnega gojis¢a B, smo poleg nastetih sestavin pred

avtoklaviranjem vanj dodali agar v kon¢ni koncentraciji 0,7 %. Gojis€e smo po

avtoklaviranju ohladili na 55 °C in razlili v plosce.

3.1.5 Laboratorijska oprema

termoblok za PCR

spektrofotometer
centrifuga
centrifuga
mesalo

stresalna kopel
fotoaparat
avtoklav

pH meter
tehtnica
magnetno mesalo

stresalnik

Biometra

Iskra Photometer MA9510

Sigma 3K30 (rotor 19776-H)
Centric 322 A, Tehtnica

Vibromix 114 EV, Tehtnica

Julabo ShakeTemp SW22

Canon PowerShot SX120 IS
Kambic¢ A-21

Inolab WTW series 720, MikroPolo
Shinko Denshi AJH-4200 CE, Vibra
Rotamix 550 MMH, Tehtnica

Vibromix
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3.2 METODE

3.2.1 Fenotipska karakterizacija B. subtilis

3.2.1.1 Priprava prekono¢nih kultur

Seve iz zamrzovalnika (-80 °C) smo v laminariju nacepili na plos¢e LB (1,5 % agar) in jih
inkubirali pri 37 °C preko no¢i. Po prekono¢ni inkubaciji smo po eno kolonijo
posameznega seva nacepili v Siroke epruvete, ki so vsebovale 3 ml teko¢ega gojis¢a LB in
jih inkubirali preko noci na stresalniku pri 200 rpm in 28 °C. Za pripravo prekonocnih
kultur v gojis¢u B smo nacepili eno kolonijo posameznega seva s plos¢e LB v epruveto s 3

ml tekoCega gojisca B in jih inkubirali preko noci na stresalniku pri 200 rpm in 37 °C.

cev v

Za ugotavljanje prepoznavanja sevov smo pripravili poltrdno gojis¢e B (0,7 % agar).
Plosce smo pripravili en dan pred nacepljanjem sevov in jih oznacili s Stevilkami, ki so

predstavljale pripadajo¢ nabrezni ali puscavski izolat.

Slika 4: Shema oznacevanja plos¢ (primer za seve PS-108, PS-24 in PS-15).
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Prekonoéne kulture smo redili do red&itve 10 in na oznadena mesta na plos¢ah z
gojis¢em B nacepili po 2 ul pripravljenih redCitev. Na posamezno plos¢o smo nanesli tri
izolate B. subtilis, ki so bili med sabo priblizno enako oddaljeni (slika 4). Vsako
kombinacijo dveh sevov smo na plosce nacepili v vsaj dveh ponovitvah. Po nanaSanju smo
plos¢e susili 5 minut, nato pa jih navzgor obrnjene zlozili v plasticne Skatle, ki smo jih

pokrili s pokrovom, da bi zmanjsali izhlapevanje. Plos¢e smo inkubirali 48 ur pri 37 °C.

3.2.1.3 Analiza medsebojnega prepoznavanja sorodnih sevov B. subtilis na

poltrdnem gojisc¢u B

Po inkubaciji smo primerno osvetljene plosce slikali na temni podlagi in slike prenesli v
raCunalnik ter jih analizirali. Razli¢éne vzorce medsebojnega prepoznavanja oziroma
neprepoznavanja sevov na poltrdnem gojis¢éu B smo prikazali z razli¢nimi simboli
(preglednica 2). Vsako kombinacijo prepoznavanja smo preverili vsaj dvakrat. Na podlagi
rezultatov smo naredili 2 preglednici, v katerih smo prikazali pogostnost prepoznavanja

sevov znotraj istih in med razli¢nimi ferotipi in ekotipi.

Preglednica 2: Simboli in pripadajo¢i kriteriji medsebojnega prepoznavanja sevov na poltrdnem gojiscu B.

Simbol Vzorec medsebojnega prepoznavanja
+ Med sevoma ni bilo prepoznavanja, pojavila se je prosojna mejna linija.
0 Med sevoma se je pojavil §ir§i mejni pas celic, ni prosojne mejne linije.
-lo Seva tvorita razli¢ne kolonije, se ne zlijeta in ne tvorita prosojne mejne linije,

med sabo se stikata.

- Med sevoma je prislo do prepoznavanja, seva sta se med sabo zlila.
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3.2.1.4 Priprava izrabljenih gojis¢ B

Tvorbo sekundarnih metabolitov, sposobnih razgradnje eritrocitov, smo spremljali preko
hemoliti¢ne aktivnosti izrabljenih gojiS¢. Poleg tega smo opazovali tudi, ali se hemoliti¢na

aktivnost v gojiscu LB in gojiscu B razlikuje.

Prekono¢ne kulture, zrasle v gojis¢u B, smo v razmerju 1:50 nacepili v 250-mililitrske
erlenmajerice s 50 ml svezega gojisc¢a B in jih inkubirali v vodni kopeli pri 200 rpm in 37
°C. Po 12 in 14 urah rasti (2 in 4 ure po prehodu v stacionarno fazo rasti) smo izmerili
ODsgso in kulture centrifugirali 12 minut pri 4 °C in 10 000 rpm (Sigma 3K30). Supernatant
smo asepti¢no prefiltrirali v mikrocentrifugirke skozi filtre s porami premera 0,2 um.

Izrabljena gojis¢a smo shranili na -20 °C do nadaljnjih analiz.

Da smo dobili vpogled v rast izolatov B. subtilis v teko¢em gojis¢u B, smo 3 prekonoc¢ne
kulture nabreznih sevov (PS-218, PS-52, PS-216), ki pripadajo razli¢cnim ferotipom in
ekotipom, v razmerju 1:50 nacepili v 250 ml svezega gojis¢a B in jih stresali v vodni
kopeli pri 37 °C. Ob razli¢nih ¢asovnih toc¢kah smo merili ODgsp, dokler sevi niso prisli v
stacionarno fazo rasti. Ta je nastopila po priblizno 10 urah (priloga A). Na podlagi rastnih
krivulj omenjenth sevov smo dolo€ili ¢as filtracije gojis€a oziroma pridobivanja
izrabljenega gojiSca vseh testiranih izolatov: gojis¢a smo filtrirali v to¢kah T2 in T4 (2

oziroma 4 ure po prehodu v stacionarno fazo rasti).

3.2.1.5 Priprava izrabljenih gojis¢ LB

Prekonoc¢ne kulture, zrasle v gojis¢u LB, smo v razmerju 1:100 nacepili v erlenmajerice s
50 ml svezega gojis¢a LB, in jih gojili v vodni kopeli pri 200 rpm in 37 °C ter z merjenjem
ODgsp ob razliénih ¢asovnih tockah spremljali rast posameznih izolatov B. subtilis. V tocki
T2 (dve uri po vstopu Vv stacionarno fazo rasti) smo kulture centrifugirali 12 min pri 4 °C in
10 000 rpm (Sigma 3K30). Supernatant smo asepti¢no prefiltrirali v mikrocentrifugirke
skozi filtre s porami premera 0,2 pm. Tako pripravljena izrabljena gojis¢a smo shranili

zamrznjena pri -20 °C do nadaljnjih analiz.
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3.2.1.6 Priprava eritrocitov

Goveje eritrocite smo resuspendirali v 10 ml pufra za pripravo eritrocitov in jih
centrifugirali v centrifugi (Centric 322 A) brez kon¢nega zaviranja (s tem smo preprecili
lizo eritrocitov) 7 minut pri 2000 x g. Supernatant smo odlili in postopek ponavljali, doker
supernatant ni postal prozoren. Eritrocite smo nato resuspendirali v 10 ml fizioloske
raztopine ter suspenzijo zopet centrifugirali 7 minut pri 2000 x g v centrifugi brez
kon¢nega zaviranja (Centric 322 A). Supernatant smo odlili in s fiziolosko raztopino
pripravili suspenzijo eritrocitov z vrednostjo ODgso priblizno 0,7. Sveze pripravljene
eritrocite smo uporabili za izvedbo hemoliticnega testa, s katerim smo ugotavljali

prisotnost spojin s hemoliticno aktivnostjo.

3.2.1.7 Hemoliti¢ni test

Zamrznjena izrabljena gojis¢a LB in B smo odmrznili pri sobni temperaturi. V mikrotitrske
ploscice smo odpipetirali po 100 pl izrabljenih gojiS¢ posameznih sevov. Izrabljena gojisca
LB vsakega seva smo odpipetirali v dveh ponovitvah, izrabljena gojisca B pa v treh. Tik
pred meritvami smo izrabljenim gojis¢em dodali 100 pl sveze pripravljenih eritrocitov.
Napolnjene mikrotitrske plos¢ice smo vstavili v mikrocitalec, ki je meril ODgsg V 30
polminutnih intervalih. Za izra¢un hemoliti¢ne aktivnosti smo uporabili vrednosti ODgsg V

¢asu 0 (1. meritev) in 10 minut (21. meritev).

