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Al Cvetni prah, ki ga Cebele skladis¢ijo v satnih celicah panja, se imenuje

¢ebelji kruhek in zanje predstavlja edini vir beljakovin. Po dolo¢enem ¢asu
naj bi se tako uskladiséen cvetni prah biokemijsko spremenil in konzerviral,
vendar mehanizmi tega procesa niso popolnoma znani. Zaradi prisotnosti
mlecne kisline v ¢ebeljem kruhku bi lahko v proces zorenja bile vkljucene
tudi bakterije, zato smo Zeleli dobiti vpogled v bakterijsko mikrobioto
Cebeljega kruhka. V nalogi smo ugotavljali ali in kako se ta mikrobiota
spreminja. Vzorce smo filtrirali, da smo odstranili rastlinski material,
izolirali skupno mikrobno DNA in z evolucijsko ohranjenimi bakterijskimi
zaCetnimi oligonukleotidi pomnozili taksonomsko informativne odseke
ribosomskih genov (16S rDNA) z verizno reakcijo s polimerazo. Pomnozke
smo lo¢ili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v gradientu denaturanta.
Sklepamo, da je bilo v izbranih vzorcih malo bakterijskega materiala, zaradi
Cesar kljub razliénim postopkom izolacije DNA nismo pridobili dovolj
kakovostne DNA, dodatne tezave pri analizah pa je povzrocal tudi prisoten
rastlinski material. Sklepamo lahko, da se struktura mikrobiote razlikuje
med satnimi celicami, ne pa tudi znotraj posamezne satne celice. 1z vzorcev
cebeljega kruhka smo izolirali DNA po Gramu pozitivne vrste Lactobacillus
kunkeei, ki v tem ekosistemu verjetno prevladuje. Z gojitvenimi tehnikami
pa smo izolirali bakterije iz rodu Bacillus.
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Bee bread is pollen stored in honeybee comb cells of the hive. It represents
the only source of protein for bees. After some time pollen is biochemically
changed into bee bread, however, the exact mechanisms are poorly
understood. We tried to get an insight into bee bread bacterial microbiota in
order to find out whether and how it changes in individual comb cells. The
samples were filtrated to remove the plant material of pollen grains, and
then total microbial DNA was isolated. Fragments of taxonomically
informative genes of 16S rRNA were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using evolutionarily conserved bacterial primers. PCR
products were separated by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE).
We conclude that analysed samples contained only small amounts of
biological material which was insufficient for isolation of high quality DNA
despite the fact that several different isolation methods were applied.
Additional problems were encountered due to the present plant material. On
the basis of the acquired results we can conclude, however, that there are
differences in microbiota structure when different comb cells are compared,
but not when vertical profiles of the same comb cells are analysed. In bee
bread samples the DNA of Gram positive bacterial species Lactobacillus
kunkeei was detected by molecular methods, which appears to be the
dominant microorganism in the bee bread ecosystem. Bacillus species were
detected using cultivation methods.
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Bromide)

poliakrilamidna gelska elektroforeza v gradientu denaturanta (ang.
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

deoksiribonukleinska kislina (ang. DeoxyriboNucleic Acid)
deoksinukleotid trifosfat (ang. DeoxyNucleotide TriPhosphates)
etilendiaminotetraocetna kislina (ang. EthyleneDiamineTetraacetic Acid)
etidijev bromid (ang. EThidium BRomide)

etanol

kilobaza

gojisce za mle€nokislinske bakterije (ang. De Man, Rogosa, Sharpe)
hranilni agar (ang. Nutrient Agar)

spletni servis in baza sekvenc (ang. National Center for Biotechnology
Information),

natrijev klorid

fosfatni pufer (ang. Phosphate Buffered Saline)

fosfatni pufer, ki vsebuje 10x manjSo vsebnost NaCl kot PBS
verizna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction)
gojisce za gojenje anaerobnih bakterij

metoda izolacije DNA, ki sta jo opisala Yu in Morrison (2004) (ang.
Repeated Bead Beating plus Column method)

ribosomska DNA (ang. Ribosomal DNA)

spletni servis in baza sekvenc 16S rRNA (Ribosomal Database Project)
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RNA
rRNA

16S rRNA
SDS
sSDNA
TAE

Taq

TBE

TE
TEMED

Tris

viv

wi/v

ribonukleinska kislina (ang. RiboNucleic Acid)

ribosomska ribonukleinska kislina (ang. Ribosomal RiboNucleic Acid)
molekula rRNA, ki se nahaja v manjsi podenoti ribosoma

natrijev dodecil sulfat (ang. Sodium Dodecyl Sulfate)

enoverizna molekula DNA (ang. Single-Stranded DNA)

Tris-ocetna kislina-EDTA

Thermus aquaticus

Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (ang. TEtraMethylEthyleneDiamine)
Tris(hidroksimetil)aminometan (ang. TRIS(hydroxymethyl)aminomethane)
enota (ang. Unit)

volumen glede na volumen (ang. volume per volume)

teza glede na volumen (ang. weight per volume)
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artefakt
cvetni prah (pelod)

¢ebelji kruhek

kosek (korbikula)

medni Zelodéek

nektar (medicina)

obnozina

satna celica

stiskalni sklep (presa)

trofilaksa

SLOVARCEK

rezultat, ki je posledica metodoloskih postopkov
moske spolne celice v prasnikih cvetov semenk (ang. pollen)

v satnih celicah shranjen cvetni prah, ki se po doloCenem casu
biokemijsko spremeni in sluzi kot glavni vir beljakovin pri prehrani
li¢ink in odraslih panjskih ¢ebel (ang. bee bread)

vdolbinica na golenih zadnjega para nog pri ¢ebeli delavki, ki ima
na robovih daljSe dladice, namenjene zbiranju in prenosu cvetnega
prahu (ang. curbiculum, pollen basket)

del prebavnega trakta cebele delavke, v katerem shranjuje
medi¢ino, mano in vodo, dokler vsebine ne izbljuva na dolo¢eno
mesto v panju (ang. honey bag, honey sac, honey stomach)

sladek sok, ki se izlofa v cvetnih in izvencvetnih medovnikih
medovitih rastlin (ang. nectar)

grudice, ki jih ¢ebele s prasnikov cvetov semenk v koskih zadnjih
nog prinasajo v panj, jih delno predelajo in shranjujejo v satne
celice za hrano li¢ink in odraslih osebkov (ang. pollen pellets,
polen load)

osnovni del ¢ebeljega sata v obliki pravilne pokonéne Sesterostrane
prizme, ki ga cebele delavke izdelajo iz voska, izloCenega iz
voskovnih Zlez in jih uporabljajo za razvoj Cebelje zalege, hrambo
medu in cvetnega prahu; ¢ebelja celica (ang. honeybee comb cell)

del tretjega para cebeljih nog za stiskanje cvetnega prahu v grudice
(ang. pollen press)

izmenjava hrane med ¢ebelami (ang. trophallaxis)
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1 UVvOD

Glavno poslanstvo ¢ebel je oprasevanje cvetocih rastlin (Javornik in sod., 1984). Med tem
satne celice (Casteel, 1912). Po dolo¢enem casu se pelod biokemijsko spremeni in postane
t. 1. 'Cebelji kruhek' (ang. bee bread), ki ¢ebelji druzini predstavlja edini vir beljakovin,
poleg teh pa je tudi vir mascobnih kislin, lipidov, sterolov, vitaminov, mineralov in
ogljikovih hidratov (Loper in sod., 1980). Cebelji kruhek naj bi bil posledica
mle¢nokislinske fermentacije (Haydak, 1970), v proces zorenja pa bi lahko bilo vklju¢enih
ve¢ mikroorganizmov (Gilliam, 1997; Anderson in sod., 2013).

Shade in sodelavci (2013) so z molekularno-bioloskimi metodami opisali vrstno pestrost
mikrobiote cvetov jablane. Ko ¢ebele mesajo pelod z izlocki svojih zlez, da bi ga navlazile
in tako lazje spravile v koske zadnjih nog za varen prenos v panj, ga dodatno inokulirajo z
mikrobioto mednega zelod¢ka (Vasquez in Olofsson, 2009). Razmere v panju, kjer je
stalna temperatura okoli 34 °C (Dunham, 1931) in vlaga 24 %, so primerne za razrast
mikroorganizmov (Haydak, 1970). Cebele so socialna bitja in si med seboj izmenjujejo
hrano (Nixon in Ribbands, 1952), zato je prenos mikroorganizmov Se toliko verjetnejsi
(Anderson in sod., 2013).

Mikrobno zdruzbo ¢ebeljega kruhka raziskovalci intenzivneje preucujejo Sele v zadnjem
Casu. Prva se je raziskav z gojitvenimi tehnikami lotila dr. Martha Gilliam (Gilliam 1979a;
Gilliam, 1979b; Gilliam in sod., 1989) in odkrila raznolike mikroorganizme, od bakterij do
plesni in kvasovk. Z gojitvenim pristopom so v $vedski Studijski skupini (Vasquez in
Olofsson, 2009) preiskovali vpletenost mle¢nokislinskih bakterij pri pridelavi hranilno
bogatega Cebeljega kruhka. Anderson in sodelavci (2013) so Zzeleli opisati mikrobioto
Cebeljega kruhka s primerjalnim pristopom molekularnih in gojitvenih tehnik. Mattila in
sodelavci (2012) so zaradi pomanjkljivosti molekularnih tehnik na osnovi DNA analizirali
molekule RNA, saj jih proizvajajo aktivne bakterije in tako dajejo informacije o aktivni
mikrobioti. Anderson in sodelavci so v letu 2014 izvedli raziskavo, kjer ugotavljajo, da v
¢ebeljem kruhku sploh ni prisotnih dovolj bakterij za izvedbo fermentacije, ki bi bistveno
pripomogla pri biokemijski pretvorbi ¢ebeljega kruhka.

V tej nalogi smo zeleli z molekularnimi metodami (PCR, DGGE, sekvenciranje) ugotoviti,
kaksna je sestava mikrobiote, ki naseljuje ¢ebelji kruhek. S tem smo zeleli preveriti ali
obstajajo razlike v strukturi mikrobiote v posameznih satnih celicah ter ali lahko opazimo
razlike v strukturi mikrobiote med razli¢nimi celicami satja. V vzorcih smo te spremembe
pri¢akovali zaradi razli¢ne vsebnosti mlecne kisline v satnih celicah.
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1.1 NAMEN MAGISTRSKE NALOGE

Z magistrsko nalogo smo zeleli z molekularnimi tehnikami ugotoviti, ali so v ¢ebeljem
kruhku mikroorganizmi sploh prisotni ter ali je mikrobiota pestra. Zanimalo nas je tudi:

e ali obstajajo razlike v sestavi mikrobiote znotraj posameznih satnih celic,

e ali obstajajo razlike tudi med posameznimi satnimi celicami ter

e ali se mikrobiota medu, s katerim cebele prekrijejo skladis¢en cvetni prah,
razlikuje od mikrobiote ¢ebeljega kruhka.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Iz vzorcev Cebeljega kruhka bomo uspesno izolirali celokupno mikrobno DNA in z
metodo PCR pomnozili informacijske odseke za nadaljnje molekularne raziskave,

e z molekularno-tipizacijskimi tehnikami (DGGE) bomo spremljali pestrost in razlike
prisotne mikrobiote v posameznih satnih celicah in med njimi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KRANJSKA CEBELA

Kranjska ¢ebela, siva Cebela ali sivka (nem. Krainer Biene; ang. Carniolan bee), strokovno
imenovana Apis mellifera carnica Pollman 1879, je v svetu priznana in cenjena rasa
(podvrsta) medonosnih ¢ebel ter je danes druga najbolj razSirjena rasa ¢ebel na svetu.
Njeno avtohtono obmocje sega od zahodnega Balkana do srednje Evrope, kot podvrsta pa
se je pod vplivom alpskega sveta na slovenskem ozemlju oblikovala po zadnji ledeni dobi
pred priblizno deset tiso¢ leti (ReZKC, 2014). Cebelja druzina kranjske ebele se spomladi
burno razvija, zato je tudi nagnjena k rojenju. Poleti je zelo Zivahna in lahko popolnoma
izkoristi obilne pase. Kranjska Cebela je znana tudi po tem, da ima izrazito dolg rilcek,
izletava bolj zgodaj in z oddaljenih pas nosi ve¢ medu. Ima izreden smisel za orientacijo in
je nadpovprecna graditeljica satja. Jeseni zmanjSa obseg Cebelje druzine, zato dobro
prezimuje in porabi malo zimskih zalog. Med c¢ebelarji je zelo priljubljena, saj jo ze od
nekdaj poznajo kot najbolj krotko od vseh cebeljih ras. Poleg mirnosti se odlikuje Se po
delavnosti, dolgozivosti, izjemnem izkoriS€anju paSe, dobrem prezimovanju in manjsi
tvorbi propolisa, kar za ¢ebelarja pomeni lazje in hitrejSe delo v ¢ebelnjakih (Javornik in
sod., 1984; Stark, 1998).
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Slika 1: Kranjske ¢ebele na bradi panja (Foto: Sekirnik M.)

2.2 ZIVLIENJE CEBEL

Zivljenje Gebel se za¢ne, ko matica v posamezno satno celico izleZe po eno jajéece. Po treh
dneh nastopi doba odkritih liink ali Zerk, saj se za¢no prehranjevati z maticnim mleckom,
¢ez nekaj dni pa tudi z medom in s cvetnim prahom. V tem Casu se veckrat levijo.
Dvanajsti dan nastopi doba pokritih li¢ink ali bub. V tem casu se zavijejo v kokon, panjske
¢ebele pa jih pokrijejo z voS€enimi pokrovcei. Enaindvajseti dan od zalege jajcec se izleZejo
odrasle cebele. Najprej jih ¢aka naloga hiSnih oz. panjskih ¢ebel, kjer sprva Cistijo celice,
potem nekaj dni krmijo starejSe li¢inke z medom in s cvetnim prahom, nato postanejo
spremljevalke matice. Matico in najmlajse li¢inke krmijo z mati¢nim mle¢kom. Kmalu po
tej dobi se jim razvijejo voskovne Zleze, zato gradijo novo satje, opravljajo pa tudi druge
naloge v panju in sicer sprejemajo medic¢ino, napolnjujejo celice s cvetnim prahom ter
prezracujejo panj. Gredo tudi na prve orientacijske polete, potem pa prevzamejo vlogo
strazark. Po treh tednih hiSnih ¢ebel postanejo pasne Cebele, njihova naloga je nabiranje
medicine, cvetnega prahu in vode. To delo opravljajo povpre¢no 25 dni (Javornik in sod.,
1984; Bozi¢, 1998).
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Narava je poskrbela za sozitje ¢ebel in cvetocih rastlin tako, da ¢ebele z oprasevanjem
pripomorejo k razSirjanju rastlinskih vrst, z njihovo medi¢ino in s cvetnim prahom pa
dobijo dovolj hranil za obstoj in razvoj ¢ebelje druzine (Javornik in sod., 1984).

Cvetni prah ali pelod so moske oplojevalne celice cveto€ih rastlin. Da bi prislo do
oploditve, se morajo ta zrnca prenesti na brazde pesti¢ev drugih cvetov iste vrste rastline.
Glavno nalogo pri tem opravijo ¢ebele. Njihovo telo je poraslo z majhnimi dlac¢icami, na
katere se ujamejo lepljiva zrnca cvetnega prahu, ko ¢ebela sede na cvet. Med letom se
Cebela Cisti in ves cvetni prah s telesa spravi do zadnjih nog, kjer ima na robovih daljse
dlacice, ki tvorijo kosek ter so namenjene zbiranju in prenosu cvetnega prahu (Javornik in
sod., 1984; Kozmus in sod., 2011). V kosku zlepljen cvetni prah na golenih zadnjega para
nog se imenuje obnozina (ang. pollen load, pollen pellets) (Bokal, 2009). Ko se cebele
vracajo v panj, v povprecju prinasajo 10 do 15 miligramov cvetnega prahu (Javornik in
sod., 1984; Kozmus in sod., 2011).

V panju poiscejo primerno satno celico, navadno v blizini zalege, kamor s svojih nog
zdrgnejo kepe cvetnega prahu (Bozi¢, 1998). Priblizno osemnajstkrat se morajo natovoriti,
da napolnijo celico (Javornik in sod., 1984). Potem panjske Cebele nabrani cvetni prah
vlazijo z izlocki nekaterih svojih zlez (Bozi¢, 1998; Human in Nicolson, 2006; Kozmus in
sod., 2011) in ga tlacijo na dno celice, da ga ¢im ve¢ spravijo vanje. Nato stlaceni cvetni
prah do roba zalijejo z medom in pokrijejo z voscenim pokrovcem (Bozi¢, 1998; Kozmus
in sod., 2011).

Cebele se prehranjujejo le s tako predelanim cvetnim prahom, ki se ga je prijelo ime
'Cebelji kruhek' (ang. bee bread), saj je zanje zivljenjsko pomemben (Herbert in Shimanuki,
1978; Javornik in sod., 1984; Winston, 1991; Megli¢, 1998; Kozmus in sod., 2011). Je
bogat vir hranil, Se posebej beljakovin, vsebuje pa tudi vodo, ogljikove hidrate, proste
aminokisline, mas¢obe, vitamine in minerale (Loper in sod., 1980; Standifer in sod., 1980;
Javornik in sod., 1984; Rihar, 1998; Campos in sod., 2008; Kozmus in sod., 2011; Feas in
sod., 2012). V njem najdejo vsa potrebna hranila za razvoj in razmnoZevanje. Za Cebele
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predstavlja edini vir beljakovin, te pa so nujno potrebne za razvoj liink, za delovanje
voskovnih Zlez in za sintezo mati¢nega mlecka. Ce ga nimajo dovolj, se slabo razvijajo,
matica preneha zalegati, panjske Cebele pa prenehajo izdelovati vosek in graditi satje.
Cebelja druzina naj bi na leto porabila okoli 40 kg cvetnega prahu (Javornik in sod., 1984).

2.3 OD CVETNEGA PRAHU DO CEBELJEGA KRUHKA

Ze davno so raziskovalci na podlagi opazovanj, posnetkov in analiz preudili fiziologijo
¢ebel pri zbiranju cvetnega prahu. Zbiranje se zacne, ko Cebela sede na cvet ter s svojim
pristankom in premikanjem po cvetu stresa prasnike, s katerih se nanje vsuje mnozica zrnc
cvetnega prahu in se prijemlje na dlacice Cebeljega telesa. Tako sprosceni cvetni prah je
precej suh in zrnat, vendar si Cebela pri nabiranju pomaga tudi z ustnim aparatom.
Mandibule (sprednje Celjusti) uporabi za grizenje prasnikov, pri tem pa veckrat iztegne
jezik, s katerim zbira in vlazi nabran cvetni prah. Vsako zrno, ki pride v stik z deli
cebeljega ustnega aparata, se temeljito navlaZi in se pri¢ne zlepljati skupaj. Tako ga lahko
natla¢i v kosek in poskrbi za varen prenos v panj. Cebele ga najraje nabirajo zjutraj, ko je
na cvetu $e rosa, saj je takrat cvetni prah bolj vlazen in raje tvori agregate (Casteel, 1912).