3.2.1.8 Normalizacija opti¢ne gostote

Ker s spektrofotometrom izmerjene vrednosti ODgsp, visje od 0,7 niso natanéne (niso v
linearnem merilnem obmoc¢ju), smo 7 razlicnih prekonocnih kultur (nekatere v dveh ali
treh ponovitvah) red¢ili 2-krat, 4-krat, 8-krat, 16-krat in 32-krat z gojis¢em B in
pripravljenim red¢itvam izmerili ODgsg. 1zmerjene vrednosti ODgsp smo preracunali v
dejanske tako, da smo jih pomnozili z redCitvenim faktorjem. Vrednosti smo grafi¢no
prikazali: na abscisno os smo nanesli izmerjene vrednosti ODgsp, Na ordinatno pa
preracunane vrednosti ODgsp. Tockam na grafu smo priredili krivuljo in prikazali njeno

enacbo in vrednost R? Iz enacb, ki smo jih dobili, smo za vsak sev izrazili vrednost y, ki
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predstavlja dejansko vrednost ODgsp. Za posamezen sev smo dobili enajst vrednosti ODgso,
ki smo jih povprecili (ker so bila odstopanja med sevi in med paralelkami podobna ter se
signifikantno niso razlikovala) in dobljeno vrednost uporabili pri izracunu relativne
hemoliti¢ne aktivnosti v gojis¢u B. Grafi, pripadajoe enacbe in vrednosti R? za izbrane

izolate so prikazani v prilogi B.

3.2.1.9 Izrac¢un hemoliti¢ne aktivnosti

Hemoliti¢no aktivnost izrabljenih gojiS¢ B smo izrazili z enacbo 1:

. Au - Aiﬂ
o5 hemolize = A— * 100

o (1)

kjer A predstavlja vrednost ODgsg ob casu 0 minut, Ajg pa vrednost ODgso ob casu 10
minut. Hemoliticno aktivnost vsakega seva v gojis¢u B smo normalizirali na gostoto celic
tako, da smo % hemolize delili z dejanskim ODgsy (preracunan glede na redéitvene
krivulje). Dobljeno vrednost smo poimenovali relativna hemoliti¢na aktivnost. Za vsako
vrednost smo izracunali pripadajo¢ standardni odklon in s t-testom preverili, ali so razlike

v relativni hemoliti¢ni aktivnosti med posameznimi sevi signifikantne.

Hemoliti¢no aktivnost v gojis¢u LB smo izracunali po enacbi 1. V tem primeru dobljenih
vrednosti (% hemolize) nismo normalizirali glede na gostoto celic, saj je bila hemoliti¢na
aktivnost pri vseh sevih priblizno enaka tisti pri sevu PS-AQ216, ki nima hemoliti¢ne

aktivnosti.
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3.2.2 Genotipska karakterizacija B. subtilis

3.2.2.1 DNA sevov B. subtilis

Uporabili smo ze izolirano DNA nabreznih in puscavskih sevov. Postopek izolacije DNA
je opisan v objavljeni literaturi (Cohan, 1991; Stefani¢ in Mandi¢ Mulec, 2009). DNA
razli¢nih sevov rodu Bacillus (preglednica 1) smo 10-krat red¢ili in red¢itve uporabili za

genotipizacijo z metodo BOX-PCR.

3.2.2.2 Reagenti in zacetni oligonukleotidi za BOX-PCR

Za genotipizacijo z BOX-PCR smo uporabili zafetne oligonukleotidle BOXAIR z
zaporedjem 5 -CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’, ki se vezejo na ohranjena,
ponavljajoca zaporedja DNA (elemente BOXA1) v genomu preuc¢evanih sevov. Volumen
ene reakcijske mesanice je znasal 25 ul. V preglednici 3 so zapisani reagenti, ki smo jih
uporabili pri PCR in njihova koncentracija oziroma volumen v eni reakcijski mesanici. K

23 pl reakcijske meSanice smo na koncu dodali 2 pl 10-krat red¢ene matricne DNA.

Preglednica 3: Reagenti in njihova koncentracija v reakcijski meSanici za PCR (25 pl).

Reagent Kon¢na koncentracija
dNTP-ji 1,25 mM

5 x reakcijski pufer 1x

DMSO 10 %

BSA 0,2 mg/ml

MqgCl, 4,85 mM

BOXAILR 6 uM

GoTaq polimeraza 0,04 U/ul

dH,0 do 23 pl
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3.2.2.3 Pogoji za BOX-PCR

Za vsak sev smo pripravili reakcijsko meSanico v dveh ponovitvah. Obe ponovitvi sta
vsebovali DNA, odvzeto iz iste mikrocentrifugirke. Potek PCR:

e zaletna denaturacija - 5 minut pri 95 °C,

e denaturacija - 1 minuta pri 94 °C,

e vezava zacetnih oligonukleotidov - 1 minuta pri 50 °C,

e podaljSevanje z GoTaq polimerazo - 5 minut pri 72 °C,

e koncno podaljsevanje 15 minut pri 72 °C.

Cikel denaturacije, vezave in podaljsevanja - 35 ponovitev.

3.2.2.4 Agarozna gelska elektroforeza

Produkte verizne reakcije s polimerazo smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. V
250 ml erlenmajerici smo pripravili 2-odstotni agarozni gel tako, da smo v mikrovalovni
pecici raztopili 2,4 g agaroze v 120 ml 1-kratnega pufra TAE. Erlenmajerico z raztopljeno
agarozo smo pri sobni temperaturi ohladili na priblizno 60 °C in ohlajen gel vlili v nosilec
z glavni¢kom ter pocakali, da se strdi. Nato smo odstranili glavnicek in nosilec z gelom
prestavili v elektroforezno komoro ter vanjo dodali toliko 1-kratnega pufra TAE, da je
prekril gel. V luknjice smo dodali po 5 pl vzorca skupaj z 1 pl 6-kratnega nanaSalnega
pufra oziroma 3 pl elektroforeznega standarda. Po dodatku vseh vzorcev smo zagnali
elektroforezo, ki je tekla 4 ure pri napetosti 75 V. Po elektroforezi smo gel barvali v
raztopini etidijevega bromida 20 minut in razbarvali v destilirani vodi 5 minut. Gel smo

slikali in slike obdelali s programom GeneSnap Syngene.

3.2.2.5 Analiza slik

Na podlagi profilov DNA, ki smo jih dobili kot produkte BOX-PCR po gelski
elektroforezi, smo slike gelov analizirali s programom Bionumerics 6.6. Za izris drevesa
podobnosti smo uporabili Pearsonov koeficient korelacije in metodo UPGMA (ang.
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).
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4 REZULTATI

4.1 FENOTIPSKA KARAKTERIZACIJA

4.1.1 Rast in medsebojno prepoznavanje sorodnih izolatov B. subtilis na

poltrdnem gojis¢u B

Za ugotavljanje prepoznavanja med sorodnimi sevi, smo redgitve (10™*) prekono¢nih kultur
nacepili na poltrdno gojisce B v razli¢nih kombinacijah. Sevi so med sabo na poltrdnem
gojis¢u B tvorili razli¢ne vzorce prepoznavanja: med sabo so se zlili, tvorili opazen pas
med dvema rojema, tvorili stik ali pa se je med rojema dveh sevov pojavila mejna
transparentna cona. Omenjene vzorce prepoznavanja Smo prikazali z razli¢énimi simboli
(preglednica 2). Prepoznavanje smo definirali kot zlitje dveh sevov, neprepoznavanje pa

kot vidno mejo med dvema sevoma.

Primeri razli¢nih vzorcev prepoznavanja med nabreznimi sevi in puscavskim sevom RO-
FF-1 na gojis¢u B so prikazani na sliki 5. Vsi sevi, razen PS-108 in RO-FF-1, so na
ploscah z gojis¢em B tvorili vzorce v obliki razvejanih dendritov, kar je tipi¢en vzorec rasti
B. subtilis na tovrstnem gojis¢u (Julkowska in sod., 2004). Seva PS-108 in RO-FF-1 nista
tvorila dendritov in sta vedno zrasla v nepravilno kolonijo, prekrito s sluzjo (slike 5A, 5B
in 51). Pri vseh preucevanih sevih smo opazili, da v kombinaciji s samim sabo ne tvorijo

mejne linije, ampak se med seboj vedno zlijejo (slike 5B, 5D in 5G).
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Slika 5: Primeri rasti in vzorcev medsebojnega prepoznavanja izolatov B. subtilis na poltrdnem gojisc¢u B.