Slika 3: Delavka pri zbiranju cvetnega prahu. S slike je razvidno nosenje
zlepljenega cvetnega prahu v kosku zadnjih nog. (Foto: Sekirnik M.)

Ko je ¢ebela Ze obletela nekaj cvetov in se dodobra opremila z zalogami cvetnega prahu, se
zatne Cistiti. Cvetni prah zacne zbirati pri glavi in ga po celem telesu pomika proti
zadnjemu paru nog. Cis¢enje lahko opravi Ze na cvetu, temeljiteje, natanéneje in hitreje pa
v letu, saj so tako vse noge proste in uc¢inkoviteje skrtacijo celo telo. Prvi par nog zbere po
glavi razprSen cvetni prah in navlazena zrnca iz ustnih zlez ter ga preda drugemu paru, Ki
odstrani cvetni prah s prsnega kosa in trebusne regije, sprejme pa tudi cvetni prah prvega
para nog in ga preda zadnjemu paru, ki skrtac¢i e zadek. Skoraj ves cvetni prah se zbere na
glavnickih zadnjih nog, ki jih ¢ebele podrgnejo med seboj, da ga pomaknejo proti presi oz.
stiskalnemu sklepu (ang. pollen press), s katerim stlacijo cvetni prah v kosek (ang. pollen
baskets, corbicules) in tako ustvarijo kompaktno maso pelodnih zrnc. Ko éebela dokonéno
napolni svoja koska, se odpravi v panj (Casteel, 1912).
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Ko se ¢ebela vrne v panj, i8¢e primerno satno celico, kamor bi odlozila nabrani cvetni prah.
vsebuje nekaj odloZenega cvetnega prahu. Ce je satna celica delno napolnjena z dolo¢eno
vrsto cvetnega prahu, ¢ebela tam nac¢eloma pusti isto vrsto, eprav so pogosto polnjene tudi
z drugimi vrstami cvetnega prahu. Ni pojasnjeno, zakaj ¢ebela izbere eno celico raje kot
drugo. Ko kon¢no najde taksno, ki ustreza njenim merilom, svoje telo mo¢no vpne vanjo,
tako da zadnje noge s polnimi koski prosto visijo znotraj nje. S srednjimi nogami navzdol
moc¢no potisne pelodno maso, da pade na dno celice. Nato zadnje noge otrese, da bi
odstranila preostanek cvetnega prahu, ki se Se vedno drzi dlacic in povrSine koska. Ko to
opravi, navadno zapusti celico in se pogosto ne zmeni ve¢ za dve kroglici odloZenega
cvetnega prahu, ceprav nekatere vseeno glavo pomolijo noter, kot da bi preverile, ¢e je
cvetni prah pravilno odloZen. Od tam je prepuscen panjskim ¢ebelam. OdloZeni cvetni prah
lahko kot takSen ostane v celici nekaj ¢asa brez nadaljnje obdelave, vecinoma pa se ga
kmalu lotijo druge panjske delavke. Z mandibulami zdrobijo kroglice, jih poteptajo, dodajo
izlo¢ke svojih Zlez ter skrbno zapakirajo (Casteel, 1912).
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Slika 4: Cebelji kruhek v satju (Foto: Sekirnik M.)

2.4 BIOKEMIJSKA SESTAVA IN HRANILNA VREDNOST CVETNEGA PRAHU

V osnovi je ¢ebelji kruhek sestavljen iz cvetnega prahu obnozine, ki vsebuje cvetni prah,
nektar in izlocke cebeljih zlez slinavk (Casteel, 1912). Z izbljuvanim nektarjem in
dodajanjem izlockov svojih zlez cvetni prah inokulirajo tudi z mikroorganizmi. Vecina
mikroorganizmov, ki so jih nasli v obnozini in cebeljem kruhku, je bila povezana s
¢revesno mikrobioto odraslih ¢ebel (Gilliam, 1997). Cvetni prah se za¢ne mikrobiolosko in
biokemijsko spreminjati Ze, kakor hitro pride v stik s ¢ebelami (Herbert in Shimanuki,
1978; Gilliam, 1979a; Gilliam, 1979b; Loper in sod., 1980; Standifer in sod., 1980;
Gilliam in sod., 1989; Human in Nicolson, 2006; Vasquez in Olofsson, 2009; Anderson in
sod., 2013), sicer pa proces od cvetnega prahu do cebeljega kruhka traja od nekaj dni do
nekaj tednov (Vasquez in sod., 2012). Vsebnost mle¢ne kisline in drugih metabolitov naj bi
preprecila kvar Cebeljega kruhka (Herbert in Shimanuki, 1978), zato ga cebele lahko

.....
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Predvideva se, da je atmosfera v ¢ebeljem kruhku mikroaerofilna do anaerobna. Zaradi
stratificiranega polaganja cvetnega prahu v satno celico, se lahko ustvarijo plasti s kisikom
in brez, kar podpira Sirok nabor bakterijske zdruzbe od aerobov do striktnih anaerobov.
Med pakiranjem in zorenjem se mikrobiota spreminja skupaj s ¢ebeljim kruhkom (Mattila
in sod., 2012). Ustvari se primerno okolje tudi za razvoj aerotolerantnih mle¢nokislinskih
bakterij, ki so dodobra preskrbljene s hranili, predvsem s sladkorji iz nektarja in medu
(Vasquez in Oloffson, 2009). Temperatura v panju je konstantna, okoli 34 °C (Dunham,
1931; Javornik in sod., 1984), pH ¢ebeljega kruhka niha med 4 in 5 (Herbert in Shimanuki,
1978; Gilliam, 1979a).

Hranilne vrednosti se razlikujejo glede na botani¢ni izvor in sestavo cvetnega prahu
(Campos in sod., 2008). Cebele ne uZivajo svezega cvetnega prahu (Herbert in Shimanuki,
1978), ampak se prehranjujejo z uskladis¢enim cvetnim prahom, ki je zanje najbolj
hranljivo zivilo, saj je glavni vir beljakovin, mas¢ob, vitaminov in mikroelementov (Serra-
Bonvehi in Escola-Jorda, 1997; Human in Nicolson, 2006). V primerjavi s svezim cvetnim
prahom ima vi§jo hranilno vrednost (Herbert in Shimanuki, 1978) domnevno zaradi
metabolne aktivnosti s ¢ebelami povezanih mikroorganizmov, Ki tvorijo encime, vitamine,
organske kisline in so vpleteni v procesu mle¢nokislinske fermentacije (Gilliam, 1997;
Vasquez in Oloffson, 2009).

Kaj se dogaja s cvetnim prahom, ko zori v celicah satja, so poskusSali razvozlati Ze mnogi
raziskovalci. PreuCevali so cvetni prah v treh fazah:

e cvetni prah neposredno s cveta, t. i. sveZ cvetni prah,

e nabran cvetni prah, vzet iz ¢ebeljega koska, t. i. obnozina,

e Vv panju oz. satnih celicah hranjen cvetni prah, t. i. ¢ebelji kruhek
(Casteel, 1912; Loper in sod., 1980; Standifer in sod., 1980; Human in Nicolson, 2006;
Gilliam in sod., 1989). Rezultati teh raziskav so podani v nadaljevanju.

Med svezim, prineSenim in shranjenim cvetnim prahom obstajajo velike razlike v
vsebnosti hranil (Human in Nicolson, 2006; Campos in sod., 2008).

Cvetni prah ima nizko vsebnost vode, navadno manj kot 20 % (Roulston in Cane, 2000).
NajniZjo vsebnost vode ima svez cvetni prah, medtem ko je vlaga cvetnega prahu obnoZine
in Cebeljega kruhka visja. Tudi mikroskopska analiza je pokazala, da so zrnca cvetnega
prahu obnoZine in Cebeljega kruhka v primerjavi z zrnci svezega cvetnega prahu vedja,
hidrirana in nabrekla. Povecana vsebnost vlage je posledica dodanega nektarja in ¢ebeljih
zleznih izlockov (Human in Nicolson, 2006).

Vsebnost beljakovin cvetnega prahu se mocno razlikuje glede na vrsto rastlin.
Prevladujoce aminokisline so prolin, lizin, levcin, glutaminska in asparaginska kislina. V
svezem cvetnem prahu je najveC glutaminske kisline. Sestavni del beljakovin so tudi
encimi kot so invertaza, amilaza in fosfataza (Serra-Bonvehi in Escola-Jorda, 1997; Nagai
in sod., 2004; Human in Nicolson, 2006; Campos in sod., 2008).
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Zaradi dodanega nektarja in medu je vsebnost ogljikovih hidratov v nabranem in
skladi§¢enem cvetnem prahu bistveno visja kot v svezem (Human in Nicolson, 2006). Od
polisaharidov v obnozini prevladuje Skrob (Herbert in Shimanuki, 1978; Roulston in Cane,
2000; Campos in sod., 2008), od prostih sladkorjev pa prevladujejo fruktoza, glukoza in
saharoza (Serra-Bonvehi in Escola-Jorda, 1997; Campos in sod., 2008).

Tudi vsebnost lipidov se med hrambo cvetnega prahu spreminja in mo¢no niha glede na
vrsto rastlin. Najve¢ mascob vsebuje svez cvetni prah, najmanj pa cvetni prah obnozine. V
svezem cvetnem prahu od nenasi¢enih mas¢obnih kislin prevladujejo linolna, linolenska in
arahidonska kislina, v shranjenem pa poleg teh Se palmitinska in oleinska kislina (Roulston
in Cane, 2000; Human in Nicolson, 2006; Campos in sod., 2008).

Cvetni prah vsebuje veliko vodotopnih vitaminov, od katerih prevladujejo askorbinska
kislina, nikotinska Kislina in vitamini skupine B (Roulston in Cane, 2000; Nagai in sod.,
2004). Vsebuje tudi pigmente, flavonoide, karotenoide in hormone (Nagai in sod., 2004).
Vsebuje tudi Sirok spekter fenolov, ki imajo antioksidativne lastnosti (Baltrusaityte in sod.,
2007). Od mineralov prevladuje kalij, sledijo mu fosfor, kalcij, natrij, magnezij in drugi
(Serra-Bonvehi in Escola-Jorda, 1997; Nagai in sod., 2004; Campos in sod., 2008).

Preglednica 1: Primerjava med hranilnimi vrednostmi svezega peloda, obnoZine in éebeljega kruhka
(Human in Nicolson, 2006: 1488)

Hranilna vrednost sveZ pelod obnoZina ¢ebelji kruhek
voda (%) 13 19 21
beljakovine (%) 51 31 28
mascobe (%) 10 55 8
minerali in vitamini (%) 4,5 3,6 3,6
ogljikovi hidrati (%) 35 60 61

Analize so pokazale, da so v obnozini prisotni reducirajo¢i sladkorji, kar pomeni, da ze
med zbiranjem ¢ebele cvetnemu prahu dodajo med ali nektar (Casteel, 1912). Ugotovili so
tudi, da se med hrambo hitro vr$i hidroliza Skroba in drugih sladkorjev (Herbert in
Shimanuki, 1978). Cebele med pakiranjem cvetnega prahu dodajo izloc¢ke, ki vsebujejo
encime amilazo, katalazo in druge (Campos in sod., 2008). Vsebnosti fosfataze in
a-amilaze ter nekaterih aminokislin se v ¢ebeljem kruhku zmanjsajo, kar bi lahko bil
rezultat delovanja proteoliti¢nih encimov. Encimov celulaz, ki so sicer karakteristi¢ni za
cvetni prah cvetocih rastlin, niso zaznali, zato sklepajo, da niso vpleteni v pretvorbo
cvetnega prahu v &ebelji kruhek (Standifer in sod., 1980). Cebeljemu kruhku se &ez nekaj
Casa zniza pH, kar naj bi bila posledica mlecno kislinske fermentacije (Herbert in
Shimanuki, 1978), saj so ugotovili, da ¢ebelji kruhek vsebuje vecjo vsebnost mlecne
kisline kot nabran cvetni prah in ta naj bi preprecila kvar (Nagai in sod., 2004).

V splosnem je sprejeto, da je Cebelji kruhek posledica mle¢nokislinske fermentacije,
vendar to¢ni mehanizmi pretvorbe niso popolnoma znani (Vasquez in Olofsson, 2009).
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2.5 PRENOS MIKROORGANIZMOV

Viri mikrobioloSke kontaminacije ¢ebeljega kruhka v prvi vrsti vkljuCujejo prebavni trakt
¢ebel, vendar je potrebno upostevati tudi druge dejavnike ekosistema, s katerimi cebele
prihajajo v stik: zrak, zemljo, vodo, razlicne dele rastlin, cvetni prah, nektar, ipd.
(Snowdon in Cliver, 1996). Mikrobiota je podvrzena tudi vplivu fizikalnih dejavnikov
okolja, ki se stalno spreminja zaradi vlage, temperature, svetlobe, idr. (Handelsman, 2002).
Med oprasevanjem so Cebele v nenehnem stiku s cvetnim prahom in z mikroorganizmi
cvetov (Brindza in sod., 2010; Shade in sod., 2013). V gosto naseljenem panju kot socialni
organizmi pridejo v stik tudi z drugimi ¢ebelami (Evans in Schwarz, 2011) ter si med seboj
izmenjujejo hrano (Nixon in Ribbands, 1952; Haydak, 1970). Tako se ustvarja mreza
razli¢no pomembnih interakcij. Cebele so pravzaprav vektorji mikroorganizmov med
okoljem in vsem, kar je povezano z njihovim panjem (Brindza in sod., 2010). Tezko je
dolociti glavni vir okuzbe z mikroorganizmi, saj gre za kompleksen sistem medsebojnih
vplivov in je zato najverjetnejSa navzkrizna okuzba (Snowdon in Cliver, 1996; Brindza in
sod., 2010; Shade in sod., 2013). Tudi biokemijske spremembe, ki se zgodijo med
pakiranjem in hrambo, ter fizikalne in kemijske lastnosti cvetnega prahu in cebeljega
kruhka vplivajo na sestavo prisotne mikrobiote (Gilliam, 1979a).

Pri oprasevanju se bakterije naklju¢no prenasajo, ko Cebela leta s cveta na cvet. Bakterije,
ki jih najdemo v cvetnem nektarju, se pogosto pojavljajo tudi v panju in v prebavnem
traktu cebel. Bakterijska mikrobna zdruzba mednega zelod¢ka je najbolj podobna
bakterijski zdruzbi, ki jo najdemo v uskladis¢enem cvetnem prahu in v medu (Anderson in
sod., 2013). Primarni vir mikrobiote medu je mikrobiota ¢ebeljega prebavnega trakta in
cvetnega prahu (Snowdon in Cliver, 1996).

Za cebele je znano, da tvorijo kompleksne interakcije z razliénimi mikroorganizmi
(Snowdon in Cliver, 1996). Mikroorganizmi, ki so povezani s ¢ebelami, so udelezeni v
zdruzbah na vsaj dveh nivojih: na enem gre za mikrobioto povezano s prebavnim traktom
Cebel, na drugem pa za mikrobioto t. i. razSirjenega (super)organizma, ki vkljucuje
mikroorganizme vseh ¢ebel in celotnega ¢ebelnjaka (Anderson in sod., 2011). Anderson in
sodelavci (2011) so preucevali mikrobne interakcije znotraj prebavnega trakta in panja ter
tudi interakcije med prebavnim traktom in panjem. Panj ni le dom razvijajo¢im se li¢inkam
in shramba hrane, temveC sluzi tudi za niSo simbiotskim mikrobnim zdruzbam, ki
pomagajo pri presnovi hrane ter ¢ebele $¢itijo pred vdorom patogenih mikroorganizmov
(Anderson in sod., 2011).

V nadaljevanju so prikazani pregledi mikrobnih zdruzb iz okolij, ki najverjetneje vplivajo
na prenos tistih mikroorganizmov, ki prispevajo k sestavi mikrobiote ¢ebeljega kruhka ter
pripomorejo k pretvorbi cvetnega prahu v ¢ebelji kruhek.
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26 MIKROBIOTA CVETNEGA PRAHU

O mikrobni ekologiji cvetov ni veliko znanega. V dosedanjih Studijah so se raziskovalci
osredotocali predvsem na mikrobioto kvasovk in plesni na cvetovih in v nektarju cvetocih
rastlin (Pozo in sod., 2011; Tadych in sod., 2012). Bakterijsko zdruzbo cvetov hrusk in
jablan so z gojitvenimi tehnikami preucevali Stockwell in sodelavci (1999) ter Pusey in
sodelavci (2009). V obeh studijah so najpogosteje izolirali bakterije iz rodu Pseudomonas.
Z molekularnimi tehnikami so Fridman in sodelavci (2012) preucevali bakterijsko zdruzbo
nektarja, ne pa tudi cvetnega prahu. Shade in sodelavci (2013) so na tem podro¢ju prvi, ki
so z molekularnim pristopom izvedli raziskavo, v kateri so na cvetovih jablane preucevali
mikrobno dinamiko in vrstno pestrost prisotnih mikroorganizmov. Pri tem so preucili
mikrobioto venc¢nih in cvetnih listov ter pesticev in prasnikov (cvetnega prahu). Opazili so,
da je mikrobiota zelo pestra in da se v ¢asu cvetenja postopoma spreminja.

Najznacilnejsi  bakterijski predstavniki cvetnega mikrobioma prihajajo iz debel
Proteobacteria, Actinobacteria in Bacteroidetes. Nepri¢akovano so odkrili tudi ¢lane
bakterijskega debla Deinococcus-Thermus, ki so znani kot predstavniki, Ki prenesejo
mocne okoljske strese. Odkrili so tudi sekvence arhej iz rodu Methanosarcina (Shade in
sod., 2013).

2.7 MIKROBIOTA CEBELJEGA PREBAVNEGA TRAKTA

Kaj vse vpliva na raznolikost mikrobiote Cebeljega prebavnega trakta, ni popolnoma
znano. Moznih je ve¢ vplivov, med drugim trofilakti¢en odnos med ¢ebelami, ki si med
seboj izmenjujejo hrano in tako druga na drugo prenaSajo tudi mikroorganizme. Ko se z
rojenjem odcepi del druzine, s Seboj prenese mikroorganizme iz prej$njega panja in
kolonizira novega. Klju¢éne so lahko tudi interakcije med roji, npr. pri ropu hrane iz
sosednjih panjev ali meSanje druzin, ki jih zdruzi Cebelar. Vse skupaj lahko vpliva na
pestrost ¢ebelje mikrobiote (Engel in sod., 2012).

Gastrointestinalni trakt odrasle cebele je kompleksen in dinamicen ekosistem, ki ga
naseljuje vrsta razli¢nih bakterij, ki s ¢ebelami bivajo v simbiozi (Kacaniova in sod.,
2009). Za rast ¢revesnih mikroorganizmov so nujno potrebna hranila, ki so prisotna v
¢ebelji prehrani: nektarju, medu, cvetnem prahu in mati¢nem mlec¢ku. RazpoloZljivost teh
nutrientov doloca Stevilénost in raznolikost mikrobiote &ebeljega prebavnega trakta
(Anderson in sod., 2011). Sestava mikrobiote naj bi mo¢no vplivala na rast, razvoj in
zdravstveno stanje posamezne Cebele in ¢ebeljih druZin (Babendreier in sod., 2007), zato
so raziskovalci v svojih raziskavah Zeleli preuditi sestavo ¢ebelje mikrobiote, kjer so se
osredotocili na odkrivanje dominantnih nepatogenih bakterij, ki naseljujejo prebavni trakt
Cebel in nanje potencialno koristno vplivajo. Z molekularnimi tehnikami so ugotovili, da je
mikrobiota ¢ebeljega prebavnega trakta v primerjavi z mikrobioto drugih zuzelk dokaj
enostavna in manj pestra (Jeyaprakash in sod., 2003; Mohr in Tebbe, 2006; Babendreier in
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sod., 2007; Cox-Foster in sod., 2007; Martinson in sod., 2011; Ahn in sod., 2012; Engel in
sod., 2012; Moran in sod., 2012; Engel in sod., 2014).

Da bi lahko definirali sestavo Cebelje ¢revesne mikrobiote, so raziskovalci uporabljali tako
molekularne kot gojitvene tehnike ter analizirali Cebele v razlicnih razvojnih stopnjah,
razli¢nih spolov ter iz razli¢nih krajev in kontinentov (Crotti in sod., 2013). Glede na to, da
so zbirali vzorce in analizirali Cebeljo Crevesno mikrobioto iz razli¢nih koncev sveta ter
prisli do skoraj identicnih rezultatov, predvidevajo, da se je bakterijska crevesna
mikrobiota med evolucijo razvijala skupaj s ¢ebelami. Med generacijami se najverjetneje
prenasa z izmenjavo hrane ter predstavlja relativno stabilno in bistveno komponento
zdravih ¢ebel (Anderson in sod., 2011; Martinson in sod., 2011; Moran in sod., 2012).

V debeljem prebavnem traktu je prisotna znacilna bakterijska mikrobiota, v kateri
prevladujejo bakterije iz Sestih glavnih filogenetskih skupin: iz debel Firmicutes,
Bacteroidetes in  Actinobacteria ter treh  proteobakterijskih  razredov, {j.
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria in Gammaproteobacteria (Jeyaprakash in sod.,
2003; Mohr in Tebbe, 2006; Babendreier in sod., 2007; Cox-Foster in sod., 2007,
Martinson in sod., 2011; Engel in sod., 2012; Moran in sod., 2012; Anderson in sod.,
2013). V manjsini prisotne bakterijske vrste so najverjetneje prehodne, ki so jih cebele
pridobile na cvetovih rastlin, kjer se potencialno pase mnogo ¢ebel in je prenos toliko bolj
mogo¢ (Martinson in sod., 2011).

Z razumevanjem sestave Cebelje Crevesne mikrobiote lahko dobimo boljsi vpogled v
razumevanje osnovne biologije ¢ebel in njihov vpliv na api- in agrokulturo (Martinson in
sod., 2011). V vec¢ nedavnih raziskavah so raziskovalci Zeleli definirati bakterijsko zdruzbo
cebeljega prebavnega trakta kot osnovo za preiskovanje koevolucije, ekologije in interakcij
med mikroorganizmi in gostiteljem (Martinson in sod., 2011; Moran in sod., 2012).
Domneva se, da bakterije igrajo glavno vlogo pri prehrani in obrambi proti patogenim
mikroorganizmom, zato so nekatere izmed teh interakceij tudi preucili (Engel in sod., 2012).
Profil mikrobne zdruzbe zdravih in bolnih ¢ebeljih kolonij se razlikuje, zato se je Se toliko
bolj uveljavilo prepri¢anje, da je ustaljena mikrobiota pomembna komponenta za zdravje
¢ebel (Cox-Foster in sod., 2007). Zaradi gostote Cebel in izmenjave hrane panj predstavlja
ugodno okolje tudi za patogene mikroorganizme. S tem se poveca tveganje za okuzbe, ki
se lahko hitro Sirijjo skozi celoten panj, zato je razumevanje in vzpostavitev znacilne
Cebelje ¢revesne mikrobne zdruzbe $e toliko nujnejse (Martinson in sod., 2011).

Mlecnokislinske bakterije ucinkujejo probioticno in delujejo kot glavni regulatorji
cebeljega zdravja (Vasquez in sod., 2012). Mattila in sodelavei (2012) so v svoji raziskavi
ugotovili, da prisotnost probioti¢nih bakterij iz rodu Bifidobacterium bistveno zmanjsa
pojavnost patogenih bakterij iz rodu Melissococcus, ki sicer povzrocajo t. i. pohlevno
gnilobo Cebelje zalege im. tudi evropska gniloba (ang. European foul brood), pri kateri
pride do propadanja li¢ink. Bakterije iz rodu Snodgrassella tvorijo sloj na ¢revesnem
epiteliju, nanj pa je pritrjen debel sloj bakterij iz rodu Gilliamella in tak biofilm naj bi
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deloval kot obrambna linija proti invazivnim parazitom (Engel in sod., 2012). Nekateri
Clani Crevesne mikrobiote, ki pripadajo druzini Acetobacteraceae ter rodovom
Bifidobacterium, Lactobacillus in Simonsiella, proizvajajo kratkoverizne mascobne kisline
ter mlecno kislino kot stranski produkt metabolizma ogljikovih hidratov. Asimilacija teh
produktov lahko obogati ¢ebeljo prehrano in priskrbi dodaten vir energije (Martinson in
sod., 2011). Bakterije iz debel Gammaproteobacteria in Firmicutes ter iz rodu
Bifidobacterium proizvajajo mnoge encime za razgradnjo ogljikovih hidratov in
metabolizem razli¢nih sladkorjev (Engel in sod., 2012). Z metagenomsko preiskavo so
odkrili tudi Stevilne gene, ki kodirajo encime za razgradnjo polisaharidov rastlinske celi¢ne
stene, predvsem pektina. Razgradnja pektina naluknja celi¢no steno peloda, iz katerega se
hitreje sprosti bogata hranilna vsebina (Engel in sod., 2012). Mattila in sodelavci (2012) so
v svoji raziskavi ugotovili, da 67 % najaktivnejSih ¢lanov mikrobiote ¢ebeljega prebavnega
trakta pripada po Gramu negativnim bakterijam iz rodu Succinivibrio (razred
Gammaproteobacteria) ter po Gramu pozitivnim bakterijam iz rodu Oenococcus,
Paralactobacillus (deblo Firmicutes) in Bifidobacterium (deblo Actinobacteria).

2.8 MIKROBIOTA CEBELJEGA KRUHKA

Dr. Martha Gilliam (1979a, 1979b) in sodelavci (1989) so objavili prve raziskave, v katerih
so z gojitvenimi metodami zeleli identificirati mikrobioto cvetnega prahu na ve¢ stopnjah.
Preucevali so mikrobioto svezega cvetnega prahu, obnozine in Cebeljega kruhka ter tudi
Cebeljega prebavnega trakta. Vse izolate so biokemijsko analizirali in ugotovili, da se
mikrobiota na vseh stopnjah moc¢no razlikuje in se med hrambo njihovo Stevilo zmanjsa.
Vendar se lahko iste vrste mikroorganizmov pojavljajo tako v obnoZini kot v ¢ebeljem
kruhku in ¢ebeljem prebavnem traktu. Najbolj se razlikuje mikrobiota svezega cvetnega
prahu in Ccebeljega kruhka, medtem ko so na obnozini prisotni t. i. prehodni
mikroorganizmi - enkrat enaki tistim s cvetnega prahu, drugi¢ tistim s ¢ebeljega kruhka. Iz
tega podatka je razvidno, da so Cebele tiste, ki mikrobioto cvetnega prahu pomesajo z
mikroorganizmi izbljuvanega nektarja in medu, ko cvetni prah vlazijo in pakirajo v koske
zadnjih nog za prenos v panj. Razmere v panju se spreminjajo in niso vedno naklonjene
vsem ¢lanom prisotne mikrobiote, zato se med hrambo spreminja tudi s panjem povezana
mikrobiota. Mikroorganizmi v cvetnem prahu in ¢ebeljem kruhku so metabolno aktivni in
lahko proizvajajo biolosko aktivne snovi, npr. encime, vitamine, protimikrobne snovi,
organske kisline ipd., ki bi lahko prispevale pri pretvorbi cvetnega prahu v ¢ebelji kruhek
(Gilliam, 1979a; Gilliam 1979b; Gilliam in sod., 1989). Mehanizmi biokemijske pretvorbe
niso popolnoma znani, ¢eprav je obveljalo prepricanje, da je Cebelji kruhek posledica
fermentacije razliénih mikroorganizmov (Gilliam, 1997; Vasquez in Olofsson, 2009).
Anderson in sodelavci (2014) nasprotujejo tej teoriji, saj so mnenja, da je v Cebeljem
kruhku prisotnih premajhno Stevilo bakterij, ki bi lahko izvajale fermentacijo, ki bi
bistveno pripomogla k visji hranilni vrednosti in biokemijski pretvorbi ¢ebeljega kruhka.
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Vasquez in Olofsson (2009) sta identificirala mle¢nokislinske bakterije iz rodov
Lactobacillus in Bifidobacterium, ki v ¢ebelji kruhek pridejo preko izbljuvanega nektarja iz
mednega ZelodCka Cebel delavk. Te bakterije naceloma med fermentacijo tvorijo velike
kolicine mlecne kisline in protimikrobnih snovi, zato imajo domnevno velik vpliv na daljSo
obstojnost Cebeljega kruhka ter tudi pri obrambi ebel proti patogenim organizmom
(Vasquez in Olofsson, 2009).

Cebelji kruhek se biokemijsko razlikuje od svezega cvetnega prahu, kar so rutinsko
pripisali mle¢nokislinski fermentaciji (Herbert in Shimanuki, 1978; Gilliam, 1997,
Vasquez in Olofsson, 2009), Ceprav prisotnosti metabolno aktivnih mikroorganizmov, ki bi
sodelovali pri biokemijski pretvorbi cvetnega prahu v cebelji kruhek, niso nikoli
prepricljivo dokazali (Mattila in sod., 2012). Vecina starejSih Studij je temeljila na izolaciji
in gojenju bakterij (Gilliam, 1997; Kacaniova in sod., 2009; Vasquez in Olofsson, 2009).
Pristope kloniranja in sekvenciranja gena za 16S rRNA so uporabili le pri preucevanju
cebelje Crevesne mikrobiote, ne pa tudi Cebeljega kruhka (Jeyaprakash in sod., 2003;
Babendreier in sod., 2007; Cox-Foster in sod., 2007; Martinson in sod., 2012). Problemi, ki
se pojavljajo pri uporabi gojitvenih tehnik so, da zmoremo gojiti le majhen del prisotne
populacije mikroorganizmov, pri molekularnih tehnikah pa ne moremo razlikovati med
temi, ki aktivno sodelujejo pri pretvorbi cvetnega prahu in med tistimi, ki so metabolno
neaktivni (Mattila in sod., 2012). Zato so Mattila in sodelavci (2012) opravili raziskavo,
kjer so kot odraz mikrobne aktivnosti izolirali in preucili bakterijsko RNA, Anderson in
sodelavci (2013) pa so izvedli raziskavo, v kateri so s primerjalnim pristopom gojitvenih in
molekularnih tehnik skusali temeljiteje opisati mikrobno sestavo in pestrost ¢ebeljega
kruhka. Rezultati teh raziskav so opisani v nadaljevanju.

Nekatere bakterije, ki naseljujejo Cebelji prebavni trakt, se pojavljajo tudi na rastlinah, v
nektarju, medu, ¢ebeljem kruhku in tudi v mednem Zelod¢ku (ki je sicer del prebavnega
trakta, vendar naceloma ni vpleten v prebavo, temve¢ sluZi za prenos medicine s cveta v
panj). Lahko se prenasajo iz enega okolja v drugega in ta okolja naj bi zanje predstavljala
sekundarno niso (Anderson in sod., 2013). Cebelji kruhek in &ebelji prebavni trakt
vsebujeta priblizno 10 % skupnih bakterij (Mattila in sod., 2012).

Anderson in sodelavci (2013) so odkrili, da najve¢ji del mikrobiote cebeljega kruhka
predstavljajo bakterije iz vrste Lactobacillus kunkeei, bakterije iz druZine
Acetobacteraceae in bakterije iz razreda Actinobacteria, vendar Mattila in sodelavci
(2012) opozarjajo, da Stevilcnost bakterij Se ne pomeni, da so te bakterije tudi najbolj
metabolno aktivne in v svojih rezultatih objavljajo, da najaktivnejSi ¢lani mikrobiote
Cebeljega kruhka pripadajo deblom Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria in
Bacteroidetes.

Raziskovalci domnevajo, da je atmosfera v Cebeljem kruhku vsaj na nekaterih predelih
anaerobna, saj so v njem odkrili tudi nekaj fakultativnih in obligatnih anaerobov.
Aerotolerantne bakterije kot so bakterije iz druzine Acetobacteraceae in nekatere bakterije



14

Sekirnik M. Analiza mikrobiote cvetnega prahu skladi§¢enega v satnih celicah v panjih kranjske ¢ebele (Apis mellifera carnica Pollman).
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

iz razreda Actinobacteria imajo morda pomembno viogo pri konzerviranju cebeljega
kruhka na mejni ploskvi s kisikom (Anderson in sod., 2013). Ceprav Anderson in sodelavci
(2013) porocajo tudi o bakterijah iz druzine Acetobacteraceae, jih Mattila in sodelavci
(2012) niso zaznali med mikroorganizmi, ki naj bi aktivno sodelovali pri procesu zorenja
¢ebeljega kruhka.

Zaradi sposobnosti presnavljanja celuloze so bakterije iz debla Actinobacteria lahko
patogene za rastline, v sploSnem pa so sprejete kot obrambni mutualisti insektov, ker
proizvajajo sekundarne metabolite, ki prepreCujejo rast gliv in drugih patogenih
organizmov. Verjetno se prenasajo neposredno z rastlin ali iz zemlje, prisotne pa so v
¢ebeljem kruhku, vosku in prebavnem traktu li¢ink in odraslih ¢ebel. Najverjetneje
preprecujejo razrast plesni in kvasovk ter pripomorejo k dalj$i obstojnosti cebeljega
kruhka. Glavni predstavniki so iz rodov Streptomyces, Propionibacterium, Mycobacterium
in Corynebacterium (Anderson in sod., 2013).

Mattila in sodelavci (2012) so ugotovili, da so v zakisanem cebeljem kruhku metabolno
najaktivnejSe mlecnokislinske bakterije iz rodov Oenococcus, Paralactobacillus (deblo
Firmicutes) ter predstavniki iz rodu Bifidobacterium (deblo Actinobacteria). Predlagali so
teorijo, da se zaradi zakisanosti okolja pospesi hidroliza hemiceluloze pelodnih sten v
disaharide, ki jih potencialno lahko pretvarjajo drugi ¢lani mikrobiote, hranilna vsebina
zrnc cvetnega prahu pa je tako tudi za ¢ebele lazje dostopna (Mattila in sod., 2012).

Lactobacillus kunkeei je bila vrsta, ki so jo najpogosteje izolirali iz vzorcev mednega
zelod¢ka, crevesja, medu, nektarja in cebeljega kruhka. Anderson in sodelavci (2013)
pristajajo na to, da je pojavljanje bakterij Lactobacillus kunkeei v mednem Zelod¢ku in
¢revesju posledica uporabe metod izolacije z gojenjem, saj sekvenc teh bakterij v mnogih
molekularnih $tudijah niso zaznali ali pa jih je bilo zelo malo (Martinson in sod., 2011;
Engel in sod., 2012; Moran in sod., 2012). Pojavljanje teh bakterij v ¢ebeljem kruhku pa
zaznajo tako gojitvene kot tudi molekularne tehnike. Na podlagi rezultatov uporabe
molekularnih tehnik lahko sklepamo, da so bakterije vrste Lactobacillus kunkeei dejansko
prisotne le v cebeljem kruhku, ne pa tudi v cebeljem crevesju in mednem Zelod¢ku
oziroma so tam le v zelo majhnem Stevilu (Anderson in sod., 2013). Te bakterije se v
naravi pojavljajo kot dominantni fruktofili, ki naseljujejo okolja, bogata s fruktozo. Med
tak$na okolja spadajo tudi cvetovi, nektar in med (Endo in Salminen, 2013), s katerimi so
cebele v tesnem stiku, zato obstaja velika verjetnost, da jih cebele zanesejo v panj. To
domnevo potrjujejo trditve raziskovalne skupine Andersona in sodelavcev (2013), ki so
identi¢ne sekvence izolatov bakterij Lactobacillus kunkeei zaznali tako na nekaterih
cvetovih kot tudi v cCrevesju Cebel in v Cebeljem kruhku. To pomeni, da je po vsej
verjetnosti prislo do prenosa teh bakterij iz okolja (cvetov) v panj (Eebelji kruhek). Ker pa
je ¢ebeljemu kruhku dodan tudi vir fruktoze v obliki izbljuvanega nektarja in medu, najbrz
cebelji kruhek za te bakterije predstavlja s hranili bogatejso in s tem stabilnejso niso od
cvetov in prebavnega trakta ¢ebel (Anderson in sod., 2013).
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Cebele so odvisne od mutualisticnih mikroorganizmov, saj ti prispevajo k hranilni
vrednosti ¢ebelje prehrane ter jih s kolonizacijo in tvorbo protimikrobnih snovi varujejo
pred vdorom patogenih mikroorganizmov. Ker je za Cebele ¢ebelji kruhek hranljivejsi od
svezega cvetnega prahu, njegova mikrobiota deluje kot razsirjen del ¢ebeljega prebavnega
trakta ¢ebelje druzine in zaradi mikrobne aktivnosti so teh koristi delezni vsi ¢lani ¢ebelje
druzine (Mattila in sod., 2012).