Slika prikazuje razli¢ne kombinacije sevov, ki so med sabo tvorili prosojne mejne cone (A, C, D, 1). Sevi so
se v kombinaciji s samim seboj prepoznali kot enaki in se zlili v enako kolonijo. Primeri zlitja so prikazani za
seve PS-68 (B), PS-217 (D) in PS-31 (G). Prepoznavanje smo opazili tudi pri nekaterih sevih, ki si delijo isti
ekotip (PE 10) in hkrati ferotip (168). Taksni primeri so prikazani za seve PS-68 in PS-216 (E) ter PS-51 in
PS-216 (F). Sev RO-FF-1 z nabreznimi sevi vedno tvori mejno linijo (B in I). Seva PS-31 in PS-24 tvorita
med sabo viden mejni pas (H). Med sevoma PS-31 in PS-51 je prislo do stika (G).
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4.1.2 Vzorci medsebojnega prepoznavanja izolatov B. subtilis glede na

njihovo pripadnost ferotipu ali ekotipu

Za lazje iskanje morebitnih povezav med vzorcem prepoznavanja in pripadnostjo sevov
ferotipu ali ekotipu, smo rezultate prikazali na dva nacina: preglednici 4 in 5 prikazujeta

vzorce prepoznavanja za seve, ki smo jih po barvah razdelili v ferotipe in ekotipe.

Vzorec prepoznavanja, Ki se najpogosteje pojavlja med izbranimi izolati, je prosojna mejna
linija, ki spominja na lizo celic. Ta se pojavlja tako med sevi razli¢nih ferotipov kot tudi
med sevi istega ferotipa. Enako velja za ekotipe, z izjemo ekotipa PE 10, kjer med sevi
prihaja do zlitja ali pa do stika, nikoli pa do tvorbe prosojne mejne linije. Do zlitja oziroma
prepoznavanja je prislo le med pari istih sevov in med nekaterimi sevi istega ekotipa in
ferotipa. Ti sevi so PS-216, PS-51 in PS-68 iz ekotipa PE 10 in ferotipa 168 ter PS-217 in
PS-218 iz ekotipa PE 32 in ferotipa RS-D-2/NAF4. Seva PS-31 in PS-261, ki spadata v isti
ekotip (PE 10) in ferotip (RO-H-1/R0O-B-2), sta med sabo in z vsemi ostalimi sevi iz istega
ekotipa tvorila stik. V' splosnem lahko zaklju¢imo, da je do zlitja prislo le med istimi Sevi
in nekaterimi sevi istega ekotipa in ferotipa. Do opazne mejne linije (stik) je prislo, ¢e so se
sevi razlikovali vsaj v eni lastnosti (ferotipu) imeli pa so isti ekotip. SirSo morfologko
razlicno mejno linijo smo opazili med sevi, ki so se razlikovali vsaj v eni lastnosti. Med
sevi, ki so se razlikovali v dveh lastnostih (ekotipu in ferotipu) je vedno prislo do opazne in
robustne mejne linije (Sirokega morfolosko razli¢nega pasu ali prosojne linije). Seva PS-
108 in RO-FF-1 sta z vsemi ostalimi sevi tvorila prosojno mejno linijo. Od ostalih sevov
sta se razlikovala le v eni lastnosti (ekotipu ali ferotipu). V celoti smo dolo¢ili pet skupin
sevov med katerimi je prislo do nastanka prosojne mejne linije. Ce pa upostevamo tudi
siroke morfolo$ko razli¢ne meje in tanjse, a opazne stike je diverziteta nesorodnih sevov Se
ve¢ja: med 15 sevi B. subtilis opazimo 12 sorodstvenih skupin. Torej je skoraj vsak sev
drugacen od drugega (slika 6).
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Preglednica 4: Vzorci medsebojnega prepoznavanja izolatov B. subtilis na poltrdnem gojis¢u B glede na

ferotip. Sevi, ki pripadajo istemu ferotipu, so oznaceni z isto barvo (vijoli¢na - ferotip 168, zelena - ferotip

RS-D-2/NAF4, rumena — ferotip RO-H-1/RO-B-2). Prozorna mejna linija, seva se prepoznata kot druga¢na

(+); neprosojni mejni pas celic med dvema sevoma (0); seva tvorita kolonije razli¢nih velikosti in se stikata z

opazno mejo (-/0); seva se prepoznata kot sorodna in se zlijeta (-).

108 93 52 55 31 261 196 218

108 -

93 + -

52 + + -

55 + + [e}

31 + + + + -

261 + + + + -lo -

196 + + + o + + -

218 + -lo + + + + -lo -

217 + -lo + + + + -lo - -

24 + + + + o o + + +

15 + + + o + + + + +

68 + + + + -lo -lo + + +

51 + + + + -lo -lo + + +

216 + + + + -lo -lo + + +
ROFF1 + + + + + + + + +

217

24 15 68 51 216 ROFF1

Preglednica 5: VVzorci medsebojnega prepoznavanja izolatov B. subtilis na poltrdnem gojis¢u B glede na

ekotip. Sevi, ki pripadajo istemu ekotipu so oznaceni z isto barvo (roza - ekotip PE 32, modra — ekotip PE

10, zelena — ekotip PE 22, oranzna — ekotip PE 21). Prozorna mejna linija, seva se prepoznata kot druga¢na

(+); neprosojni mejni pas celic med dvema sevoma (0); seva tvorita kolonije razli¢nih velikosti in se stikata z

opazno mejo (-/0); seva se prepoznata kot sorodna in se zlijeta (-).

108 15 55 93 24 52 217 218

108 -

15 + -

55 + o} -

93 + + + -

24 + + + + -

52 + + o] + + -

217 + + + -lo + + -

218 + + + -lo + + - -

31 + + + + o + + + -

261 + + + + o] + + + -lo

51 + + + + o + + + -lo

68 + + + + o + + + -lo

216 + + + + o} + + + -lo
- + + o + + + -lo -lo +
ROFF1 + + + + + + + + +

31

216/ 196 ROFF1

261 51 68
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Slika 6: Mreza interakcij nabreznih (Stevilke) in puscavskega (FF1) seva B. subtilis na poltrdnem gojis¢u B.
Barve simbolov predstavljajo ferotip (vijoli¢na: 168; zelena: RS-D-2/NAF4; rumena: RO-H-1/RO-B-2),
oblike pa ekotip (kvadrat: PE 10, trikotnik: PE 32, karo: PE 22, zvezdica: PE 22). Zlitje sevov je prikazano s
prekrivanjem simbolov, stik z neprekinjeno ¢rto in §ir§i mejni pas s prekinjeno ¢rto. Simboli, ki se ne
prekrivajo ali se ne povezujejo s prekinjeno ali neprekinjeno ¢rto, predstavljajo izolate, ki so med sabo tvorili

prosojno mejno linijo.

4.1.3 Delez vzorcev medsebojnega prepoznavanja izolatov B. subtilis glede na

njihovo pripadnost ferotipom in ekotipom

Iz frekvenc razli¢nih tipov prepoznavanja smo izracunali deleze vzorcev prepoznavanja
med sevi znotraj istih ali med razli¢nimi ferotipi in ekotipi (preglednici 6 in 7). V izracunu

delezev nismo upostevali simbolov, ki predstavljajo prepoznavanje sevov s samim sabo.
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Najpogosteje smo opazili prosojno mejno linijo, ki se je pojavila med pripadniki razli¢nih
ferotipov (79,8 %) in ekotipov (88,0 %). To linijo so tvorili tudi sevi, ki so imeli isti ferotip
(74,2 %) ali ekotip (60,5 %) in so se med sabo razlikovali vsaj v eni lastnosti. Ti se med
sabo nikoli niso prepoznavali kot sorodni in so poleg prosojne linije tvorili bodisi stik
bodisi morfolo§ko drugacen pas. Delez prepoznavanja (zlitje) izolatov istega ferotipa je
12,9 %, ce pa izolate razvrstimo v ekotipe, je ta delez 10,5 %. Tipi¢nega vzorca
prepoznavanja, ki bi se pojavljal med sevi iz istih ali razli¢nih ferotipov oziroma ekotipov
ni, saj se med sevi iz razli¢nih in istih ferotipov ali ekotipov pojavljajo tako vzorci
neprepoznavanja kot tudi prepoznavanja. Na podlagi rezultatov lahko trdimo le, da kadar
seva spadata v razlicen ferotip in/ali ekotip, med njima vedno pride do neprepoznavanja,
linija pa lahko nastane tudi med sevoma, ki si delita isti ferotip in/ali ekotip. Do zlitja dveh

sevov pride le, kadar spadata v isti ferotip in ekotip.

Preglednica 6: Delez vzorcev medsebojnega prepoznavanja med sevi iz istih ali razli¢nih ferotipov. Simboli
predstavljajo razliéne vzorce medsebojnega prepoznavanja: prozorna mejna linija, seva se prepoznata kot
drugaéna (+); neprosojni mejni pas celic med dvema sevoma (0); seva tvorita kolonije razli¢nih velikosti in

se stikata z opazno mejo (-/0); seva se prepoznata kot sorodna in se zlijeta (-).

Vzorec RAZLICEN
prepoznavanja SULIFSNOLE FEROTIP
+ 74,2 % 79,8 %
0 3,2 % 9,5%
-/o 9,7% 10,7 %
- 129 % 0%

Preglednica 7: Delez vzorcev medsebojnega prepoznavanja med sevi iz istih ali razli¢nih ekotipov. Simboli
predstavljajo razliéne vzorce medsebojnega prepoznavanja: prozorna mejna linija, seva se prepoznata kot
druga¢na (+); neprosojni mejni pas celic med dvema sevoma (0); seva tvorita kolonije razli¢nih velikosti in

se stikata z opazno mejo (-/0); seva se prepoznata kot sorodna in se zlijeta (-).

Vzorec RAZLICEN
prepoznavanja SUU BN EKOTIP
+ 60,5 % 88,0 %
0 53% 9,0%
-lo 23,7 % 3,0%

- 10,5 % 0,0 %
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4.1.4 Hemoliti¢na aktivnost izolatov B. subtilis

Za ve€ino sevov B. subtilis je znacilna tvorba lipopeptidnih biosurfaktantov, med katerimi
so najveckrat omenjeni tisti iz druzine surfaktinov. Poleg njih v literaturi v povezavi z B.
subtilis pogosto navajajo tudi biosurfaktante, ki spadajo v druzine iturinov in fengicinov
(Ongena in Jacques, 2007). Za vse omenjene druzine biosurfaktantov je znacilna
sposobnost razgradnje eritrocitov ali hemoliticna aktivnost (Morén in sod., 2002; Aranda
in sod., 2005; Deleu in sod., 2008). To smo s hemoliti¢nim testom preverjali tudi v okviru

tega magistrskega dela.

4.1.4.1 Hemoliti¢na aktivnost izolatov B. subtilis v teko¢em gojiscu B

Tvorbo sekundarnih metabolitov s sposobnostjo razgradnje eritrocitov smo ugotavljali z
raCunanjem relativne hemoliticne aktivnosti izrabljenih gojis¢ B. Izrabljena gojisca
nabreznih (PS) in puscavskega (RO-FF-1) izolata B. subtilis smo pridobili 2 (T2) in 4 (T4)
ure po prehodu v stacionarno fazo rasti bakterij v gojis¢u B. S tem smo zeleli preveriti, ali
so ob razlicnih ¢asovnih tockah v stacionarni fazi rasti prisotne razlike v koli¢ini nastalih
biosurfaktantov. Med ¢asovnima to¢kama, ki smo ju dolo¢ili, so bile signifikantne razlike
v hemoliti¢ni aktivnosti prisotne le pri sevih PS-15 in PS-52, drugje razlik v relativni
hemoliti¢ni aktivnosti istega seva med izbranima tockama ni bilo (priloga D). Na sliki 7 je
prikazana relativna hemoliticna aktivnost izrabljenih gojis¢ B v tocki T2. Za vse nabrezne
seve je znacilna doloc¢ena stopnja hemoliticne aktivnosti. Najvi§jo relativno hemoliti¢no
aktivnost ima sev PS-108. Stopnja hemoliti¢ne aktivnosti seva PS-108 (0,25) je
signifikantno visja kot pri ostalih izolatih, razen pri PS-218, PS-216, PS-68 in PS-217.
Spojina, ki najbrz igra najvecjo vlogo pri razgradnji eritrocitov, je surfaktin, saj sev PS-216
ima hemoliti¢no aktivnost, sev PS-AQ216, ki ne nosi zapisa za ComQ pa ne, saj ne more
sintetizirati surfaktina v izbranem gojis¢u. Rezultati t-statistike, s katero smo preverjali
signifikantnost razlik v hemoliti¢ni aktivnosti med posameznimi izolati, so prikazani v

prilogi E.
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Slika 7: Relativna hemoliti¢na aktivnost nabreznih (PS) in puséavskega izolata B. subtilis (RO-FF-1) v
gojiscu B. Graf prikazuje relativno hemoliti¢no aktivnost izrabljenih gojis¢, ki smo jih pridobili 2 uri po
vstopu v stacionarno fazo rasti (T2). Prikazani so pripadajoci standardni odkloni. Sev PS-108 ima najvisjo
relativno hemoliti¢no aktivnost (oznaceno z zvezdico nad stolpcem), ki se signifikantno razlikuje od ostalih

sevov, razen PS-216, PS-218 in PS-68 in PS-217.
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4.1.4.2 Hemoliti¢na aktivnost izolatov B. subtilis v teko¢em gojis¢u LB

Hemoliti¢na aktivnost nabreznih in pusc¢avskega izolata v bogatem gojis¢u LB je prikazana
na sliki 8. V gojis¢u LB nobeden izmed preucevanih sevov ni imel hemoliti¢ne aktivnosti.
Razlike v hemolizi med izbranimi izolati niso bile signifikantne. Ker so bile izmerjene
vrednosti hemoliticne aktivnosti v gojis¢u LB pri vseh sevih zelo nizke, dobljenih
vrednosti nismo normalizirali na gostoto celic in rezultata nismo prikazali v obliki relativne
hemoliti¢ne aktivnosti, kot smo to storili pri izratunu hemoliti¢ne aktivnosti v gojis¢u B.
Tako kot v gojiscu B, seva RO-FF-1 in PS-A216 tudi v gojis¢u LB nimata sposobnosti

sinteze surfaktantov s hemoliti¢no aktivnostjo.
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Slika 8: Odstotek hemolize nabreznih (PS) in puscavskega izolata B. subtilis (RO-FF-1) v gojis¢u LB. Pri

vsakem stolpcu so prikazani pripadajoci standardni odkloni.
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4.2 GENOTIPIZACIJA B. subtilis IN B. amyloliquefaciens

Preu¢evani nabreZni izolati B. subtilis pripadajo razli¢nim ekotipom in ferotipom (Stefanic
in sod., 2012). Pripadnost seva nekemu ekotipu je doloCena na podlagi podobnosti
zaporedij gospodinjskih genov in algoritma »Ecotype Simulation« ter potrjena s
testiranjem fenotipskih lastnosti (Koeppel in sod., 2008; Connor in sod. 2010; Stefani¢ in
sod., 2012). Pripadnost ferotipu pa je doloGena s sposobnostjo medsebojnega
komuniciranja in odzivanja na feromone (v primeru B. subtilis je to odziv na feromon
ComX) (Tran in sod., 2000; Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002; Stefani¢ in
Mandié-Mulec, 2009; Stefani¢ in sod., 2012). Na podlagi slike profilov BOX-PCR in
dendrograma, izrisanega na podlagi teh profilov, smo skusali ugotoviti, ali lahko z metodo
BOX-PCR razlikujemo med zelo podobnimi nabreznimi sevi vrste Bacillus subtilis in na
podlagi tega morda dolo¢imo povezave z vzorci prepoznavanja. Nekateri nabrezni sevi B.
subtilis imajo zaporedja gospodinjskih genov rpoB, dnaJ in gyrA zelo podobna ali celo
identi¢na (Stefani¢, 2009). Ti, med sabo podobni sevi spadajo tudi v isti ekotip.
Stoodstotna podobnost v zaporedju omenjenih genov se npr. pojavlja med sevi PS-51, PS-
68 in PS-261, sev PS-216 pa jim je podoben v 99,9 %. Stoodstotno podobna v nastetih
gospodinjskih genih sta tudi seva PS-218 in PS-217, seva PS-24 in PS-93 pa sta podobna v
99,9 % (Stefani¢, 2009). Predpostavili smo, da bodo sevi PS-68, PS-216 in PS-51 imeli
enak profil BOX-PCR, enako bi naj veljalo za PS-217 in PS-218. Poleg tega smo
predpostavili, da imajo sevi, ki na poltrdnem gojis¢u tvorijo prosojno mejno linijo,
drugacen profil BOX-PCR.