2.9 PRISTOPI K PREUCEVANIJU CEBELJE MIKROBIOTE

Mikrobioto cebeljega prebavnega trakta so sprva raziskovali s tradicionalnimi
mikrobioloSkimi tehnikami, ki so temeljile na gojenju mikroorganizmov in nato na
analizah morfoloskih znacilnosti in biokemijskih testov (Gilliam, 1997; Kacaniova in sod.,
2009). Eden od razlogov, da ne moremo gojiti vseh prisotnih mikroorganizmov iz neke
mikrobne zdruzbe, je nedvomno pomanjkanje informacij o dejanskih razmerah, v katerih
bakterije rastejo v njihovih naravnih habitatih (Muyzer in Smalla, 1998). Z razvojem
molekularnih metod so se mo¢no povecale moznosti za podrobnejSo analizo mikrobnih
zdruzb. Natan¢no poznavanje t. i. 'mikrobioma’ odkriva nov vpogled v identiteto, dinamiko
in medsebojno sodelovanje prisotnih mikroorganizmov z rastlinami in njihovimi
opraSevalci. Molekularne tehnike, ki so neodvisne od izolacije in gojenja mikroorganizmov
in s katerimi lahko izoliramo in analiziramo DNA neposredno iz okolja, pomagajo bolje
razumeti kompleksne mikrobne sisteme v naravi (Shade in sod., 2013). V novejsih
raziskavah mikrobiote Cebeljega prebavnega trakta so z molekularnimi tehnikami
analizirali sekvence bakterijskih genov za 16S rRNA z metodami SSCP (Mohr in Tebbe,
2006), RFLP (Jeyaprakash in sod., 2003), T-RFLP (Babendreier in sod., 2007), s
klonskimi knjiznicami (Martinson in sod., 2011), pirosekvenciranjem (Moran in sod.,
2012; Shade in sod., 2013; Mattila in sod., 2012) in z metagenomskimi pristopi (Cox-
Foster in sod., 2007; Engel in sod., 2012). V primerjavi s starejSimi gojitvenimi
raziskavami so odkrili veliko ve¢jo pestrost mikroorganizmov v cebeljem prebavnem
traktu (Jeyaprakash in sod., 2003; Mohr in Tebbe, 2006; Babendreier in sod., 2007;
Martinson in sod., 2011; Moran in sod., 2012).

Raziskave, ki so temeljile na gojitvenih metodah, so praviloma pokazale prevladovanje
bakterij iz rodu Bacillus v ¢ebeljem prebavnem traktu in ¢ebeljem kruhku (Gilliam, 1979b;
Gilliam 1997), medtem ko molekularne tehnike razkrivajo, da se te bakterije tam pojavljajo
le sporadi¢no (Mohr in Tebbe, 2006; Babendreier in sod., 2007; Anderson in sod., 2013).
Pogosto pojavljanje bakterij iz rodu Lactobacillus pa so potrdili z obema pristopoma
(Gilliam, 1997; Babendreier in sod., 2007; Vasquez in sod., 2012; Anderson in sod., 2013).

Tako kot gojitvene imajo tudi molekularne tehnike svoje slabosti in omejitve. Zaradi
uporabe razlicnih metodologij prihaja do zmede in rezultati pogosto niso primerljivi.
Metode vzorcenja, izolacije in pomnoZevanja DNA lahko mo¢no vplivajo na kon¢ni izid
sestave mikrobiote, zato je profiliranje mikrobnih zdruzb, ki temeljijo na takSnem pristopu,
potrebno kriticno spremljati (Anderson in sod., 2011).
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Pri strategijah vzorcenja se lahko ustvarjajo razlike zaradi razlicnih mest jemanja vzorcev
in pogostosti vzor¢enja (Anderson in sod., 2011). Vkljucitev lizocima v protokol za
izolacijo skupne mikrobne DNA odkriva bakterijsko zdruzbo, ki je bogatejsa s po Gramu
pozitivnimi bakterijami (Martinson in sod., 2011; Mattila in sod., 2012), izbira zaéetnih
oligonukleotidov, npr. za 18S, pa odkriva prisotnost glivnih zdruzb (Cox-Foster in sod.,
2007). Nedosledne strategije vzorcenja, izolacije in pomnozevanja DNA lahko mocno
popacijo sliko sestave preucevane mikrobiote (Anderson in sod., 2011).

Zaradi razli¢nih pristopov tako dobimo razli¢ne rezultate tudi glede kolicinske sestave
mikroorganizmov neke mikrobiote, zato ne moremo primerjati Stevila dolo¢enih taksonov
med Studijami, v katerih so uporabljali razlicne protokole (Moran in sod., 2012). Poleg
tega molekularne tehnike, s katerimi preu¢ujemo mikrobno DNA, ne podajajo informacij o
pomembnosti posameznih mikroorganizmov ter o funkcionalni in aktivni vlogi mikrobiote
v doloceni nisi (Mattila in sod., 2012; Vasquez in sod., 2012). Na osnovi rezultatov, ki jih
pridobimo z molekularnimi tehnikami, ne moremo razlikovati med bakterijami, ki aktivno
pripomorejo pri pretvorbi cvetnega prahu v &ebelji kruhek in med tistimi, ki so v njem
prisotne v manj$ini oz. so le prehodne. Zato mikroorganizmi, ki so odgovorni za pretvorbo
cvetnega prahu v ¢ebelji kruhek v vecini Se vedno ostajajo skrivnost (Mattila in sod.,
2012).

2.10 POLIAKRILAMIDNA GELSKA ELEKTROFOREZA Z GRADIENTOM
DENATURANTA (DGGE)

Muyzer je s sodelavei leta 1993 vpeljal nov molekularni pristop v Studije genske
raznolikosti v kompleksnih mikrobnih populacijah. Osnova za poliakrialmidno gelsko
elektroforezo z gradientom denaturanta (ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis,
DGGE) je predhodna izolacija skupne mikrobne DNA iz vzorca in pomnoZitev
specifi¢nega odseka 16S rDNA z metodo PCR. Tehnika temelji na lo¢evanju enako velikih
pomnozkov PCR, ki se med seboj lo¢ijo glede na interno sekvenco v poliakrilamidnem
gelu, ki vsebuje linearno narasc¢ajo¢ gradient denaturanta iz uree in formamida. Pomnozki
PCR so enako dolgi, vendar jih lahko lo¢imo zaradi razli¢ne sestave sekvenc, Se posebej
glede na prisotnost regij z nizko oz. visoko talilno temperaturo, tj. tak$nih, ki so bogate z
AT- 0z. GC-pari. To omogoca locevanje med razlicnimi mikrobnimi vrstami. Za optimalno
lo¢evanje pomnozkov v gradientu denaturanta je nujna prikljucitev 40-bp dolge verige z
bogato vsebnostjo GC-parov, t. i. GC-zanko (ang. GC-clamp) na 5'-konec enega od
zaCetnih oligonukleotidov. Ta veriga je odporna na denaturacijo in povzro€i, da se verigi
DNA ne razkleneta popolnoma v dve enoverizni molekuli (ssDNA), ki bi v gelu potovali
hitreje. Elektroforeza poteka v smeri narasajocega denaturanta. Ko molekula zaradi
specificne sestave sekvenc podleze delovanju denaturanta, se razklene in ustavi kot delno
denaturirana stabilna molekula. Rezultat je vzorec elektroforeznih lis, ki ponazarja profil
pomnozkov ribosomskih genov z razliénimi internimi sekvencami, tj. razlicnih vrst
bakterij, ki sestavljajo neko mikrobno zdruzbo. Pozicija in relativna intenziteta posamezne
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lise v kvalitativnem in semikvantitativnem smislu prikazujeta prisotnost in relativno
pogostnost posamezne vrste v zdruzbi. S to tehniko lahko zaznamo tudi vrste, ki
predstavljajo manjsi del mikrobne zdruzbe, a vsaj 1 % preucevane populacije. Problem, ki
se lahko pojavi pri analizah profilov DGGE je, da lise na identi¢nih pozicijah v gelih
DGGE ne izhajajo nujno iz iste mikrobne vrste, zato bi v takSnem primeru morali vpeljati
drugacen gradient denaturanta, da bi izboljSali lo¢evanje oz. t. i. resolucijo DGGE profilov.
Prav tako s tehniko DGGE ne dobimo neposrednih informacij o taksonomski sestavi
mikrobne populacije, lahko pa v nadaljevanju DNA relativno enostavno izrezemo iz gela
DGGE, jo ponovno pomnozimo z metodo PCR in sekvenciramo. Zato je DGGE kljub
vsemu dokaj hiter in u€inkovit pristop za analizo sestave meSanih mikrobnih populacij iz
naravnih okolij (Muyzer in sod., 1993).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

Cebelji kruhek
Mikroskopiranje Gojenje bakterij
Filtriranje
! v
Izolacija skupne mikrobne DNA Izolacija skupne mikrobne DNA
LIZA CELIC:
o fizikalna

— ultrazvoéni razbijalec

— stresalec Precellys 24
o biokemijska

— proteinaza K

— lizocim/mutanolizin

EKSTRAKCIJA DNA:

o fenol/kloroform

e metoda RBB+C

o  komercialni komplet Maxwell

v v

PCR 16S rDNA PCR 16S rDNA

enostopenjska PCR
vgnezdena PCR

gradientna PCR
prepreevanje pomnozevanja
kloroplastne rDNA

v

DGGE

e izrezovanje lis
e sekvenciranje

v v

Analiza sekvenc Analiza sekvenc
e RDP
e NCBI

Slika 5:; Shema dela
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Vzorci

Na zacetku analize in med optimizacijo metod za izolacijo mikrobne DNA ter izvedbo
PCR in DGGE smo uporabljali t. i. testne vzorce, od katerih smo nekatere pripravili sami,
druge pa nam je odstopil Blaz Podriznik z Oddelka za biologijo BiotehniSke fakultete v
Ljubljani. Ti vzorci so bili pripravljeni tako, da so ¢ebelji kruhek kostanjeve pase iz satnih
celic izrezali s sterilnim skalpelom ter ga razdelili na tretjine (spodnja, srednja in zgornja
tretjina). Pri nekaterih so odvzeli tudi med, ki je prekrival cvetni prah (slika 6). Po tehtanju
so vzorcem glede na maso posamezne tretjine ¢ebeljega kruhka dodali enako koli¢ino
sterilne destilirane vode, premesali in 5 minut centrifugirali pri 1500 x g. 10 pl
supernatanta so porabili za analizo skupne vsebnosti fenolov, preostali supernatant so
uporabili za testiranje protimikrobne aktivnosti (Podriznik in Bozi¢, 2014). Usedlino so
glede na maso resuspendirali z 0,9 % NaCl (20 % volumna), pomesali in odvzeli 3 pl za
mikroskopsko analizo peloda. Preostalo usedlino so zamrznili in namenili za molekularno
analizo mikrobiote ¢ebeljega kruhka.

Vzorci za konéno analizo pri nalogi so se od testnih razlikovali po tem, da so pri njih v
supernatantu izmerili tudi vsebnost mle¢ne kisline.

Nekaj testnih vzorcev smo pripravili sami tako, da smo iz ¢ebeljega satja, ki ham ga je
podaril izr. prof. dr. Janko Bozi¢ (Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo), s sterilnim
skalpelom izrezali ve¢ ¢ebeljih kruhkov, tj. vsebin posameznih satnih celic in jih zdruzili. S
tem smo zagotovili homogenost vzorcev ter tako pridobili ve¢ materiala za delo. Tako
pripravljen material smo razdelili v alikvote in shranili pri -20 °C za nadaljnje analize.

Vzorci, ki smo jih uporabili pri nalogi, so natan¢neje opredeljeni v prilogah A, B in C.
TIPI SATNIH CELIC

CEBEUI KRUHEK MED

— I

ODPRTA POKRITA STARANA

Slika 6: Shematski prikaz vzoréenja Cebeljega kruhka, ki je bil razdeljen na posamezne tretjine (spodnja,

srednja, zgornja tretjina), pri nekaterih je bil vzorcen tudi med nad cvetnim prahom (prirejeno po Podriznik in
Bozic, 2014)
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3.2.2 Reagenti

Preglednica 2: Pregled uporabljenih reagentov za izolacijo DNA, PCR, gelsko elektroforezo in DGGE

REAGENTI PROIZVAJALEC
Zaizolacijo DNA

NaCl Merck, Nemcija
CTAB Sigma-Aldrich, ZDA
kloroform Merck, Nemdéija
fenol:kloroform:izoamil alkohol 25:24:1 (pH 8,0) Calbiochem, ZDA
izopropanol Merck, Nemcija

70 % etOH Merck, Nemcija
EDTA Merck, Nemcija
SDS Merck, Nemcija
amonijev acetat Sigma-Aldrich, ZDA
RNaza Fermentas, ZDA
proteinaza K Thermo Sientific, ZDA
lizocim Sigma-Aldrich, ZDA
mutanolizin Sigma-Aldrich, ZDA

komercialni komplet za izolacijo DNA: Maxwell 16 Tissue DNA Purification kit

Za veriZzno reakcijo s polimerazo (PCR)

zacCetni oligonukleotidi: FD1, 926R, NadkarniR, HDA1-GC, HDA2
dNTP mix

MgCl,

Taq pufer

Tag-polimeraza

voda brez nukleaz

%

komercialni komplet za ¢is¢enje produktov reakcije PCR: High Pure PCR
Product Purification Kit

Za agarozno gelsko elektroforezo

SeaKem® LE agaroza

velikostni standard GeneRuler 1 kb DNA Ladder

EtBr

Za poliakrialamidno gelsko elektroforezo DGGE

urea

formamid

96 % CH;COOH

Poliakrilamid: me$anica akrilamida in bisakrilamida z razmerjem 37:1
APS

TEMED

Kemex (sredstvo za ro¢no pranje laboratorijskega pribora)
SYBR® Safe DNA Gel Stain

Promega, ZDA

Microsynth, Svica
Fermentas, ZDA
Fermentas, ZDA
Fermentas, ZDA
Fermentas, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Fermentas, ZDA

Lonza, ZDA
Thermo Scientific, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA

Merck, Nemcija
Fluka, Svica

Merck, Nemcija
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Kemika, Hrvaska

Invitrogen, VelikaBritanija
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3.2.3 Pufri in raztopine

Preglednica 3: Pregled in sestava uporabljenih pufrov in raztopin

PUFER/RAZTOPINA SESTAVA PROIZVAJALEC

10 % CTAB Sigma-Aldrich, ZDA
CTAB/NaCl

0,7 M NacCl Merck, Nem¢ija

13 mM NacCl Merck, Nem¢ija
Pufer PBX 7 mM Na,HPO, Merck, Nemcija

Pufer TE (pH 8,0)

Pufer TAE 50x

Pufer TBE 0,5x

Nalagalni pufer za agarozni gel

Nalagalni pufer za DGGE

3 mM NaH,PO,

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)
40 mM Tris

20 mM CH3;COOH

1 mM EDTA

0,045 M Tris

0,045 M H;BO;

1 mM EDTA

0,25 % bromfenol modro
40 % saharoze

0,05 % bromfenol modro
0,05 % ksilen cianol

70 % glicerol

Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nem¢ija
Serva, Nemcija
Kemika, Hrvaska
Serva, Nemcija
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA

3.2.4 Mikrobioloska gojiSca in bakterijske kulture

Preglednica 4: Pregled uporabljenih bakterijskih kultur in mikrobioloskih gojis¢

BAKTERIJSKI SEV

GOJENJE V GOJISCU

Escherichia coli K12 (DSM
18039)

Prevotella bryantii B;4 (DSM
11371)

Fusobacterium nucleatum subsp.

nucleatum 1612A (DSM 15643)

gojenje bakterij iz Cebeljega
kruhka

tekoce gojis¢e BHI (ang. Brain
Heart Infusion) (Biolife, Italija)
tekoce gojis¢e BHI (ang. Brain
Heart Infusion) (Biolife, Italija)

modificirano tekoce gojisce
104.PYG

trdno gojis¢e NA (ang. Nutrient
Agar) (Sigma-Aldrich, ZDA),
trdno gojis¢e MRS (po De Man,

Rogosa, Sharpe) (Merck, Nemcija)

aerobno, 24 h pri 37 °C
anaerobno, 24 h pri 37 °C
anaerobno, 24 h pri 37 °C
aerobno in anaerobno,

24 hpri 37 °C
anaerobno, 3 dni pri 37 °C
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3.2.5 Laboratorijska oprema

Preglednica 5: Pregled laboratorijske opreme

LABORATORIJSKA OPREMA

PROIZVAJALEC

polavtomatske pipete: Finnpipette
mikroskop: Olympus BX50

avtoklav A-21CA

filtri s premerom por 5 pl: Minisart
cirkonijeve kroglice: Bead Beat
tehtnice: PN163 in P1210

ultrazvocni razbijalec celic: MSE Soniprep 150

stresalec za razbijanje celic: Precellys 24

centrifuga s hlajenjem: MIKRO 200R

centrifuga: MINI SPIN PLUS

vrtin¢no mesalo: VORTEX-GENIE 2

termoblok: CH-100 BIOSAN

komora za pripravo PCR mesanic: DNA in RNA FREE CHAMBER
cikli¢ni termostat: MyCycler™ Thermal Cycler

cikliéni termostat: Supercycler Trinity

elektroforezna kad: MINI-SUB in WIDE MINI-SUB CELL GT
naprava za fotografiranje gelov v UV-spektru: Gel Doc 1000
spektrofotometer za DNA: NanoVue™

spektrofotmeter: Novaspec Il

DGGE sistema: D GENE™ SYSTEM Denaturating Gel Electrophoresis

in DCODE™ Universal Mutation Detection System
UV-transluminator: ChemiGenious? Bio-Imaging Gel Doc System

Thermo Scientific, ZDA
Olympus, Japonska

Kambi¢ laboratorijska oprema,
Slovenija

Sartorius Stedim, Nemcija
BioSpec, ZDA

Mettler Toledo, Slovenija
Sanyo Gallenkamp, Velika
Britanija

Bertin Technologies, Francija
Hettich, Nemcija
Eppendorf, Nem¢ija
Scientific Industries, ZDA
Chemas d.o.0., Slovenija
Biosan, Latvija

Bio-Rad, ZDA

Kyratec, Avstralija
Bio-Rad, ZDA

Bio-Rad, ZDA

GE Healthcare, ZDA
Biochrom, Velika Britanija

Bio-Rad, ZDA

Syngene, Velika Britanija

3.2.6 Racunalniski programi

Preglednica 6: Pregled uporabljenih ra¢unalniskih programov

RACUNALNISKI PROGRAM

PROIZVAJALEC

za slikanje in delo z agaroznimi geli Gel Doc 1000: Molecular Analyst 1.5

za slikanje gelov DGGE: GeneSnap
Microsoft Office Excel
BioEdit Sequence Alignment Editor©7.0.9.0

Bio-Rad, ZDA

Syngene, Velika Britanija
Microsoft, ZDA

Ibis Biosciences, ZDA
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3.3 METODE
3.3.1 Gojenje in analiza bakterij iz ¢ebeljega kruhka

Iz dveh celic satja (X, Y) smo sterilno izrezali ¢ebelji kruhek in vsakega posebej prenesli v
sterilno mikrocentrifugirko. Cebelji kruhek iz celice X je tehtal 30 mg, iz celice Y pa
23 mg. V obe mikrocentrifugirki smo dodali 750 ul red¢itvenega gojiséa (pepton 0,25 %
(W/v), cistein 0,05 % (w/v), resazurin 0,1 % (v/v)) ter v redgitvah do 10 nacepili na
gojis¢a NA in MRS. Gojis¢a NA smo inkubirali aecrobno in v anaerobni komori 24 ur pri
37 °C. Gojis¢a MRS smo inkubirali anaerobno 3 dni pri 37 °C. Zrasle kolonije smo
precepili do Cistih kultur. DNA ¢Cistih kultur smo izolirali tako, da smo c¢isto kolonijo
postrgali z agarske plosce in jo dali v mikrocentrifugirko, dodali 50 pul pufra TE ter
10 minut inkubirali v vodni kopeli pri 23 °C. Po inkubaciji smo 10 minut centrifugirali pri
14 000 x g ter supernatant prenesli v svezo mikrocentrifugirko. 1 pl supernatanta smo
uporabili kot matrico v reakciji PCR, v kateri smo uporabili par zacetnih oligonukleotidov
FD1 in 926R. Produkte reakcije PCR smo o¢istili s komercialnim kompletom High Pure
PCR Product Purification Kit ter poslali na sekvenciranje v podjetje Microsynth v Svico.