4.2.1 Analiza profilov BOX-PCR

Da smo dolo¢ili primerne pogoje za BOX-PCR, smo metodo najprej optimizirali. Sprva
smo za vezavo zaletnih oligonukleotidov izbrali temperaturo 53 °C in 30 reakcijskih
ciklov BOX-PCR. Taksni pogoji niso bili primerni, saj smo po pomnoZevanju za
posamezen sev dobili le po dva ali tri fragmente DNA. Glede na pretekle Studije BOX-
PCR v povezavi z vrstami iz rodu Bacillus smo pricakovali, da bo Stevilo fragmentov za

posamezen sev vecje (Kim in sod., 2001; Brusetti in sod., 2008). Primerljive rezultate
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(veCje Stevilo fragmentov) smo dobili, ko smo znizali temperaturo vezave zacetnih

oligonukleotidov na 50 °C in povecali Stevilo ciklov reakcije na 35.

Profili BOX-PCR in dendrogram, izrisan na podlagi profilov, so prikazani na sliki 9. Na
podlagi rezultatov BOX-PCR smo ugotavljali, kako se sevi med sabo razlikujejo profilih
DNA. Za primerjavo smo v poskus vkljuéili Se precej razliéna seva B. subtilis subsp.
inagquosorum DV3-E-3 ter B. amyloliquefaciens PS-122, ki spadata v drugo podvrsto

oziroma vrsto.

Slika s profili BOX-PCR kaze, da so pri veéini sevov pri obeh ponovitvah v paru istega
seva, prisotni enaki fragmenti, vendar so ponekod posamezni fragmenti slabSe vidni pri eni
od ponovitev. Pri sevih PS-15, PS-24 in PS-261 je pri eni od ponovitev prisotnih manj
fragmentov, kot pri drugi ponovitvi, kar pomeni, da bi bilo treba metodo v prihodnosti $e
natan¢neje optimizirati. Med nabreznimi sevi in puS¢avskim sevom RO-FF-1 na sliki ne
opazimo vecjih razlik, ki bi omenjen puscavski sev lo¢ile od nabreznih. Seva PS-122 iz
vrste B. amyloliquefaciens in sev DV3-E-3 iz vrste B. subtilis in podvrste inaquosorum se
v profilu BOX-PCR po pri¢akovanju mo¢no razlikujeta od ostalih sevov. Vsebujeta manjse
Stevilo fragmentov, ki so tudi drugac¢nih dolzin kot pri ostalih izolatih. Oc¢itno manjse
Stevilo fragmentov kot ostali nabrezni izolati ima tudi sev PS-108, ki z vsemi sevi tvori
prosojno linijo. Manjse Stevilo dobljenih fragmentov pri tem sevu je lahko tudi posledica
manjse kolicine DNA v vzorcu. Kljub temu je BOX profil pri tem sevu bolj podoben
tistemu iz Bacillus subtilis subsp. subtilis kot sevoma, ki sta iz druge podvrste in vrste:
DV3-E-3 in PS-122.

Na podlagi profilov, ki smo jih dobili z agarozno gelsko elektroforezo produktov BOX-
PCR (slika 9B), smo s programom Bionumerics 6.6 izrisali dendrogram (slika 9A). Za
izraCun podobnosti med izolati smo uporabili Pearsonov koeficient korelacije, za izris
dendrograma pa metodo UPGMA. Odstotki podobnosti med pari izolatov so prikazani v
prilogi C. Dendrogram kaze, da so Si ponovitve sevov (a in b) med sabo najbolj podobne —
90-odstotna podobnost v profilu BOX-PCR. Izjema je le sev PS-15, pri katerem ponovitvi
sevov kazeta 89 % podobnosti in je ena od ponovitev (PS-15 a) bolj podobna sevu PS-52,
kot drugi ponovitvi istega seva (PS-15 b). Testirane seve lahko glede na njihove profile
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BOX-PCR razdelimo v 5 skupin. Puscavski sev RO-FF-1 in vsi nabrezni sevi, razen PS-
108, se delijo v dve skupini, ki med sabo kazeta 74 % podobnosti. V prvi skupini so sevi
PS-261, PS-216, PS-51 in PS-14, ki spadajo v ekotip PE 10 in sev PS-55, ki spada v ekotip
PE 32 in se najbolj razlikuje od ostalih znotraj te skupine. V drugi skupini lahko izolate
razdelimo v tri podskupine: v prvi podskupini so sevi PS-218, PS-217, PS-196, RO-FF-1,
PS-93 in PS-31. Trije sevi spadajo v ekotip PE 32 (PS-218, PS-217 in PS-93), sev RO-FF-
1 sodi v ekotip PE 12, sev PS-31 pa v ekotip PE 10. V drugi podskupini so izolati PS-52,
PS-15 in PS-24, ki spadajo v ekotip PE 32, v tretji pa sev PS-68 iz ekotipa PE 10, ki se
najbolj razlikuje od ostalih dveh podskupin. Omenjenima skupinama je najbolj podoben
sev PS-108 (65 % podobnosti). Sev DV3-E-3, ki spada v drugo podvrsto kaze 51 %
podobnosti z nabreznimi in puséavskim izolatom RO-FF-1, sev B. amyloliquefaciens 122
(PS-122) pa je, glede na velikost fragmentov med BOX elementi, ostalim najmanj podoben

(21 % podobnosti z ostalimi testiranimi sevi).

Postavljeni predpostavki z omenjeno metodo nismo mogli v popolnosti potrditi. Kot smo
predpostavili, seva PS-217 in PS-218 pokazeta visoko podobnost v profilu BOX-PCR.
Podobno velja za seva PS-216 in PS-51, vendar iz slednje skupine izpade profil BOX—PCR
seva PS-68, ki se tudi zlije s tema dvema sevoma, a tvori drugacen profil. Med BOX-PCR
in pojavom prosojne linije ne opazimo nobene korelacije, saj se profili BOX-PCR med

sabo izrazito razlikujejo.
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Slika 9: Profili BOX-PCR (B) in drevo podobnosti, izrisano na podlagi profilov BOX-PCR (A). Za vsak sev
smo izvedli PCR v dveh ponovitvah (a in b). V analizo smo poleg nabreznih sevov (PS) vkljucili se
puscavska seva RO-FF-1 in DV3-E-3. Seva PS-122 in DV3-E-3 spadata v drugo vrsto oziroma podvrsto (B.
amyloliquefaciens oziroma B. subtilis subsp. inaquosorum). Barve simbolov ob imenih izolatov predstavljajo
ferotip (vijoliéna: 168; zelena: RS-D-2/NAF4; rumena: RO-H-1/RO-B-2), oblike pa ekotip (kvadrat: PE 10,
trikotnik: PE 32, karo: PE 22, zvezdica: PE 22, kriz: PE 12). Za sev PS-122 pripadnost ekotipu oziroma
ferotipu ni dolo¢ena. Prosojni kvadrati nad imeni sevov oznacujejo tiste seve, za katere smo predpostavili, da
bodo med sabo izrazito podobni (zlitje). Obarvani krogi znotraj profilov BOX-PCR predstavljajo 5 skupin, Ki
med sabo tvorijo prosojne mejne linije. Vsaka barva oznacuje profil BOX-PCR ene lo¢ene skupine.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Vzorci medsebojnega prepoznavanja izolatov B. subtilis na poltrdnem

gojis¢u B

Za seve B. subtilis je znacilno rojenje, veccelicno gibanje po povrSinah, pri katerem
pomembno vlogo igrajo bicki, medceli¢ne interakcije in prisotnost surfaktanta, ¢eprav je ta
nacin vedenja Se vedno zelo slabo razumljen (Kearns, 2010). Surfaktanti zniZujejo
povrsinsko napetost med celico in substratom ter tako omogocajo premikanje sevov po
rojenje vplivata tudi koncentracija agarja in temperatura inkubacije (Julkowska, 2004). V
magistrskem delu smo preverjali vzorce medsebojnega prepoznavanja nabreznih izolatov
in puscavskega izolata na gojis¢u B (0,7 % agar), kjer so vsi nabrezni izolati, razen PS-108
tvorili razvejane dendrite, kar je na tovrstnem gojis¢u znacilen vzorec rasti tudi za naravni
sev B. subtilis 3610 (Julkowska in sod., 2004). Seva PS-108 in RO-FF-1 sta zrasla v

sluzavi obliki in sta na gojisc¢u tvorila nesimetri¢en vzorec rasti.

Ko se na agarski plos¢i med sabo sreCata dva razli¢na rojeca seva, se med njima tvori
vidna meja z nizjo gostoto celic (Budding in sod., 2009). To so poimenovali Dienesova
linija, po Louisu Dienesu, ki je leta 1946 preuceval kompatibilnost izolatov po Gramu
negativne vrste P. mirabilis in opazil, da se med razlicnimi sevi tvori mejna linija, med
kolonijami istega seva pa prihaja do zlitja (Dienes, 1946). Dienesov test se Se danes
uporablja v diagnosti¢nih laboratorijih za tipizacijo klini¢nih izolatov P. mirabilis in P.
aeruginosa (Budding in sod., 2009; Munson in sod., 2002), nedavne raziskave na Katedri
za mikrobiologijo pa so pokazale, da se prosojna mejna linija, ki spominja na Dienesovo

linijo, tvori tudi med izolati B. subtilis (Benigar, 2011).

V pricujoci raziskavi smo opazili, da se na gojis¢u B z 0,7 % agarja na mestu sre¢anja dveh
rojecih sevov B. subtilis tvorijo razli¢ni vzorci. Sevi so se med sabo zlili, tvorili prosojno

Dienesovo linijo, tvorili mejni pas z opazno druga¢no morfologijo kolonij ali pa je med
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dvema sevoma prislo do vidnega stika. V okviru te magistrske naloge smo preverjali, ali so
doloc¢eni vzorci medsebojnega prepoznavanja vezani na ferotip ali ekotip. Ugotovili smo,
da je Dienesova linija najpogostejsi fenotip med dvema razli¢nima sevoma, najredkeje pa
opazimo zlitje sevov. In sicer, od 105 kombinacij smo zlitje med razli¢nimi sevi zaznali le
4 krat, med kolonijami istega seva pa vedno. Prosojna linija je nastala pri 73 od 105
testiranih kombinacij razli¢nih sevov. V preostalih 28 kombinacijah pa smo opazili Siroko
morfolosko drugacno mejo ali pa stik. Do zlitja ni nikoli prislo pri sevih ki so imeli
razlicen ferotip in ekotip. Kljub temu, da so se sevi istih ferotipov sposobni odzivati na
medsebojne signale oziroma imajo sevi enakega ekotipa bolj podobna zaporedja
gospodinjskih genov, te lastnosti najverjetneje ne igrajo dominantne oziroma neposredne
pri B. subtilis Se nepoznane genetske determinante, ki jih bo potrebno Se identificirati.
Gibbs in sod. (2008) so z naklju¢no transpozonsko mutagenezo nasSli mutanto seva P.
mirabilis BB2000, ki je s starSevskim, nemutiranim sevom tvorila Dienesovo linijo, ki se
med dvema kolonijama istega, nemutiranega seva BB2000 ne tvori. Odkrili so, da je za
nastanek linije med mutanto in starSevskim sevom odgovoren operon idSABCDEF, iz 6
genov. Kasneje so ugotovili, da sta poleg operona ids v prepoznavanje genetsko identi¢nih
sevov P. mirabilis vpletena Se lokusa tss in idr. Lokus idr kodira proteine, ki so potrebni za
zlitje s starSevskim sevom BB2000, lokus tss pa nosi zapis za izlivni sistem tipa VI, ki je
odgovoren za transport proteinov Ids in Idr iz celice (Wenren in sod., 2013). Te ugotovitve
kazejo, da je mehanizem prepoznavanja med bakterijami zelo zapleten, in da je verjetno
tudi za nastanek meje med sevi B. subtilis odgovoren kompleksen mehanizem, ki nam je

zaenkrat Se nepoznan.

5.1.2 Hemolitiéna aktivnost B. subtilis

Sevi iz rodu Bacillus predstavljajo mikrobne tovarne, ki proizvajajo vrsto biolosko aktivnih
molekul. Stiri do pet odstotkov genoma B. subtilis predstavljajo geni, odgovorni za sintezo
ve¢ kot 20 strukturno razli¢nih protimikrobnih spojin (Stein, 2005). Med njimi so tudi
cikli¢ni lipopeptidi z lastnostmi surfaktantov. Najbolj znan biosurfaktant, ki ga sintetizira

B. subtilis je surfaktin, poleg njega pa so za B. subtilis znacilni tudi redkeje omenjeni
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biosurfaktanti iz druzin iturinov in fengicinov. Vse tri druzine biosurfaktantov kazejo
razlicne bioloske aktivnosti, med katerimi je tudi hemoliti¢na aktivnost. Tvorbo
biosurfaktantov nabreznih sevov in puscavskega seva RO-FF-1 smo spremljali z
merjenjem hemoliti¢ne aktivnosti izrabljenih gojis¢ B in LB. Najvi§jo hemoliticno
aktivnost med lipopeptidnimi biosurfaktanti, ki jih sintetizirajo sevi iz rodu Bacillus, ima
surfaktin (Ongena in Jacques, 2007). Surfaktin se sintetizira v stacionarni fazi rasti, ko v
rastnem gojiscu zacne primanjkovati hranil (Seydlova in Svobodova, 2008). Za merjenje
hemolize v gojis¢u LB smo uporabili izrabljena gojis¢a, pridobljena 2 uri po vstopu v
stacionarno fazo rasti, za merjenje hemoliticne aktivnosti v gojis¢u B pa smo uporabili
izrabljena gojisc¢a sevov, ki smo jih pridobili 2 in 4 ure po vstopu v stacionarno fazo rasti.
Med izbranima ¢asovnima tockama, z izjemo sevov PS-15 in PS-52, ni bilo signifikantnih
razlik v relativni hemoliti¢ni aktivnosti. Intenziteta hemoliti¢ne aktivnosti se je med sevi

razlikovala in ni bila vezana na ferotip ali ekotip.

Seva PS-A216 in RO-FF-1 v gojiscu B nista izlocala spojin s hemoliti¢no aktivnostjo.
Vzork za odsotnost te aktivnosti pri RO-FF-1 ni poznan, sev PS-A216 pa ne sintetizira
surfaktina, ker ima okvarjen zapis za encim ComQ, odgovoren za modifikacijo ComX v
dekapeptid. Znano je, da je ta potreben za aktivacijo genov za sintezo surfaktina (D’Souza
in sod., 1994). Fengicini imajo 40-krat nizjo hemoliti¢no aktivnost kot surfaktini, zaradi
Cesar je morda hemoliti¢na aktivnost fengicina pod mejo detekcije (Deleu in sod., 2008).
Tudi Moran in sod. (2002) so opazovali hemoliti¢no aktivnost izolatov B. subtilis in kot
glavni vzrok za hemoliti¢no aktivnost seva B. subtilis O9 navedli surfaktin in zanemarili

sintezo drugih surfaktantov, sposobnih hemolize.

V nasprotju z gojisS¢em B, kjer so vsi nabrezni sevi izlocali snovi, ki so povzrocile
hemolizo eritrocitov, v gojis¢u LB nobeden izmed njih ni tvoril hemoliti¢nih spojin. To
kaZe na to, da je pomemben dejavnik, ki vpliva na sintezo surfaktina, tudi vrsta gojisca.
Gojisce LB je kompleksno gojisce in predstavlja bogat vir hranil, gojisc¢e B pa je revno in

vsebuje le nujne komponente za rast B. subtilis.
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5.1.3 Genotipizacija nabreznih in pusc¢avskih izolatov z BOX-PCR

BOX-PCR je ena izmed genotipizacijskih metod rep-PCR, ki temelji na pomnoZevanju
zaporedij med ponavljajo¢imi elementi BOX in se je mnogokrat izkazala za uspe$no pri
razlikovanju med vrstami in celo med sevi, ki pripadajo isti vrsti (Kim in sod., 2001; Tacdo
in sod., 2005; Brusetti in sod., 2008). Za BOX-PCR se najpogosteje uporabljajo zacetni
oligonukleotidi BOXALR, ki se vezejo na elemente boxA. V magistrski nalogi smo z
metodo BOX-PCR ugotavljali, ali lahko s pomocjo te metode lo¢imo ozko sorodne
nabrezne seve znotraj vrste B. subtilis. Za kontrolo obcutljivosti metode smo v analizo
vkljucili Se izolata iz podvrste B. subtilis subsp. inaquosorum in vrste B.
amyloliquefaciens. Nabrezni izolati in puScavski izolat RO-FF-1 se na podlagi analize
zaporedij gospodinjskih genov rpoB, dnaJ in gyrA delijo v stiri ekotipe (Stefani¢ in sod.,
2012). Zanimalo nas je, ali ekotipi in profili BOX-PCR sovpadajo.