3.3.2 Priprava bakterijskih kultur E. coli K12, P. bryantii B:4 in F. nucleatum
subsp. nucleatum 1612A

Bakterijski sev E. coli K12 smo gojili v tekocem gojis¢u BHI aerobno 24 ur pri 37 °C. Po
inkubaciji smo s spektofotometrom pri valovni dolzini 654 nm izmerili opticno gostoto
kulture E. coli K12 (OD = 0,781, predvideno okoli 10° bakterijskih celic). Po inkubaciji
smo kulturo alikvotirali v nekaj mikrocentrifugirk in 10 minut centrifugirali pri 6500 x g.
Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, da smo pridobili celicno biomaso, ki je
kasneje sluzila za pozitivno kontrolo izolacije DNA in PCR.

Bakterijska seva P. bryantii Bi4 in F. nucleatum subsp. nucleatum 1612A smo gojili v
tekoCem gojis¢u BHI anaerobno v skladu z Bryantovo modifikacijo Hungatove tehnike
(Bryant, 1972). Celi¢no biomaso smo pridobili na enak nacin, kot je opisano zgora;.

3.3.3 Priprava vzorcev za izolacijo skupne bakterijske DNA

Pripravljeno zamrznjeno usedlino ¢ebeljega kruhka smo odtalili na sobni temperaturi.
Posameznemu vzorcu usedline smo dodali 500 pl pufra PBX ter filtrirali skozi filter
Minisart (Sartorius Stedim, Nemcija) s premerom por 5 pm. Postopek smo Se dvakrat
ponovili, da smo mikrocentrifugirko, v kateri je bila usedlina, popolnoma sprali, prav tako
pa smo s taks$no koli¢ino pufra PBX s filtra sprali tudi morebitne bakterijske celice, ki bi
lahko bile pritrjene na stene zrnc cvetnega prahu. Ker nekaj tekocine zadrzi tudi filter, smo
na koncu dobili nekaj manj kot 1500 pl filtrata. Filtrat smo 10 minut centrifugirali pri
6500 x g in odstranili supernatant, da smo dobili celicno biomaso, iz katere smo
nameravali izolirati skupno bakterijsko DNA. Tako pripravljene vzorce smo do nadaljnje
obdelave shranili pri -20 °C in jih pred izvedbo izolacije DNA resuspendirali v 600 pl
pufra TE.
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3.3.4 lzolacija bakterijske DNA

Osnovni protokol:

A. Bakterijske celice smo lizirali z ultrazvo¢nim razbijalcem celic z amplitudo 5 v treh
ciklih s 30-sekundnim delovanjem in 15-sekundnim premorom (3x30x15), med katerim
smo vzorce shranjevali na ledu. Nato smo vzorcem dodali 100 ul 5 M NaCl ter jih rahlo
premesali. Dodali smo Se 80 pl raztopine 10 % CTAB in 0,7 M NaCl ter 10 minut
inkubirali pri temperaturi 65 °C. Po inkubaciji smo dodali 600 pl kloroforma, premesali in
centrifugirali 10 minut pri 10 000 x g pri temperaturi 4 °C. Zgornjo, vodno fazo smo
prenesli v nove mikrocentrifugirke in jim dodali 500 pl mesanice fenol:kloroform:izoamil
alkohol v razmerju 25:24:1 (pH 8), premesali in centrifugirali 15 minut pri 10 000 x g pri
4 °C. Znova smo prenesli vodno fazo v novo mikrocentrifugirko in dodali 500 pl
kloroforma, premesali in centrifugirali 10 minut pri 10 000 x g pri 4 °C. Vodno fazo smo
prenesli v novo mikrocentrifugirko ter DNA oborili s 300 pl izopropanola ter centrifugirali
10 minut pri 14 000 x g pri 4 °C. Odstranili smo supernatant in oborino sprali s 500 ul
hladnega 70 % etanola. Znova smo centrifugirali 10 minut pri 14 000 x g pri 4 °C,
odstranili supernatant ter oborino osusili ob gorilniku. Tako izolirano DNA smo raztopili v
15 pl pufra TE in shranili pri -20 °C do nadaljnje obdelave.

Modifikacije:
B. Tudi pri tem postopku smo za lizo celic uporabili ultrazvocni razbijalec celic z
amplitudo 5, vendar smo namesto treh ciklov s 30-sekundnim delovanjem in 15-sekundnim

premorom uporabili dva cikla z 10-sekundnim delovanjem in 10-sekundnim premorom
(2x10x10). Po kon€anem razbijanju celic je sledil enak postopek kot opisano zgoraj.

C. Pri tem postopku smo celice lizirali na enak nacin kot pri metodi B. Po kon¢ani lizi celic
vzorcem nismo dodali NaCl in meSanice CTAB in NaCl, zato tudi nismo inkubirali pri
65 °C, prav tako smo izpustili korak, v katerem bi dodali kloroform. Takoj po lizi celic
smo vzorcem dodali 500 pl meSanice fenol:kloroform:izoamil alkohol v razmerju 25:24:1
(pH 8). Temu je sledil enak postopek, kot je opisan v metodi A.

D. Pri tem postopku smo filtrirane vzorce prenesli v posebne mikrocentrifugirke (kapice s
tesnilom in z navoji), ki so vsebovale sterilne cirkonijeve kroglice za lizo celic in celice
lizirali s stresanjem (ang. bead beating). Vzorcem smo dodali 0,3 g kroglic s premerom
0,1 mm in 0,1 g kroglic s premerom 0,5 mm. Za lizo celic smo uporabili stresalec
Precellys 24, v katerem smo vzorce stresali v treh dimenzijah s hitrostjo 5000 stresljajev v
minuti s 30-sekundnim delovanjem in 30-sekundnim premorom. Stresanje smo trikrat
ponovili. Po konCanem stresanju so se kroglice posedle, supernatant pa smo iz
mikrocentrifugirk s kroglicami za lizo celic prenesli v nove (obic¢ajne) mikrocentrifugirke,
cemur je sledil postopek z dodajanjem 5 M NaCl in slede¢i koraki, ki so opisani v
metodi A.



25

Sekirnik M. Analiza mikrobiote cvetnega prahu skladi§¢enega v satnih celicah v panjih kranjske ¢ebele (Apis mellifera carnica Pollman).
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

E. Mikrobno DNA smo iz vzorcev izolirali tudi po metodi RBB+C (ang. Repeated Bead
Beating plus Column method), ki sta jo opisala Yu in Morrison (2004). Za lizo celic smo
vzorcem najprej dodali 1 ml pufra za lizo celic (500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
50 mM EDTA in 4 % SDS) in 0,4 g sterilnih cirkonijevih kroglic (0,3 g kroglic s
premerom 0,1 mm in 0,1 g kroglic s premerom 0,5 mm) ter jih tri minute stresali s
stresalcem Precellys 24 pri hitrosti 5000 stresljajev v minuti. Sledila je 15-minutna
inkubacija pri temperaturi 70 °C in nato 5-minutno centrifugiranje pri 4 °C pri 16 000 x g.
Supernatant smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, dodali 300 ul pufra za lizo celic ter
znova ponovili postopek (3-minutnega stresanja pri hitrosti 5000 stresljajev v minuti,
15-minutne inkubacije pri 70 °C in 5-minutnega centrifugiranja pri 4 °C pri 16 000 x g).
Nato smo supernatant prenesli in razdelili v dve novi mikrocentrifugirki. V vsako smo
dodali 260 pl 10 M amonijevega acetata, dobro premesali ter 5 minut inkubirali na ledu.
Potem smo 10 minut centrifugirali pri 4 °C pri 16 000 x g. Vsak supernatant smo prenesli v
novo mikrocentrifugirko in dodali enak volumen izopropanola, dobro premesali ter 30
minut inkubirali na ledu, centrifugirali (10 min, 4 °C, 16 000 x g), odstranili supernatant,
sprali pelet nukleinskih kislin s 70 % etanolom ter ga osusili ob gorilniku. Pelet smo
raztopili v 100 pl pufra TE ter dodali 2 ul RNaze (DNase-free, 10 mg/ml) in 15 minut
inkubirali pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji smo izolirano DNA shranili pri -20 °C.

F. DNA smo iz vzorcev izolirali tudi s komercialnim kompletom Maxwell 16 Tissue DNA
Purification kit po navodilih proizvajalca. Predhodno smo celice lizirali ali z ultrazvo¢nim
razbijalcem celic po postopku, ki je opisan v metodi A (oznaka v tekstu AF) ali s
stresalcem Precellys 24 po postopku, ki je opisan v metodi D (oznaka v tekstu DF).

G. Ta postopek vkljuuje dodajanje proteinaze K in ga uporabljamo, kadar Zelimo
inaktivirati prisotne nukleaze in s tem izboljSati izkoristek izolacije DNA. Vzorcem smo
dodali 567 pl pufra TE, 3 ul proteinaze K (18,5 mg/ml) in 30 ul 10 % SDS. MeSanico smo
inkubirali 1 uro pri 37 °C. Nato smo vzorce obdelali po postopku, ki je opisan v metodi A.

H. Ta postopek vkljuCuje dodajanje meSanice encimov lizocima in mutanolizina za
biokemijsko lizo bakterijskih celic, saj nacenjata celi¢ne stene po Gramu pozitivnih in
negativnih bakterij. Vzorce smo resuspendirali v 400 ul pufra TE in 100 pl meSanice
lizocim/mutanolizin, ki je vsebovala 25 U/ml mutanolizina in 25 mg/ml lizocima. Vzorce
smo inkubirali 2 uri pri 37 °C. Nato smo vzorce obdelali po postopku, ki je opisan v
metodi A.
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3.3.5 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

S to tehniko smo iz predhodno izolirane DNA pomnozevali dele ribosomskih genov (16S
rDNA). Za pomnoZevanje smo uporabili ciklicna termostata Supercycler Trinity in
MyCycler.

Vgnezdena PCR: Pri vgnezdeni verizni reakciji s polimerazo smo v prvem delu reakcije
za pomnoZzevanje izolirane DNA uporabljali pare evolucijsko ohranjenih zacetnih
oligonukleotidov FD1 in 926R ali FD1 in NadkarniR v kon¢ni koncentraciji
0,20z.0,5 uM. Produkte prve reakcije smo wuporabili kot tare v drugi stopnji
pomnozevanja, kjer smo uporabili par zacetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDAZ2,
katerih vezavna mesta se nahajajo znotraj v prvi stopnji pomnozenega genskega odseka za
16S rRNA. Za pomnozevanje smo uporabili cikli¢ni termostat Supercycler Trinity.

Gradientno PCR smo izvajali na ciklicnem termostatu MyCycler. Uporabili smo par
zacetnih oligonukeotidov  HDA1-GC in HDA2 v kon¢ni koncentraciji 0,5 pM.
Temperatura naleganja zacetnih oligonukeotidov je naras¢ala od 58 °C do 63,4 °C.

Pomnozevanje z verizno reakcijo s polimerazo:

Reakcijske mesanice smo pripravili v 200 pl-mikrocentrifugirkah. Kon¢na koncentracija
reagentov za posamezno reakcijo pri uporabi razli¢nih parov zacetnih oligonukleotidov je
prikazana v preglednici 7.

Preglednica 7: Kon¢na koncentracija reagentov za posamezno reakcijo PCR v reakcijski meSanici pri
uporabi razli¢nih parov zacetnih oligonukleotidov

Reakcijska meSanica FD1in 926R FD1 in NadkarniR HDA1-GC in HDA2

ahgontiisatcov 02uM 05 uM 05 uM

MgCl, 2mM 2mM 1,5 mM

pufer za Tag-polimerazo 1x 1x 1x

dNTP 0,2mM 0,2mM 0,2mM

Tag-Polimeraza DNA 1 enota 1 enota 1 enota

matrica 1 ul 1ul 1 ul

voda brez nukleaz do konénega volumna do kon¢nega volumna do kon¢nega volumna
25l 25 ul 25l
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V preglednicah 8 in 9 so prikazani uporabljeni zacetni oligonukleotidi ter protokoli reakcij
PCR z izbranim parom zacetnih oligonukleotidov.

Preglednica 8: Zacetni oligonukleotidi uporabljeni za pomnoZevanje genskih odsekov 16S rDNA

Zacetni

oligonukleotid Nukleotidno zaporedje zacetnega oligonukleotida Vir

FD1 5-AGAGTT TGATCC TGG CTC AG-3' Weisburg in sod., 1991
926R 5-CCGTCAATTCCTTTAAGT TT-3 Amann in sod., 1995
NadkarniR 5-GGACTACCA GGG TAT CTAATCCTGTT-3 Nadkarni in sod., 2002
HDA2 5-GTATTACCG CGG CTG CTG GCA C-3' Walter in sod., 2000

Preglednica 9: Protokoli reakcij PCR s pari zacetnih oligonukleotidov FD1 in 926R, FD1 in NadkarniR ter
HDA1-GC in HDA2

Reakcijska meSanica FD1in 926R FD1 in NadkarniR HDA1-GC in HDA2
Zacetna denaturacija 95°C 5 minut 95°C 2 minuti 95°C 2 minuti
Denaturacija 95°C 30 sekund 95°C 30 sekund 95°C 30 sekund

Naleganje zacetnih

. . 52°C 30 sekund 52°C 30 sekund 58°C 30 sekund
oligonukleotidov

Polimerizacija 72°C 2 minuti 72°C 45 sekund 72°C 40 sekund
Konéna polimerizacija 72°C 7 minut 72 °C 5 minut 72 °C 5 minut
Stevilo ciklov 20 13, 16 ali 19 35
Pri¢akovana dolzina pomnozka ~900 bp ~800 bp ~200 bp

3.3.6 Agarozna gelska elektroforeza

Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali uspesnost izolacije bakterijske DNA ter
nastanek specifi¢nih pomnozkov pri verizni reakciji s polimerazo. Pripravili smo gele z
1% agarozo, ki smo jo raztopili v 0,5x pufru TBE. Na gel smo nanaSali po 3-5 ul
posameznega vzorca in 0,5-1 ul nalagalnega pufra za agarozni gel. Za oceno velikosti
DNA produktov smo na gel nanesli 3 pl velikostnega standarda GeneRuler 1 kb DNA
Ladder. Elektroforeza je v elektroforezni kadi potekala 35 minut v 0,5x pufru TBE pri
napetosti 100 V. Po koncani elektroforezi smo gele 15 minut barvali v raztopini etidijevega
bromida koncentracije 1 pg/ml in jih nato razbarvali v destilirani vodi po 30 minutah. DNA
na agaroznih gelih smo pregledali pod UV lu¢jo v transiluminatorju Gel Doc 1000 in jih
dokumentirali s programom Molecular Analyst 1.5, ki sluZi za zajemanje in obdelavo slike.
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3.3.7 Poliakrilamidna gelska elektroforeza z gradientom denaturanta (DGGE)

Poliakriamidna gelska elektroforeza z gradientom denaturanta (DGGE) je elektroforezna
metoda, ki omogoca elektroforetsko loCevanje enako dolgih odsekov DNA, praviloma
pomnozkov reakcije PCR, glede na interno sekvenco preucevane DNA. Uspesno
pomnozeni odseki mikrobne DNA na gelu DGGE v prisotnosti naras¢ajocega denaturanta
razlicno potujejo. Zaradi razlicnega zaporedja nukleotidov, predvsem prisotnosti oz.
odsotnosti regij bogatih z adenini in timini (AT-parov), ki imajo izrazito nizko temperaturo
taljenja, se dvoverizna struktura pomnozkov reakcije PCR razli¢no hitro spreminja
(odpira), spremenjena konformacija pa vodi v upocasnjeno potovanje in posledi¢no v
zaustavitev. Na tak nacin se pomnozki razli¢nih mikrobnih vrst lo¢ijo na osnovi razlik v
zaporedju DNA, v primeru analize kompleksne mikrobiote pa nastane bolj ali manj bogata
lestvica lis (pomnozkov), ki tvorijo specifi¢ni profil dane mikrobiote.

Pripravili smo gele z 8 % poliakrilamidom, 1x pufrom TAE in denaturantom iz 7 M uree in
40 % formamida v gradientu od 30 do 65 %. Pripravljenim raztopinam s 30 % o0z. 65 %
denaturanta smo dodali 130 pl 10 % amonijevega persulfata ter 8 ul TEMED. Gel smo vlili
med stekli in ga pustili polimerizirati 4 ure. Nato smo na gel nanesli mesanice, sestavljene
iz 20 pl nanasalnega pufra za DGGE in 20 pl pomnozenih produktov PCR izbranih
vzorcev. Za preverjanje gradienta in za primerjavo med geli smo vsaki¢ nanesli tudi 5 pl
standarda DGGE, ki je bil sestavljen iz pomnozkov PCR z znanimi elektroforetskimi
lastnostmi, da so skupaj tvorili ustrezno lestvico lis na gelu. Standard DGGE je pripravil
dr. Luka Lipoglavsek iz Katedre za mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo
Biotehniske fakultete. Elektroforeza je v sistemu D GENE™ ali v DCODE™ potekala
16,5 ur v 1x pufru TAE pri 65 °C, 75 V, 70 mA in 5 W. Po koncani elektroforezi smo gel
barvali 30 do 60 minut v 1x raztopini barvila SYBR® Safe DNA Gel Stain. Gel smo slikali
v UV-transluminatorju ChemiGenious® s programom GeneSnap.