Puscéavska seva (RO in DV) in nabrezne seve smo na podlagi profilov BOX-PCR razdelili
v 5 skupin. Sevi PS-108, DV3-E-3 in PS-122 se na dendrogramu lo¢ijo med sabo in od
ostalih nabreznih sevov, ki se zdruzujejo v dve vecji skupini, znotraj katerih so izolati, ki
pripadajo razli¢nim ekotipom. V eno izmed omenjenih skupin spada tudi puscavski sev
RO-FF-1. Glede na to, da so si pari istih sevov med sabo najbolj podobni, lahko iz nasih
rezultatov trdimo, da je BOX-PCR primerna metoda za razlikovanje med sevi, vendar na§
dendrogram ni v skladu s filogenetsko pripadnostjo sevov, doloceno na podlagi zaporedij
gospodinjskih genov rpoB, dnaJ in gyrA. Ker so znotraj omenjenih dveh skupin prisotni
izolati iz razli¢nih ekotipov, na podlagi rezultatov tudi ne moremo trditi, da je BOX-PCR
primerna metoda za razlikovanje sevov na podlagi njihove pripadnosti ekotipom. Vzroki za
razporeditev v takSne skupine bi lahko bili tudi metodoloski. Morda DNA naSih sevov
vsebuje vecje Stevilo fragmentov, ki jih z naSimi pogoji izvedbe BOX-PCR in gelske
elektroforeze nismo zaznali in bi morebiti z izboljSavo metode dobili skupine, ki bi
korelirale s pripadnostjo ekotipom. Brusetti in sod. (2008) so namre¢ opazili, da je bilo
prisotnih ve¢ fragmentov, ko so pri BOX-PCR uporabili fluorescentno oznacene zacetne
oligonukleotide in produkte reakcije pregledali s kapilarno elektroforezo. To so pokazali
pri sevih B. cereus, Escherichia coli in pri sevih iz rodov Modestobacter in Blastococcus.

Z uporabo fluorescentno oznacenih zacetnih oligonukleotidov pri BOX-PCR so 29 sevov
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M. multisepatus, izoliranih iz 3 mikrookolij iste karbonatne kamnine, razdelili v skupine, ki
so korelirale z mestom njihove izolacije, medtem ko obi¢ajna metoda BOX-PCR v
kombinaciji z gelsko elektroforezo ni bila primerna za locevanje v takSne skupine. V isti
Studiji so tudi pokazali, da se sevi vrste Streptococcus thermophilus, izolirani iz jogurta, Ki
ga proizvajajo farme razlicnih georgrafskih obmocij, na podlagi F-BOX-PCR zdruzujejo v
skupine, ki korelirajo z geografskim poreklom produkta. Pomembni dejavniki, ki vplivajo
na uspes$nost BOX-PCR in Stevilo pomnozenih fragmenotv, so tudi temperatura prileganja
zacCetnih oligonukleotidov, Stevilo ciklov PCR in izbira polimeraze ter primernega pufra za
njeno delovanje (Cherif in sod., 2002; van Belkum in sod., 1996). Tudi mi smo imeli
precej tezav z optimizacijo BOX-PCR. Ce smo uporabili previsoko temperaturo prileganja
zacetnih oligonukleotidov (53 °C) in premalo Stevilo ciklov (30), smo za posamezen sev
dobili BOX profil z le dvemi ali tremi fragmenti. Sele ko smo znizali temperaturo
naleganja zacetnih oligonukleotidov na 50 °C in zvisali $tevilo ciklov na 35 smo dobili
rezultate z ve¢jim Stevilom dobljenih fragmentov. Taksne rezultate (profile BOX-PCR)
smo nato lahko med sabo primerjali in jih analizirali. Poudariti pa je potrebno, da smo s
tak$no spremembo pogojev tudi znizali specificnost vezave zacetnih oligonukleotidov in s

tem PCR, zaradi ¢esar so naSi rezultati morda manj zanesljivi.

Kljub zgoraj omenjenim potencialnim razlogom, zaradi katerih z BOX-PCR nas$ih sevov
nismo razdelili v skupine, ki bi korelirale s filogenetskimi skupinami, lahko na podlagi
rezultatov trdimo, da je BOX-PCR primerna metoda za razlikovanje med vrstami in
podvrstami. Profila BOX-PCR sevov B. amyloliquefaciens (PS-122) in B. subtilis subsp.
subtilis (DV3-E-3) se namre¢ na dendrogramu locujeta od ostalih preucevanih sevov, ki
spadajo v podvrsto B. subtilis subsp. inaquosorum. Da bi lahko vendarle z gotovostjo trdili,
da BOX-PCR omogoca taksno razlikovanje, bi morali v analizo vkljuciti $e seve iz drugih

podvrst ali vrst ter ve¢ predstavnikov zgoraj omenjene Vvrste in podvrste.

5.14 Povezava med genotipskimi in fenotipskimi lastnostmi nabreZnih

izolatov B. subtilis

Opazovali smo, ali obstaja povezava med vrsto stika roje¢ih kolonij in genotipi,

dolo¢enimi z BOX-PCR. O¢itne povezave nismo opazili, saj je znotraj posameznih BOX-
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skupin ve¢ sevov, ki ne kazejo sorodstvenega vzorca medsebojnega prepoznavanja. Le
seva PS-217 in PS-218, ki se prepoznavata kot sorodna, sta tudi glede na profil BOX-PCR
med sabo najbolj podobna. V nasprotju pa se sev PS-68, ki se medsebojno prepoznava s
sevoma PS-216 in PS-51, glede na profil BOX-PCR od njiju mo¢no razlikuje. Med sevoma
PS-93 in PS-52, ki sta si glede na profil BOX-PCR zelo podobna, pa nastane prosojna
Dienesova linija. Zanimive lastnosti kaze sev PS-108, ki se glede na profil BOX-PCR
najbolj razlikuje od ostalih nabreznih izolatov, s katerimi na poltrdnem gojisc¢u B tudi
zmeraj tvori prosojno linijo. Tudi vzorec rasti tega seva je drugacen, saj raste nepravilno in
izloc¢a veliko sluzi. Sev PS-108 ima tudi najvisjo relativno hemoliticno aktivnost v gojiscu
B, ki se signifikantno razlikuje od hemoliti¢ne aktivnosti skoraj vseh ostalih nabreznih
sevov. Puscavski sev RO-FF-1 glede na profil BOX-PCR sovpada z nabreznimi izolati,
vendar s temi na poltrdnem gojisc¢u B tvori mejno linijo. Glede na to, da sev RO-FF-1
spada v drug ekotip in izhaja iz popolnoma drugac¢nega okolja kot nabrezni sevi, menimo,

da metoda BOX-PCR ni primerna za lo¢evanje med sevi razli¢nih ekotipov.

Iz nasih rezultatov lahko tudi zaklju¢imo, da surfaktin ni (edina) determinanta, ki doloc¢a
tvorbo Dienesove linije, saj tako sev PS-108, ki kaze visoko hemoliti¢no aktivnost in s tem
tvorbo surfaktina, kot tudi sev RO-FF-1, ki nima hemoliti¢ne aktivnosti, tvorita na
poltrdnem gojis¢u B prosojno mejno linijo z ostalimi sevi. Testirani sevi so med sabo
precej razliéni in na podlagi naSih rezultatov ne najdemo povezav med genotipi,
dolo¢enimi z BOX-PCR in fenotipskimi lastnostmi, kot sta hemoliti¢na aktivnost ali

vzorec medsebojnega prepoznavanja na gojiscu B.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi rezultatov magistrskega dela lahko zaklju¢imo naslednje:

e Med nabreznimi sevi in puscavskim sevom se na poltrdnem gojis¢u B tvorijo razli¢ni
vzorci medsebojnega prepoznavanja, med katerimi se najbolj pogosto pojavi prosojna
mejna linija, podobna Dienesovi liniji.

e Vzorec medsebojnega prepoznavanja ne korelira z ekotipi ali ferotipi.

e Sevi se med sabo razlikujejo v intenziteti hemoliti¢ne aktivnosti. Najvi§jo relativno
hemolitiéno aktivnost v gojiséu B ima sev PS-108, sev RO-FF-1 pa ne kaze
hemoliticne aktivnosti. Oba seva tvorita na poltrdnem gojis¢u prosojno linijo z
ostalimi sevi.

e Sestava gojis€a je pomemben dejavnik pri sintezi hemoliti¢nih spojin, saj so vsi
nabrezni sevi kazali dolo¢eno stopnjo hemolize v gojis¢u B, medtem ko v gojis¢u LB
nobeden izmed sevov ni tvoril metabolitov s hemoliti¢no aktivnostjo.

e Metoda BOX-PCR je primerna za lo¢evanje ozko sorodnih sevov, vendar skupine,
doloc¢ene z BOX-PCR niso v skladu s skupinami, dolo¢enimi na podlagi nukleotidnih
zaporedij gospodinjskih genov rpoB, dnaJ in gyrA.
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6 POVZETEK

V magistrski nalogi smo analizirali ozko sorodne nabrezne izolate B. subtilis pri ¢emer
smo iskali povezave med filogenetsko sorodnostjo (ekotipi), ferotipi in vzorcem
medsebojnega prepoznavanja na poltrdnem gojis¢u B. Poleg tega smo seve dodatno
fenotipsko okrakterizirali tako, da smo dolocali hemoliti¢no aktivnost izolatov v gojis¢u B
in LB, ki korelira s sintezo biosurfaktantov. Hkrati nas je tudi zanimalo, ali lahko ozko
sorodne seve razlikujemo z metodo BOX-PCR in ali se ta genotipizacija sklada s tisto,
doloceno na podlagi nukleotidnih zaporedij gospodinjskih genov rpoB, dnaJ in gyrA.
Zanimalo nas je tudi, ali tako imenovani BOX-tipi korelirajo z vzorci medsebojnega

prepoznavanja rojecih kolonij.

Ugotovili smo, da imajo testirani sevi na poltrdnem gojis¢u Stiri razli¢ne vzorce
medsebojnega prepoznavanja, vendar se najpogosteje med njimi pojavlja prosojna mejna
linija, ki spominja na Dienesovo linijo. Ta se pojavlja tako med pripadniki istih kot tudi
med pripadniki razli¢nih ekotipov ali ferotipov. Kolonije istih sevov se vedno zlijejo.
Izjema je ekotip PE 10, znotraj katerega med tremi razli¢nimi sevi prihaja do zlitja, ostala
dva pa se s temi le stikata. Poleg tega do zlitja pride v primeru sevov PS-217 in PS-218, ki
pripadata ekotipu PE32. Tipi¢nega vzorca medsebojnega prepoznavanja, znacilnega za
dolocen ekotip ali ferotip, nismo opazili. Tvorbo biosurfaktantov, sposobnih razgradnje
eritrocitov, smo spremljali preko merjenja hemoliti¢ne aktivnosti izbranih izolatov.
Rezultati kazejo, da so vsi nabrezni sevi sposobni hemolize v gojis¢u B, medtem ko
puscavski sev RO-FF-1 ni kazal hemoliti¢ne aktivnosti. Vzroka ne poznamo. Sev PS-108
je imel najvisjo hemoliticno aktivnost. V gojis¢u LB nobeden izmed preucevanih sevov ni
tvoril hemoliticnih spojin. Tudi sinteza biosurfaktantov (najverjetneje surfaktina) ni
lastnost, ki bi bila edini parameter, odgovoren za medsebojno prepoznavanje med sevi na
poltrdnem gojis€u, saj sta tako sev PS-108, ki je imel najvi§jo hemoliti¢no aktivnost, kot
tudi sev RO-FF-1, ki ni sposoben hemolize, na poltrdnem gojis¢u B z vsemi ostalimi sevi
tvorila Dienesovo linijo. Pokazali smo tudi, da je metoda BOX-PCR primerna za

razlikovanje med ozko sorodnimi nabreznimi sevi, vendar pa ta metoda ne korelira z
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algoritmom simulacije ekotipov na podlagi gospodinjskih genov. Profili BOX-PCR tudi ne

korelirajo z vrsto stika med roje¢imi kolonijami.

Najpomembne;jsi rezultat te magistrske naloge je, da smo pokazali, da se pri vecini rojev
ozkosorodnih sevov pojavi opazna mejna cona (v 101 kombinaciji od 105), kar pomeni, da
SO ti sevi verjetno genetsko razli¢ni. Morfoloska raznolikost mejnih linij pa kaze, da je
prepoznavanje med sevi posledica kompleksnih interakcij za katere je verjetno odgovorno
vecje Stevilo genov. Mutageneza le teh s transpozoni bi lahko prinesla boljsi vpogled v

molekularne mehanizme prepoznavanja med rojec¢imi kolonijami.
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PRILOGE

—+—PRS-218
PS-52
—&—PS-216

Cas (h)

Priloga A: Rastna krivulja sevov PS-218, PS-52 in PS-216. Na podlagi rastnih krivulj smo
doloc¢ili toc¢ki T2 in T4 (2 oziroma 4 ure po vstopu izolatov v stacionarno fazo rasti). Vsi
trije sevi so v stacionarno fazo rasti vstopili po 10 urah (toc¢ke, oznacene s ¢rno puscico).

Sevi spadajo v razli¢ne ferotipe in ekotipe.
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Priloga B: Normalizacija opti¢ne gostote. Na grafih so prikazane enacbe pripadajocih
krivulj in vrednosti R?. Za izradun dejanske vrednosti ODgso (y) Smo izmerjeno vrednost
ODgsp prekonocne kulture posameznega seva kot neznanko x vstavili v dobljene enacbe.
Tako smo dobili 11 vrednosti y za posamezen sev, ki smo jih povprecili in kon¢no
(povpreceno) vrednost uporabili pri izracunu relativne hemoliti¢ne aktivnosti izrabljenih
20ji8¢ B. Na horizontalni osi so prikazane vrednosti izmerjene vrednosti, na vertikalni pa
preracunane (dejanske) vrednosti.
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Priloga C: Matrika s prikazanimi odstotki identi¢nosti v razporeditvi ponavljajocih zaporedij

med elementi BOX. Poleg nabreznih (PS) in

puscavskega (RO-FF-1) izolata iz podvrste B. subtilis subsp. subtilis smo v analizo vkljuéili e puscavski izolat DV3-E-3 iz podvrste B.
subtilis subsp. inaquosorum ter nabrezni izolat PS-122 iz vrste B. amyloliquefacuens.
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Priloga D: Primerjava relativne hemoliticne aktivnosti izrabljenih gojis¢ B, odvzetih 2
(T2) oziroma 4 (T4) ure po prehodu v stacionarno fazo rasti. Z izjemo sevov PS-15 in PS-
52 (oznaCeno z zvezdico nad stolpcem) med izbranima cCasovnima tockama ni
signifikantnih razlik v relativni hemoliti¢ni aktivnosti.

108 93 52 55 31 261 196 218 217 24 15 68 51 216 ROFF1A216
108
93( 0,0047
52( 0,0048 0,5072
55| 0,0126 0,0060 0,0004
31| 0,0082 0,0757 0,0646 0,0465
261| 0,0221 0,0278 0,0274 0,5921 0,1408
196] 0,0049 0,5420 0,9766 0,0013 0,0790 0,0295
218| 0,771 0,0002 0,0000 0,0000 0,0003 0,0085 0,0000
217] 0,025 0,1366 0,0002 0,0012 0,0013 0,0271 0,0003 0,1366
241 0,0176 0,0111 0,0066 0,4446 0,0666 0,9626 0,0082 0,0016 0,0085
15] 0,0040 0,7893 0,1940 0,0007 0,0274 0,0169 0,2500 0,0000 0,0002 0,0045
68( 0,0598 0,0009 0,0002 0,0014 0,0018 0,0583 0,0003 0,0138 0,2181 0,0177 0,0002
51(0,0229 0,0360 0,0378 0,6606 0,1745 0,9684 0,0401 0,0111 0,0323 0,9977 0,0232 0,0682
216| 0,2107 0,0082 0,0083 0,0357 0,0184 0,0785 0,0086 0,7782 0,7386 0,0591 0,0064 0,3901 0,0813
ROFF1 0,0010 0,0012 0,0001 0,0000 0,0002 0,0007 0,0002 0,0000 0,0000 0,0001 0,0003 0,0000 0,0010 0,0010
A216 | 0,0008 0,0008 0,0001 0,0000 0,0002 0,0006 0,0002 0,0000 0,0000 0,0001 0,0003 0,0000 0,0008 0,0008 0,0940

Priloga E: T-statistika, s katero smo preverjali signifikantnost razlik v hemoliti¢ni
aktivnosti med posameznimi izolati. Vrednosti, nizje od 0,05 pomenijo, da so razlike v
relativni hemoliti¢ni aktivnosti med izbranima izolatoma signifikantne, vrednosti nad 0,05
pa pomenijo, da med izolatoma ni signifikantnih razlik v relativni hemoliti¢ni aktivnosti
(obarvani kvadratki).