3.3.8 Postopki pridobivanja DNA za sekvenciranje

Dele poliakrilamidnih gelov, na katerih smo opazili lise po elektroforezi in obsevanju s
svetlobo UV, smo s skalpelom izrezali pod UV-lugjo. Izrezan del gela (cca. 14 mm®) smo
2 uri inkubirali v 300 pl vode brez nukleaz pri 4 °C. V tak$nih razmerah so v gelu DGGE
yjeti pomnozki PCR difundirali v vodo, nato pa smo jih uporabili kot matrico za nadaljnje
pomnozevanje z zacetnimi oligonukleotidi HDA1-GC in HDAZ2. Produkte reakcije PCR s
35 cikli smo ocistili s komercialnim kompletom High Pure PCR Product Purification Kit in
jih poslali na sekvenciranje v podjetje Microsynth v Svico.

3.3.9 Analiza sekvenc

Rezultate sekvenciranja smo prejeli v racunalniskih formatih .abl, ki se uporablja za
obdelavo sekvenc z racunalniskim programom BioEdit, in .fasta, ki je uporaben pri analizi
sekvenc na spletnih straneh Ribosome Database Project (RDP) (Wang in sod., 2007) in
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Johnson in sod., 2008). Prosto
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dostopno orodje Classifier na spletni strani RDP 11.3 omogoca umestitev novih sekvenc v
obstoje¢o bazo podatkov, SeqMatch pa identifikacijo najbolj sorodnih sekvenc iz baze
podatkov. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) je orodje na spletni strani NCBI,
ki omogoca iskanje podobnih sekvenc v bazah podatkov. Mi smo za iskanje najbolj
podobnih sekvenc uporabili algoritem megablast.
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4 REZULTATI

41 OPTIMIZACIJA METOD
4.1.1 Zacetni poskusi

Skupno mikrobno DNA smo iz vzorcev vsebine satnih celic nameravali izolirati po
postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.4 lIzolacija bakterijske DNA (metoda A) in vkljucuje
ultrazvoc¢ni razbijalec celic in nato fenol-kloroformno ekstrakcijo DNA. To je postopek, ki
ga na Katedri za mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo Oddelka za zootehniko
Biotehniske fakultete rutinsko uporabljajo za izolacijo mikrobne DNA iz naravnih vzorcev.
Uporabili smo testne vzorce vsebine satnic celic, ki so jih pripravili na Oddelku za
biologijo (opisano v poglavju 3.2.1 Vzorci). Ko smo z agarozno gelsko elektroforezo
preverili uspesnost izolacije DNA, smo ugotovili, da je koncentracija izolirane DNA
izredno nizka (ni prikazano). Kljub temu smo izvedli Se pomnozevanje genskega odseka za
16S rRNA z verizno reakcijo s polimerazo, v kateri smo uporabili zacetna oligonukleotida
HDA1-GC in HDA2. Izbrali smo vecje Stevilo ciklov kot obi¢ajno (35x), da bi zagotovili
nastanek pomnozkov PCR kljub domnevno nizji koncentraciji taréne DNA. Z negativno
kontrolo, v kateri smo namesto taréne DNA v reakcijsko meSanico dodali vodo, smo
preverjali mozni nastanek nakljuénih pomnozkov zaradi velikega Stevila ciklov in dejstva,
da predvsem v poznih ciklih med izvedbo reakcije pogosto prihaja do napak (npr. pri
delovanju polimeraze). Uspesnost verizne reakcije s polimerazo smo preverili z agarozno
gelsko elektroforezo (ni prikazano). Pomnozene produkte verizne reakcije smo nato
analizirali s poliakrilamidno gelsko elektroforezo z gradientom denaturanta (DGGE).
Rezultati so prikazani na sliki 7.

Na sliki gela DGGE je pri vseh vzorcih opazen profil z majhnim Stevilom lis. Poleg tega se
je v skoraj vseh vzorcih, razen pri vzorcu 'cm' (med nad cebeljim kruhkom), na istem
mestu pojavila mocnejsa lisa (na sliki 7 oznaceno s puS€icama). To po izkuSnjah sodec
obi¢ajno pomeni, da gre za artefakt (Neilson in sod., 2013), torej opazanje oz. rezultat, ki
je posledica metodoloskih postopkov in v danem primeru ne predstavlja pomnozka
dejanske DNA v vzorcu.



31

Sekirnik M. Analiza mikrobiote cvetnega prahu skladiS¢enega v satnih celicah v panjih kranjske cebele (Apis mellifera carnica Pollman).
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

cm g sr sp 8 sr sp 28 sr sp sr sr

Slika 7: Gelska elektroforeza DGGE pomnozenih genskih odsekov za mikrobno 16S rRNA iz testnih
vzorcev za zacetno analizo. Zaporedna Stevilka oznacuje satno celico, iz katere je bil vzet vzorec ¢ebeljega
kruhka, oznake 'sp', 'sr', in 'zg' oznacujejo spodnjo, srednjo in zgornjo tretjino vsebine satne celice. Oznaka
'm' oznaluje vzorec medu nad cvetnim prahom. Crka 'M' oznaluje standard DGGE. S puscicama je
oznaceno pojavljanje lise v isti liniji pri vecini vzorcev.

4.1.2 Uporaba razli¢nih metod izolacije DNA

Postopek izolacije skupne mikrobne DNA smo poskusili optimizirati zato, ker smo na
podlagi dobljenih rezultatov domnevali, da je koncentracija izolirane DNA zelo nizka in je
zaradi povecanega Stevila ciklov v reakciji PCR prislo do nastanka naklju¢nih pomnozkov.
Z optimizirano izolacijo smo zeleli pridobiti vecjo koli¢ino DNA ter odpraviti naklju¢ne
pomnozke v reakciji PCR. Postopki optimizacije izolacije DNA so opisani v poglavju 3.3.4
Izolacija bakterijske DNA in smo jih izvajali na treh vzorcih, ki smo jih pripravili sami (na
slikah 8 in 9 oznaceni z 1, 2 in 3). Tako smo zagotovili homogenost in medsebojno
primerljivost vzorcev. Analizirali smo tudi testni vzorec, ki so ga pripravili na Oddelku za
biologijo (sliki 8 in 9, oznaka 4sp). Za kontrolo smo ponovno izolirali DNA po osnovnem
protokolu (A), preizkusili nekaj modifikacij osnovnega protokola (B, C in D), vkljucili
encimsko lizo celic (G, H) ter poskusili z dvema povsem druga¢nima pristopoma (E, F).
PomnoZzevanje DNA smo izvedli z reakcijo PCR s parom zacetnih oligonukleotidov
HDA1-GC in HDA2 (35 ciklov) in nato izvedli analizo DGGE. Rezultati so prikazani na
slikah 8 in 9.
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o

Slika 8: Gelska elektroforeza DGGE testnih vzorcev (1, 2, 3 in 4sp), iz katerih smo izolirali DNA po
metodah A, B, C, D in E. Crka '"M' oznaduje standard DGGE, 'TE' je negativna kontrola izolacije DNA, 'NC'
pa negativna kontrola reakcije PCR.

Ecoi 1 2 1 2 1 2 1 2 M 4p 3 3 1 2 NC 1 2 NC NG

Slika 9: Gelska elektroforeza DGGE testnih vzorcev (1, 2, 3 in 4sp), iz katerih smo izolirali DNA po
metodah A, D, F, G in H. Kombinacija ¢rk 'AF' oz. 'DF' pomeni, da smo lizo celic izvedli z ultrazvoénim
razbijalcem oz. s krogli¢nim stresalcem in nadalje izolirali DNA s komercialnim kompletom Maxwell. Crka
'M' oznacuje standard DGGE, 'NC' negativni kontroli izolacije DNA ter negativno kontrolo reakcije PCR.

Ceprav se na prvi pogled zdi, da smo pridobili moénej$e in $tevilénejse lise na profilih
gelov DGGE, lahko znova opazimo pojavljanje lis v isti liniji in tudi nastajanje pomnozkov
pri negativnih kontrolah. Ce na profilih ne upostevamo lis, ki se na istih mestih pojavljajo
tudi pri negativnih kontrolah, ugotovimo, da prav noben izmed teh razlicnih postopkov
izolacije DNA ni omogocil nastanka bogatejSega profila DGGE, ki bi vseboval mocnejse
in StevilénejSe lise. Ker pa smo tudi pri negativnih kontrolah opazili nastajanje
nespecificnih pomnozkov, smo sklepali, da uporabljeni pristop k problemu ni pravi in da
moramo uporabljene postopke izboljsati.
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4.1.3 Vgnezdena veriZna reakcija s polimerazo

Da bi omogocili nastanek bogatejSih in mocnejSih profilov pomnozkov reakcije PCR na
gelu DGGE, smo poskusili povecati u¢inkovitost pomnozevanja z metodo vgnezdene
verizne reakcije s polimerazo (ang. nested PCR). To smo storili tako, da smo v prvi stopnji
uporabili par zacetnih oligonukleotidov FD1 in 926R, v drugi stopnji pa par HDA1-GC in
HDAZ2, ki nalega znotraj produkta prve reakcije. Prva stopnja je vsebovala 20, druga pa 20
ali 35 ciklov. U¢inkovitost pomnoZevanja smo primerjali z u¢inkovitostjo enostopenjske
reakcije PCR s parom zacetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDA2 (35 ciklov), preverili
pa smo tudi, ali se ucinkovitost enostopenjske PCR izboljsa, ¢e povecamo reakcijski
volumen (namesto 25 pl smo pripravili reakcijsko meSanico v 40 pl). Uporabili smo po
metodi A izolirano DNA treh testnih vzorcev, ki smo jih dobili z Oddelka za biologijo.
Rezultati so prikazani na sliki 10.

vgnezdena PCR 20x20 vgnezdena PCR 20x35 enostopenjska PCR 35x enostopenjska PCR V=40 pl
sr sp sr sr sp sr sr sp sr
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Slika 10: Gelska elektroforeza DGGE testnih vzorcev (5sr, 6sp in 7sr) z vgnezdeno PCR pomnoZenih
genskih odsekov za 16S rRNA v primerjavi z enostopenjsko PCR. Nad vzorci je oznacen tip reakcije PCR in
Stevilo ciklov, NC' oznaduje negativno kontrolo, za pozitivno kontrolo smo uporabili DNA pridobljeno iz
Ciste kulture E. coli. Puséici na obeh straneh gela kazeta pojavljanje lise v isti liniji.

Poskus je pokazal, da je vgnezdena PCR s kombinacijo ciklov 20x35 omogo¢ila nastanek
bogatejsih profilov na gelu DGGE. Izkazalo pa se je tudi, da je ponovljivost metode zelo
slaba, saj enakih profilov iz teh vzorcev nismo ve¢ uspeli pridobiti (ni prikazano). Poleg
tega so nastali tudi nespecifiéni produkti verizne reakcije pri negativni kontroli. V
enostopenjski PCR so pri¢akovano nastali Sibkejsi produkti, zato so bili tudi profili lis na
gelu DGGE Sibkejsi. Razlik med vzorci, pri katerih je PCR potekala v 25 ul reakcijskega
volumna in tistih, pri katerih je PCR potekala v 40 pl reakcijskega volumna, nismo opazili.
Se vedno pa smo lahko opazili pojavljanje lis v isti liniji, kar je na sliki oznadeno s
puscicama.
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4.1.4 Analiza prisotnosti rastlinske DNA v preucevanih vzorcih

Iz slik gelov DGGE (slike 7, 8, 9 in 10) je razvidno, da so se pri vecini vzorcev pojavljale
lise v isti liniji ne glede na metodo izolacije DNA ali protokol reakcije PCR (na slikah 7 in
10 oznaceno s puscicami). Da bi ugotovili, zakaj se to dogaja, smo naredili nov gel DGGE
(slika 11), na katerem smo primerjali testne vzorce, ki so jih pripravili na Oddelku za
biologijo in smo iz njih izolirali DNA po metodah A 0z. E. DNA smo pomnozili v reakciji
PCR s parom zacetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDAZ2.

Ssr zg cm Sp sr zg Sp sr 28 Ecoli F nucleatum

28
8 8 9 9 9 10 10 10 11 11 11 _ |pbyanti | NC
ERE | N EY PV v '

o o i 4 x 5 U A ] ko & o58 L '
Slika 11: Gelska elektroforeza DGGE v enostopenjski PCR pomnoZenih genskih odsekov za 16S rRNA
testnih vzorcev (8, 9, 10 in 11). Oznake 'zg', 'sr, in 'sp' oznacujejo spodnjo, srednjo in zgornjo tretjino
vsebine satne celice, oznaka ‘cm' pa vzorec medu nad cvetnim prahom. Crki A in E oznalujeta metodo
izolacije DNA, 'NC' negativno kontrolo reakcije PCR. DNA bakterij E. coli, P. bryantii in F. nucleatum
predstavljajo pozitivne kontrole reakcije PCR. Rde¢i pravokotnik oznaCuje pojavljanje rastlinske DNA v
vzorcih.

S slike je razvidno pojavljanje najmocnejse elektroforetske lise v profilu ¢ebeljega kruhka
pri vseh preucevanih vzorcih na istem mestu. V isti liniji se je lisa pojavila tudi pri vzorcih
medu, ki je bil vzet nad cvetnim prahom, vendar lisa v tem primeru ni tako izrazita. Lise na
istem mestu so oznacene z rde¢im pravokotnikom.
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Odlocili smo se, da bomo iz izolirane DNA enega od vzorcev (8zgA) poskusili neposredno
pomnoziti ribosomske gene za 16S rRNA s parom zacetnih oligonukleotidov FD1 in 926R,
pomnozek sekvencirali in tako ugotovili ali je v omenjeni lisi dejansko prisoten pomnozek
nekega bakterijskega odseka DNA ali gre morda za artefakt. Upali smo, da je prebitek
DNA v najmoé¢nejSem pomnozku tega vzorca tako velik, da Sum drugih sekvenc pri
neposrednem sekvenciranju ne bo motil in bo pridobljena sekvenca dovolj kvalitetna za
nadaljnje analize. Produkt reakcije PCR smo odistili s komercialnim kompletom High Pure
PCR Product Purification Kit ter ga skupaj z zaCetnim oligonukleotidom FD1 poslali na
sekvenciranje v podjetie Microsynth v Svico, kjer so izvedli metodo sekvenciranja z
dideoksinukleotidi po Sangerju s kapilarno elektroforezo.

Poslali so nam sekvenco:

5-GCT GAG GAG CAA AAG GAG GAA TCC GCC TGA GGA GGG GCT CGC GTC TGA TTA
GCT AGT TGG TGA GGC WRT AGC TTA CCA AGG CGA TGA TCA GTA GCT GGT TCG AGA
GGA TGA TCA GCC ACA CTG GNA CTG ANN CAC GGC CCN NAC TCC TAC GGG AGG CAG
CAG KGG GGA ATT TTC CGC AAT GGG CGA AAG CCT GAC GGA GCA ATG CCG CGT GGA
GGT AGA AGG CCT ACG GGT CGT GAACTT CTT TTC CCG GAG AAG AAG CAA TGA CGG
TAT CTG GGG AAT AAG CAT CGG CTA ACT CTG TGC CAG CAG CCG CGG TAA TAC AGA
GGA TGC AAG CGT TAT CCG GAA TGA TTG GGC GTA AAG CGT CTG TAG GTG GCT TTT
TAA GTC CGC CGT CAA ATC CCA GGG CTC AAC CCT GGA CAG GCG GTG GAA ACT ACC
AAG CTG GAG TAC GGT AGG GGC AGA GGG AAT TTC CGG TGG AGC GGT GAA ATG CGT
AGA GAT CGR AAA GAA CAC CAA CGG CGA AAG CAC TCT GCT GGG CCG ACACTG ACA
CTG AGA GAC GAA AGC TAG GGK AGC GAA TGG GAT TAG ATA CCC CAG TAG TCC TAG
CCG TAA ACG ATG GAT ACT AGG CGC TGT GCG TAT CGA CCC GTG CAG TGC TRT AGC
TAA CGC GTT AAG TAT CCC GCC TGG GGA GTA CGT TCG CAA GAA TGA-3'

Taksonomsko identiteto organizma, iz katerega izhaja pridobljena sekvenca, smo
ugotavljali z orodji Classifier (slika 12) in SeqMatch (slika 14 zgoraj) na spletni strani
RDP ter z algoritmom megablast na spletni strani NCBI (slika 15 zgoraj).

Classifier:  RDP Maive Bayesian rRNA Classifier Version 2.10, October 2014
Taxonomical Hierarchy: RDP 165 rRNA training set 10 with 165 gene copy number from rrnDBv4.2.2
Query File: classifier_seq_upload7688078025937043175.FASTA
Query Submit Date:  Wed Mar 11 05:19:56 EDT 2015

Display depth: | Auto  + Confidence threshold: [80% « CopyNumber Adjusted: INo v Refresh
domain % Library
Bacteria 100.0
rootrank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only | download entire hierarchy as text file

» » domain Bacteria (1)
» » phylum Cyanobacteria/Chloroplast (1)
» class Chloroplast (1)
» » » » » family Chloroplast (1)
» » » » » » genus Streptophyta (1)

downl
classifier_seq  Root[100%] Bacteria[100%] Cyanobacteria/Chloroplast[100%] Chloroplast[100%] Chloroplast[100%)] Streptophytal100%]
Slika 12: Rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence z orodjem RDP Classifier.
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Na osnovi opravljene primerjalne analize smo ugotovili, da smo dejansko izolirali in
pomnozevali kloroplastno DNA. Da bi dokazali in potrdili, da lise, ki so se po DGGE
elektroforezi ustavile na enakem mestu kot zgoraj omenjena lisa, dejansko vsebujejo
pomnozke ribosomskih genov iz kloroplastne DNA, smo v nadaljevanju izbrali Se nekaj
vzorcev (9zgA in 9srE) in iz gela DGGE izrezali tiste dele, na katerih smo pod UV-lu¢jo
opazili omenjene lise. lzrezane dele gela smo dve uri inkubirali v sterilni vodi brez
nukleaz, da smo iz poliakrilamidnega gela sprostili produkte reakcije PCR. Spros¢eno
DNA smo uporabili za matrico reakcije PCR z zacetnimi oligonukleotidi HDA1-GC in
HDAZ2 in produkte ponovno pomnozili v 15, 20 ali 35 ciklih. Produkte reakcije PCR smo
ocistili s komercialnim kompletom High Pure PCR Product Purification Kit ter jih poslali
na sekvenciranje v podjetje Microsynth v Svico, Kjer so izvedli metodo sekvenciranja z
dideoksinukleotidi po Sangerju s kapilarno elektroforezo. Uporabili so sekvencijski zacetni
oligonukleotid HDA1-GC, ki smo ga poslali skupaj z vzorci.

Sekvenci, ki smo ju prejeli od podjetja Microsynth, sta bili enaki:

S-TTG CTT CTT CTC CGG GAA AAG AAG TTC ACG ACC CGT AGG CCT TCT ACC TCC
ACG CGG CAT TGC TCC GTC AGG CTT TCG CCC ATT GCG GAA AAT TCC CCA-3'

Sekvenco smo pregledali v programu BioEdit v obliki elektroferograma (.abl) ter
odstranili zacetni oz. kon¢ni del sekvence, v katerem so vrhovi kromatografa bili nizki,
dvojni ali medsebojno prekrivajoci. Taksonomsko identiteto organizma, iz katerega izhaja
pridobljena sekvenca, smo ugotavljali z orodji Classifier (slika 13) in SeqMatch (slika 14
spodaj) na spletni strani RDP ter z algoritmom megablast na spletni strani NCBI (slika 15
spodaj).

Classifier: RDP Maive Bayesian rRNA Classifier Version 2.10, October 2014
Taxonomical Hierarchy: RDP 165 rRMA training set 10 with 165 gene copy number from rrnDBv4.2.2
Query File:  classifier_seq_upload9027706762788737834.FASTA
Query Submit Date:  Wed Feb 11 09:58:05 EST 2015

Display depth: [Asto [« Confidence threshold: [80% [+ CopyNumber Adjusted: [No [« Refresh
domain % Library
Bacteria 100.0
rootrank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only]  download entire hierarchy as text file |

= = domain Bacteria (1)

= » = phylum CyanobacteriasChloroplast (1)
= = = «» class Chloroplast (1)

»»»»» family Chloroplast (1)
»»»»»» genus Streptophyta (1)

downloz

classifier_seq - Root[100%] Bacteria[100%] Cyanobacteria/Chloroplast[100%] Chloroplast[100%] Chloroplast[100%] Streptophyta[100%]

Slika 13: Rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence iz gela DGGE z orodjem RDP
Classifier.
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B rootrank Root (0/20/1444049) (selected/match/total RDP sequences)
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5000828198
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S0 502206
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S000536575 -
S000536576 -
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domain Bacteria (0/20/1408156)
phylum Cyanobacteria/Chloroplast (0/20/24493)
class Chloroplast (0/20/64%4)
family Chloroplast (0/20/6496)
Enus Streptophyta (0/20/2254)

not_calcuiated 1.000 1365
not_calculated 1.000 1265
not_calculated 1.000 1265
not_calculated 1.000 1231
not_calcuiated 1.000 1230
not_calcuiated 1.000 1230
not_calcuiated 1.000 1230
not_calculated 1.000 1231
not_calculated 1.000 1228
not_calcuiated 1.000 1230
not_calcuiated 1.000 1230
not_calculated 1.000 1231
not_calculated 1.000 1228
not_calculated 1.000 1230
not_calcuiated 1.000 1229
not_calcuiated 1.000 1230
not_calcuiated 1.000 1230
not_calculated 1.000 1230
not_calcuiated 1.000 1230
not_calcuiated 1.000 1230

uncultured bacterium; J5C9-6; DOQR32258

uncultured actinobacterium; 3G1820-35; Q431385
uncultured cyancbacterium; 361820-43; DO431889

uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;
uncultured eukaryote;

rootrank Root (0/20/1444049) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/1408156)
phylum Cyanobacteria/Chloroplast (0/20/24493)
class Chioroplast (0/20/6494)
family Chloroplast (0/20/6494)
enus Streptophyta (0/20/2254)
E 5000831306 -

nbud%6b02c1; GO051136
nbw361b11c1; GOOTa142
nbw256e06c1; GOOB3I979
nbwé05a12c1; GQ108308
nbwb05c01c1; GO108318
nbwb05c07c1; GO108323
nbwa05c12c1; GO108328
nbwb05e03c1; GO108343
nbwb05f09c1; GO108358
nbwa05els3ct; GO108364
nbw605g05c1; GO108366
nbwa06alic1; Q108387
nbwéb06a10c1; GO108389
nbwb06al1c; Q108390
nbwb06b02c1; GO108392
nbwa0ebi8c; Q108398
nbwb06b0%c1; GO108399

not_calculated 1.000 1397 Cucumis sativus (T); AN7T0G0T
not_calculated 1.000 1399 Cucumis sativus (T); AMT0G0T
uncultured bacterium; AKIW415; DO129642
uncultured bacterium; AKIWS40; DO120643
uncultured bacterium; AKIWS61; DO129644

not_calculated 1.000 1358
not_calculated 1.000 1358
not_calculated 1.000 1360

not_calculated 1.000 1397 Cucumis sativus; DO1190688

- not_calculated 1.000 1397 Cucumis sativus; DOQ119058
5000641549 -

not_calculated 1.000 1348 Trewia nudiflora; DOO0I201

not_calculated 1.000 1338
not_calculated 1.000 1370
not_calculated 1.000 1365
not_calculated 1.000 1360
not_calculated 1.000 1266
not_calculated 1.000 1265
not_calculated 1.000 1265
not_calculated 1.000 1184
not_calculated 1.000 1349

- not_calculated 1.000 1350
- not_calculated 1.000 1397
5001020454 -

not_calculated 1.000 1397

Ricinus communis; L37580

uncultured bacterium; J5C9-J; DOR32257
uncultured bacterium; J5C9-B; DO532258
uncultured bacterium; K5C4-53; DOH3IZ320
uncultured bacterium; RL387_aacd%hid; DQ800954
uncultured actinobacterium; 3G1820-35; Q431885
uncultured cyancbacterium; 381820-43; DOQ431889
uncultured bacterium; ARDRADNST; EFOR0118
uncultured Oscillatoria sp.; AV_45-E05; EU341154
uncultured Oscillatoria sp.; AV_BR-5-FO09; EU341292
Morus indica (T); DG226511

Morus indica (T); DG226511

Slika 14: Rezultati poizvedbe SeqMatch z daljSo sekvenco, ki smo jo pomnozili s parom zacetnih
oligonukleotidov FD1 in 926R (zgoraj) ter krajSo sekvenco, ki smo jo pomnozili s parom zacetnih
oligonukleotidov HDA1-GC in HDA2 (spodaj).
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Max Total Query E

Description scote| scorelicoverlvalin Ident Accession
Quercus agquifolioides chloroplast, complete genome 1234 2469 100% 0.0 98% KP340971.1
Quercus spinosa chloroplast. complete genome 1234 2469 100% 0.0 98% KM841421.1
Quercus aliena chloroplast, complete genome 1234 2469 100% 0.0 98% KP301144.1
Lithocarpus balansae plastid. complete genome 1234 2469 100% 0.0 98% KP299291.1
Uncultured bacterium clone ncd2654c02¢1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1234 1234 100% 0.0 98% KF101371.1
Trigonobalanus doichangensis chloroplast, complete genome 1234 2469 100% 0.0 98% KF990556.1
Castanopsis echinocarpa chloroplast, complete genome 1234 2469 100% 0.0 98% KJ001129.1
Quercus rubra plastid, complete genome 1234 2469 100% 0.0 98% JX970937.1
Quercus nigra ribosomal protein L2 (rpl2) and ribosomal protein L23 (rpl23) genes, complete ¢ 1234 1234 100% 0.0 98% HQ664601.1
Castanea mollissima chloroplast, complete genome 1234 2469 100% 0.0 98% HQ336406.1

ncultured eukaryote clone ncd420q04c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence: plastid 1234 1234 100% 0.0 98% HM3239991
Uncultured eukaryote clone ncd313d10c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; plastid 1234 1234 100% 0.0 98% HM316898.1
Uncultured eukaryote clone ncd312g05¢1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence: plastid 1234 1234 100% 0.0 98% HM316889.1
Uncultured eukaryote clone ncd312e04c1 16S ribosomal RNA gene. partial sequence: plastid 1234 1234 100% 0.0 98% HM316843.1
Uncultured eukaryote clone ncd312a01c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; plastid 1234 1234 100% 0.0 98% HM316810.1

Uncultured eukaryote clone ncd311c01c1 16S ribosomal RNA gene. partial sequence: plastid 1234 1234 100% 0.0 98% HM316766.1
Uncultured eukaryote clone ncd310h03c1 16S ribosomal RNA gene. partial sequence: plastid 1234 1234 100% 0.0 98% HM316749.1

Uncultured eukaryote clone ncd310e11c1 16S ribosomal RNA gene. partial sequence: plastid 1234 1234 100% 0.0 98% HM316730.1

Max Total Query E

Description | R ] IRR Y Ident Accession
Quercus aquifolioides chloroplast, complete genome 183 367 100% 3e-43 100% KP340971.1
Quercus spinosa chloroplast, complete genome 183 367 100% 3e-43 100% KM841421.1
Morus mongolica chloroplast. complete genome 183 367 100% 3e-43 100% KM4917112
Quercus aliena chloroplast, complete genome 183 367 100% 3e-43 100% KP301144.1
Tamarindus indica chloroplast, complete genome 183 367 100% 3e-43 100% KJ468103.1
Arachis hypogaea chloroplast, complete genome 183 367 100% 3e-43 100% KJ468094.1
Lithocarpus balansae plastid, complete genome 183 367 100% 3e-43 100% KP299291.1

Uncultured Trichodesmium sp. clone ACH-14S-279 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 183 183 100% 3e-43 100% KM873113.1
Uncultured Trichodesmium sp. clone ACH-14L-298 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 183 183 100% 3e-43 100% KM873059.1

Cucumis melo genomic scaffold, unassembled sequence32336 183 183 100% 3e-43 100% LN684765.1

Uncultured bacterium isolate DGGE gel band Y 26 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 183 183 100% 3e-43 100% KM411597.1
Uncultured bacterium isolate DGGE gel band Y 13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 183 183 100% 3e-43 100% KM411584.1

Uncultured bacterium isolate DGGE gel band Y 10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 183 183 100% 3e-43 100% KM411581.1

Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone SIHA.1.852 NSD0O 16S A 183 183 100% 3e-43 100% LN568861.1
Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone SIHA. 1.971 N9D0 16S A 183 183 100% 3e-43 100% LN568860.1
Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone SIHA 1.1341 N9DO 16S A 183 183 100% 3e-43 100% LN568859.1
Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone SIHA.1.1122 N9D0 16S A 183 183 100% 3e-43 100% LN568858.1

Uncultured eukaryote chloroplast gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence. clone: KZtpd4-9 183 183 100% 3e-43 100% AB900948.1

Slika 15: Rezultati poizvedbe z orodjem megablast z dalj$o sekvenco, ki smo jo pomnozili s parom zacetnih
oligonukleotidov FD1 in 926R (zgoraj) ter krajSo sekvenco, ki smo jo pomnozili s parom zacetnih
oligonukleotidov HDA1-GC in HDAZ2 (spodaj).
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Rezultat analize obeh sekvenc je pokazal, da smo iz vzorcev izolirali rastlinsko
kloroplastno DNA ter jo z uporabljenim protokolom PCR in zacetnimi oligonukleotidi
uspesno pomnozili. Najbolj pogosto se je pojavil zadetek 'Uncultured eukaryote' ali
‘Uncultured bacterium'. Ko smo zadetke podrobneje preucili, smo ugotovili, da ¢eprav
nekateri zadetki nakazujejo na sekvence bakterijskega izvora, ti zadetki v resnici prav tako
predstavljajo sekvence, ki izhajajo iz kloroplastne DNA razli¢nih rastlinskih vrst. Lahko
torej trdimo, da pomnozek kloroplastne DNA predstavlja najmoc¢nejso liso v profilih
DGGE v vseh preucenih vzorcih Cebeljega kruhka, ne pa tudi pri vzorcih medu nad
¢ebeljim kruhkom.

4.1.5 Preprecevanje pomnoZevanja rastlinske DNA

V nadaljevanju smo Zzeleli prepreciti pomnozevanje kloroplastne DNA. Izvedli smo
vgnezdeno reakcijo PCR, v kateri smo v prvi stopnji namesto oligonukleotida 926R
uporabili drug evolucijsko ohranjeni zacetni oligonukleotid, t. i. ‘Nadkarni Reverse primer'
(Nadkarni in sod., 2002). Sekvenca novo uporabljenega zacetnega oligonukleotida je
reverzni komplement sekvence zacetnega oligonukleotida, ki je v literaturi opisan kot 'anti-
chloroplast primer' (Chelius in Triplett, 2001; Redford in sod., 2010; Shade in sod., 2013).

CheliusF:  5-AAC MGG ATT AGA TAC CCK G-3'
Nadkarni R:  5-GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTG TT-3

Protokol vgnezdene reakcije PCR je opisan v poglavju 3.3.5 VeriZzna reakcija s polimerazo
(PCR). V prvi stopnji smo izvedli 13, 16 ali 19 ciklov s parom zacetnih oligonukleotidov
FD1 in NadkarniR, v drugi stopnji pa 35 ciklov s parom zacetnih oligonukleotidov
HDA1-GC in HDA2. V tem poskusu smo isto¢asno preverili tudi vpliv Stevila ciklov prve
stopnje reakcije PCR na ucinkovitost pomnozevanja. Uporabili smo tri vzorce, ki so jih
pripravili na Oddelku za biologijo. DNA iz teh vzorcev smo izolirali po metodi A (8sr,
11zg) oz. E (9sr). Rezultati so prikazani na sliki 16.
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Slika 16: Gelska elektroforeza DGGE z vgnezdeno reakcijo PCR pomnoZenih genskih odsekov za 16S
rRNA. V prvi stopnji smo uporabili par zaéetnih oligonukleotidov FD1 in NadkarniR, v drugi stopnji pa
HDAZ1-GC in HDAZ2. Naredili smo poskus na treh vzorcih (8srA, 11zgA in 9srE) v kombinacijah, kjer smo v
prvi stopnji uporabili razliéno stevilo ciklov (13, 16 in 19). Crka 'M' oznaéuje standard DGGE, 'NC' pa
negativno kontrolo. Lise s pomnozki iz rastlinske DNA so oznacene s puséicama ob strani gela.

Ugotovili smo, da z opisanim postopkom nismo uspeli prepreéiti pomnozevanja
kloroplastne DNA, ceprav so bile lise, znacilne za kloroplastno rDNA, nekaj Sibkejse v
primerjavi z lisami iz predhodnih poskusov. Profili lis iz posameznih vzorcev, ki smo jih
pomnozevali v protokolih z razli¢nim Stevilom ciklov v prvi stopnji (13, 16 oz. 19), se niso
bistveno razlikovali. Znova so nastajali nespecificni pomnozki pri negativnih kontrolah.
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4.1.6 Gradientna veriZna reakcija s polimerazo

Eden od moznih vzrokov pomnozevanja kloroplastne DNA je nizka stopnja strogosti, pri
kateri poteka pomnoZevanje v verizni reakciji s polimerazo. Pri pomnoZevanju z
evolucijsko ohranjenimi zacetnimi oligonukleotidi je ta stopnja namenoma nizka, zato da v
reakciji omogo¢imo tudi pomnozevanje sekvenc ribosomskih genov iz evolucijsko
oddaljenih bakterij, ki imajo v sekvencah, kamor nalegajo zaCetni oligonukleotidi,
fiksiranih tudi nekaj mutacij. To obicajno dosezemo z relativno nizko temperaturo, pri
kateri zacetni oligonukleotidi prilegajo na tar¢no DNA, v naSem primeru 58 °C. V takSnem
protokolu pa omogofimo tudi pomnozevanje netarCne, npr. kloroplastne DNA.
Pomnozevanje kloroplastne DNA smo zeleli prepreciti z optimizacijo enostopenjske
reakcije PCR s spreminjanjem temperature naleganja zacetnih oligonukleotidov, s t. i.
gradientno reakcijo PCR. Uporabili smo vzorce, ki so jih pripravili na Oddelku za
biologijo in smo iz njih izolirali DNA po metodah A (8sr, 8zg in 11zg) oz. E (9sr).
Protokol je obsegal 35 ciklov z zacetnimi oligonukleotidi HDAI1-GC in HDAZ2,
temperature naleganja smo spreminjali od 58 do 63,4 °C. Rezultati so prikazani na sliki 17.

BsrA B8zgA 9srE 11zgA
e | ——— e,

|Oznaka[a |b ]c ID Ie [f Ig ]
[T [e34]630[623]61,2]599]590([s80]

Slika 17: Gelski elektroforezi gelov DGGE z gradientno reakcijo PCR pomnoZenih genskih odsekov za
16S rRNA, katere protokol je obsegal 35 ciklov s parom zacetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDAZ2.
Naredili smo poskus na tirih vzorcih (8srA, 8zgA, 9srE in 11zgA). Crke a, b, c, d, e, f in g oznatujejo
razli¢ne temperature, pri katerih je potekalo naleganje zacetnih oligonukleotidov, ¢rka 'M' oznauje DGGE
standard, 'NC' negativno kontrolo reakcije PCR, oznaka /' ne vsebuje vzorca. Kloroplastna DNA se
domnevno nahaja malce nad osmo liso DGGE standarda, kar je oznaceno s puS¢icami ob robu gelov. Ker pri
vlivanju gelov ne moremo zagotoviti popolnoma enake razporeditve denaturanta v obeh gelih, DNA
poslediéno potuje razli¢no hitro, kar vodi do zamaknitve v profilih.

Ugotovili smo, da temperatura naleganja zacletnih oligonukleotidov ni vplivala na
ucinkovitost pomnozevanja kloroplastne DNA.
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4.1.7 Odstranjevanje rastlinskih delcev s filtracijo

Ker so bili poskusi preprecevanja pomnozevanja kloroplastne rDNA neuspesni, smo Zeleli
rastlinski material iz vzorcev odstraniti Se pred izolacijo skupne mikrobne DNA in
pomnozevanjem s PCR. Poskusne vzorce ¢ebeljega kruhka, Ki smo jih pripravili sami, smo
pred izolacijo DNA filtrirali Cez filtre Minisart s premerom por 5 um. Filtrat smo pobarvali
s fluorescentnim barvilom akridin oranz ter ga pregledali pod -epifluorescentnim
mikroskopom (slika 18) in v njem iskali bakterije ter druge mikroorganizme, ki so presli
¢ez pore filtra.

v

Slika 18: Z epifluorescentcnim mikroskopom posneta slika cvetnega prahu pred (levo) in po filtraciji (desno)

Z metodami izolacije A, B, C, D in E, ki so opisane v poglavju 3.3.4 Izolacija bakterijske
DNA, smo nato iz tako pripravljenih vzorcev izolirali skupno mikrobno DNA in preverili,
kateri postopek je omogo€il izolacijo najvecje kolicine DNA. Koli¢ino DNA, ki smo jo
izolirali, smo ugotavljali s spektrofotometrom NanoVue™. Izkazalo se je, da je bila
koncentracija DNA v vseh primerih prenizka za uspesno spektrofotometri¢no analizo (ni
prikazano). Kljub temu smo (zaradi predhodnih izkuSenj) nadaljevali delo z molekularnimi
tehnikami PCR in DGGE. Zaradi izjemno nizke koncentracije DNA smo se odlocili za
vgnezdeno reakcijo PCR, kjer smo v prvi stopnji z 19 cikli uporabili par zacetnih
oligonukleotidov FD1 in NadkarniR, v drugi stopnji s 35 cikli pa par zacetnih
oligonukleotidov HDA1-GC in HDAZ2. Analizirali smo dva vzorca vsebine satnih celic, ki
smo ju sami pripravili. Rezultati so prikazani na sliki 19.
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Slika 19: Gelska elektroforeza DGGE dveh filtriranih vzorcev (1 in 2) po razli¢nih metodah izolacije DNA
(A, B, C, D, E). Izvedli smo vgnezdeno reakcijo PCR s parom zadetnih oligonukleotidov FD1 in NadkarniR
(19 ciklov) ter HDA1-GC in HDA2 (35 ciklov). Crka 'M' oznaduje standard DGGE, 'NC' negativno kontrolo
prve stopnje vgnezdene reakcije PCR , 'NCyq,' pa negativno kontrolo druge stopnje vgnezdene reakcije PCR.
Puscici ob robu gela nakazujeta mesto, kjer se je v predhodnih poskusih ustavil pomnozek PCR s
kloroplastno DNA.

Ugotovili smo, da so razlicne metode izolacije DNA omogocile nastanek razli¢nih profilov
lis na gelu DGGE. Intenziteta lise, znacilne za kloroplastno DNA, je bila v primerjavi z
drugimi lisami praviloma manj intenzivna, kar je nakazovalo, da je bila filtracija vsaj
deloma uspesna. Zaskrbljujoce pa je, da so bili profili istega vzorca po izolaciji DNA z
razliénimi metodami razli¢ni, kar kaze, da ima izbor metode izolacije DNA iz uporabljenih
vzorcev specificen vpliv na pomnozevanje ribosomske rDNA, kar ni sprejemljivo. Ker se
je tudi negativna kontrola nespecificno pomnozevala, je precej verjetno, da je v
uporabljenih vzorcih tako malo DNA, da se zaradi uporabe vgnezdene reakcije PCR in
(pre)velikega Stevila ciklov pomnozujejo predvsem (ali v celoti) nespecifiéni produkti.
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4.2 ANALIZA SESTAVE MIKROBIOTE CEBELJEGA KRUHKA

Z metodo DGGE smo Zeleli preveriti ali obstajajo razlike v sestavi mikrobne zdruzbe
¢ebeljega kruhka v razlicnih satnih celicah ter ali obstajajo razlike tudi med vertikalnimi
tretjinami Cebeljega kruhka iz istih satnih celic oziroma medom, ki prekriva ¢ebelji kruhek
v satnih celicah.

Glede na rezultate optimizacijskih poskusov, v katerih smo analizirali razli¢ne nacine
priprave vzorceyv ter izolacije in pomnoZevanja bakterijske DNA, smo se odlo¢ili, da bomo
vzorce za konéno analizo filtrirali, saj smo tako zmanjs$ali intenziteto lise, ki jo predstavlja
kloroplastna DNA in ojacali druge, za katere smo predvidevali, da so bakterijskega izvora.
Filtracijo smo izvedli s filtri Minisart s premerom por 5 pl. Skupno mikrobno DNA smo
izolirali po metodi D (opisana v poglavju 3.3.4 lIzolacija bakterijske DNA), ki vkljucuje
stresalec Precellys 24 za lizo celic in fenol-kloroformno ekstrakcijo DNA. Zanjo smo se
odlocili zato, ker je najmanj ¢asovno potratna in glede na ostale preizkuSene metode ni
kazala slabsih rezultatov. Pomnozevanje DNA smo izvedli z enostopenjsko reakcijo PCR,
ki je vsebovala 35 ciklov s parom zacetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDA2. Za ta
postopek smo se odlocili, ker nismo Zeleli omogociti nastanka nespecificnih pomnoZzkov,
Ki so sicer nastajali pri vgnezdeni reakciji PCR. Uspe$no pomnozene produkte smo
analizirali z gelsko elektroforezo DGGE.

Slika 20: Slika agaroznega gela po elektroforezi pomnoZenih produktov reakcije PCR vzorcev za konéno
analizo mikrobiote ¢ebeljega kruhka. Zaporedna Stevilka oznacuje satno celico, iz katere je bil vzet vzorec
Cebeljega kruhka, oznake 'sp', 'sr’, in 'zg' oznacujejo spodnjo, srednjo in zgornjo tretjino vsebine satne celice.
Oznaka 'cm' oznaluje vzorec medu nad cvetnim prahom. Stevilki 9 sta ponovitvi testega vzorca, ki smo ga
sami pripravili, 'E.coli' predstavlja pozitivno kontrolo reakcije PCR, 'NC1' in 'NC2' pa negativni kontroli
reakcije PCR.

V enostopenjski reakciji PCR nismo uspeli pomnoZiti vseh preuc¢evanih vzorcev (slika 20).
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Z metodo DGGE smo analizirali le uspesno pomnozene produkte reakcije PCR (slika 21).

sr sp sr sp g sr sr sp zg sr g g

S q

Cebeljega kruhka. Zaporedna
Stevilka oznacuje satno celico, iz katere je bil vzet vzorec Cebeljega kruhka, oznake 'sp', 'st', in 'zg' oznacujejo
spodnjo, srednjo in zgornjo tretjino vsebine satne celice. Crka 'M' oznacuje standard DGGE. S pu¢icami je
oznaceno pojavljanje kloroplastne rDNA.

bl L

Slika 215 Gelska elektroforeza DGGE vzorcev z-a-lc_dl-léno énalizo mikrobiote

Od vseh vzorcev nam je uspelo pridobiti le nekaj dovolj dobrih profilov mikrobiote
Cebeljega kruhka iz satnih celic. Razli¢ni profili DGGE sicer odrazajo razli¢no sestavo
mikrobiote v preiskovanih vzorcih, vendar se pri ve€ini vzorcev pojavljajo nekatere lise na
istih mestih.

Profili iz iste satne celice so si med seboj precej podobni. Vecinoma vsebujejo iste lise, Ki
pa se na nekaterih mestih razlikujejo v intenziteti posameznih lis. Pri profilih, ki vsebujejo
intenzivnejse lise, lahko zaznamo tudi vecje Stevilo drugih lis. Kljub temu lahko opazimo,
da ti profili vsebujejo najve¢ dve jasno vidni dodatni lisi, sicer pa se ostale pojavljajo na
istih mestih pri obeh profilih.
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V profilih razli¢nih satnih celic lahko opazimo, da se pri vseh vzorcih razli¢no intenzivno
pojavlja lisa, ki se nahaja med prvo in drugo liso standarda DGGE. Pri vecini vzorcev
(razen pri 1 in 7) sta prisotni dve lisi, ki se nahajata pod Cetrto liso glede na standard
DGGE. Opazna je tudi lisa, ki se pojavlja pri vecini vzorcev in se glede na standard DGGE
nahaja tik nad osmo liso ter je na sliki oznafena s puScicama — ta lisa predstavlja
domnevno kloroplastno rDNA. Pri vzorcih lahko opazimo tudi nekaj drugih manj izrazitih
lis. Najpestrejsi profil predstavlja vzorec 6, ki vsebuje vse prej omenjene lise ter Se dodatne
tri, ki niso vidne pri nobenem drugem vzorcu. Pri vzorcih 1sr, 2sp, 3 in 5 se pojavljajo lise
nad prvo liso glede na standard DGGE. Med seboj so si najbolj podobni profili vzorcev 1
in7ter2,3,4in5, tudi 6.

Profili mikrobnih zdruzb v ¢ebeljem kruhku so si med seboj bolj podobni glede na celico
kot pa na vertikalno tretjino. Kljub filtraciji in predhodnim poskusom so se Se vedno
pojavili pomnozki kloroplastne rDNA, ki se je verjetno sprostila pri zamrzovanju in
odmrzovanju vzorcev. Profili niso bogatejSi od profilov iz predhodnih poskusov, kar
nakazuje na to, da je bilo v teh vzorcih prisotnih manj mikrobnih vrst, ki pa so sicer bile
koli¢insko bolj zastopane.

4.2.1 Analiza sekvenc izbranih lis na gelu DGGE

S sekvenciranjem DNA iz glavnih lis na gelu DGGE smo poskusali ugotoviti, katere
mikrobne vrste so prisotne v vzorcih ¢ebeljega kruhka. Uporabili smo vzorce, ki so jih
pripravili na Oddelku za biologijo in iz katerih smo izolirali DNA po postopkih A in E, ki
smo ju opisali v poglavju 3.3.4 lzolacija bakterijske DNA. Tako pridobljeno DNA smo
pomnozili v 20 in 35 ciklih reakcije PCR z zacetnimi oligonukleotidi HDA1-GC in HDA2.
Zeleli smo namre¢ pomnoziti dovolj DNA za nadaljnje analize (sekvenciranje). Na sliki 22
je prikazan poliakrilamidni gel z izbranimi lisami, ki smo jih izrezali in poslali na
sekvenciranje. Postopek izrezovanja in pridobivanja DNA iz gela DGGE je opisan v
poglavju 3.3.8 Postopki pridobivanja DNA za sekvenciranje. Rezultati sekvenciranja teh
lis so prikazani v preglednici 10.
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Slika 22: Slika poliakrilamidnega gela DGGE, iz katerega smo izrezali izbrane lise za pridobivanje sekvenc.
Zaporedna Stevilka na vrhu slike oznacuje vzorec, ki vsebuje izbrane lise, ¢rki A in E razli¢ni metodi
izolacije DNA, 'NC' sta negativni kontroli reakcije PCR, 'M' je standard DGGE. S stevilko oznadeni krogi
prikazujejo izbrane lise, ki smo jih izrezali in poslali na sekvenciranje.

Sekvence smo od podjetja Microsynth prejeli v racunalniSkih formatih .ab1 in .fasta ter jih
obdelali po istem postopku kot je opisan v poglavju 3.3.9 Analiza sekvenc. V sekvenci
smo odstranili del zacetnega oligonukleotida HDA1-GC (male ¢rke) in ga pri analizi nismo
upostevali, razen pri lisi 11, ki je brez tega dela prekratka za obdelavo. UpoStevali smo le
rezultate, ki se nahajajo nad mejo zaupanja 50 %. V preglednici 10 so prikazani dobljeni
rezultati orodij Classifier in SeqMatch s spletne strani RDP ter algoritma megablast s
spletne strani NCBI. V oklepaju je pri uporabi orodja Classifier navedena meja zaupanja
(ang. Confidence Threshold), pri uporabi orodja SeqMatch najvisji izracun podobnosti
(ang. S_ab score), pri uporabi programa megablast pa najvisji procent identifikacije (ang.
Ident). Rezultatov nekaterih lis (2, 4, 5, 7, 8, 9, 12 in 13) nismo uspeli pridobiti zaradi slabe
kvalitete sekvence.
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Preglednica 10: Razvrstitev rezultatov z orodji Classifier in SeqMatch s spletne strani RDP ter s programom megablast s spletne strani NCBI

Lisa nagelu ldentifikacija, kot jo predlaga orodje Identifikacija, kot jo predlaga orodje Identifikacija, kot jo predlaga program
DGGE Classifier (meja zaupanja) SegMatch (izra¢un podobnosti) megablast (procent identifikacije)
Uncultured Trichodesmium (100 %)

domena Bacteria (100 %) Cucumis sativus (1.000) Cucumis melo (100 %)

deblo Cyanobacteria/Chloroplast (100 %) uncultured bacterium (1.000) Uncultured bacterium isolate DGGE gel band (100 %)
1 razred Chloroplast (100 %) Trewia nudiflora (1.000) Morus mongolica chloroplast (100 %)

druzina Chloroplast (100 %) Ricinus communis (1.000) Uncultured eukaryote chloroplast gene (100 %)

rod Streptophyta (100 %) Morus indica (1.000) Uncultured Halospirulina sp. (100 %)

Rosa odorata var. gigantea chloroplast (100 %)

domena Bacteria (100 %)

deblo Firmicutes (100 % . .

razred Blacillliu(loc() %) 2 Lactobacillus kunkeei (1.000)

0 . . -
3 red Lactobacillales (68 %) uncultured Lactobacillus sp. (1.000) Lactobacillus kunkeei (100 %)
0 A .
druzina Lactobacillaceae (63 %) uncultured Bacilli bacterium (1.000)
rod Lactobacillus (58 %)
| B lla sp. (1.
domena Bacteria (100 %) uncultured grtorTe ?Sp ( 0.00) Uncultured bacterium (100 %)
" . Brucella melitensis biovar Suis (1.000) .
deblo "Proteobacteria™ (100 %) o . Ensifer sp. (100 %)
. 0 Brucella melitensis biovar Canis (1.000) - 0

razred Alphaproteobacteria (100 %) . Mesorhizobium sp. (100 %)
6 o 0 Zoogloea ramigera (1.000) 0

red Rhizobiales (99 %) Sinorhizobium sp. (1.000) Ochraobactrum sp. (100 %)

druzina Rhizobiaceae (58 %) p: ' Sinorhizobium medicae (100 %)

rod Ensifer (54 %) uncultured bacterium (1.000) Mesorhizobium sangaii (100 %)

uncultured alpha proteobacterium (1.000)

domena Bacteria (100 %) CandlldatL:js Gilliamella apblcola _(1'005)000 Gilliamella apicola (99 %)

10 deblo "Proteobacteria™ (98 %) uncultured gamma proteobacterium (1.000) Pasteurellaceae bacterium (99 %)

razred Gammaproteobacteria (94 %)

Pasteurellaceae bacterium (1.000)
Enterobacteriaceae bacterium (1.000)

Uncultured gamma proteobacterium (99 %)

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 10. Razvrstitev rezultatov z orodji Classifier in SeqMatch s spletne strani RDP ter s programom megablast s spletne strani NCBI

Lisa na Identifikacija, kot jo predlaga orodje Identifikacija, kot jo predlaga orodje Identifikacija, kot jo predlaga program
gelu DGGE Classifier (meja zaupanja) SeqgMatch (izra¢un podobnosti) megablast (procent identifikacije)
Uncultured Lactobacillus sp. (92 %)
domena Bacteria (82 %) Sulfobac?llus acidophilus (0.814) Uncultured Pedioc_:occus sp. (92 %)
11 deblo Firmicutes (56 %) Sulfobacillus sp. (0.814) Uncultured bacterium (89 %)
uncultured Sulfobacillus sp. (0.829) Pediococcus sp. (89 %)
Lactobacillus fermentum (88 %)
Uncultured microorganism (98 %)
domena Bacteria (100 %) Alcaligenes sp. (1.000) Achromobacter sp. (98 %)
deblo "Proteobacteria™ (100 %) Achromobacter denitrificans (1.000) Achromaobacter spiritinus (98 %)
14+ razred Betaproteobacteria (100 %) Achromobacter xylosoxidans subsp. null (1.000) Achromobacter xylosoxidans (98 %)
red Burkholderiales (100 %) Alcaligenes faecalis (1.000) Uncultured bacterium (98 %)
druzina Alcaligenaceae(100 %) unidentified bacterium (1.000) Collimonas pratensis (98 %)
rod Achromobacter (52 %) uncultured Alcaligenes sp. (1.000) Alcaligenes faecalis (98 %)

Achromobacter spanius (98 %)

*Lise 14 (razred Betaproteobacteria) pri kon¢ni analizi nismo upostevali, ker gre za kontaminacijo, ki se je pokazala pri negativni kontroli.

Sekvence, ki smo jih analizirali:

Lisal: 5-TTGCTTCTT CTC CGG GAA AAG AAG TTC ACG ACC CGT AGG CCT TCT ACC TCC ACG CGG CAT TGC TCC GTCAGG CTT TCG CCC ATT
GCG GAA AAT TCC CCA-3'

Lisa3: 5-AGT GTT AAC AGT TAC TCT AAC ACTTGT TCT TCT TTA ACA ACAGAG TTT TAC GAT CCG AAAACC TTC ATC ACT CACGCG GCG TTG
CTC CAT CAG ACT TTC GTC CAT TGT GGA AGATTC CCT A-3'

Lisa6: 5-TTC ACC GGT GAA AGA GCT TTA CAA CCC TAG GGC CTT CAT CAC TCA CGC GGC ATG GCT GGATCAGGC TTG CGC CCATTG TCC AAT
ATT CCC CA-3'

Lisa 10: 5-CAT CAN CGA AAG TACTTT ACA ACC CGA AGG CCT TCT TCATAC ACG CGG CAT GGC TGC ATC AGG GTT CCC CCC ATT GTG CAATAT
TCC CCA-3

Lisa 11: 5-CCT TCN TCA CTC ACG CGG CGT TGC TCC ATC NNA CTT TCN NCC NTT GTG GAA NAT TCC CTA ctg ctg cct ccc gta gga gtc ccc ccg nge ccc cge
CcC gce ¢gg ggce geg ccc cgg g-3'

Lisald: 5-TTAACCCNTGNCGTT TCT TTC CTG CCA AAAGTG CTT TAC AAC CCG AAG GCC TTC ATC GCA CAC GCG GGA TGG CTG GAT CAG GGT
TTC CCC CAT TGT CCAAAATTC CCC A-3'
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4.2.2 Gojenje in analiza bakterij iz ¢ebeljega kruhka

Ker smo imeli tezave pri poskusu molekularne opredelitve mikroorganizmov iz ¢ebeljega
kruhka, smo se odlo¢ili, da bomo bakterije iz vzorcev poskusili gojiti na mikrobioloskih

.....

.....

anaerobnih razmerah nismo zaznali bakterijske rasti. Kolonije, ki so zrasle v aerobnih

razmerah, smo precepili do cistih kultur. Pridobili smo deset kolonij, ki smo jih
poimenovali X1 do X7 ter Y1, Y2 in Y3.

Slika 23: Prikaz tipi¢ne bakterijske rasti iz ¢ebeljega kruhka

Iz ¢istih kultur smo izolirali DNA in jo pomnoZili s parom zacetnih oligonukleotidov FD1
in 926R v 20 ciklih. Produkte reakcije PCR smo ocistili s komercialnim kompletom High
Pure PCR Product Purification Kit ter jih poslali na sekvenciranje v podjetje Microsynth v
Svico, kjer so izvedli metodo sekvenciranja z dideoksinukleotidi po Sangerju s kapilarno
elektroforezo. Uporabili so sekvencijski zacetni oligonukleotid FD1, ki smo jim ga poslali
skupaj z vzorci. Dobljene sekvence smo analizirali s programom Classifier in SegMatch s
spletne strani RDP. Rezultati poizvedbe so prikazani v prilogah D do M. Analiza je

pokazala, da so vsi izolati pripadali bakterijskemu rodu Bacillus (slika 24).

Classifier: RDP Naive Bayesian rRMA Classifier Version 2.10, October 2014
Taxonomical Hierarchy: RDP 165 rRNA training set 10 with 165 gene copy number from rrmDBv4.2.2
Query File:  classifier_seq_uploadz180639770450844415.FASTA
Query Submit Date:  wed Mar 11 07:38:17 EDT 2015

Lineage (click to return to particular node):

Root (10)

Assignment Detail (for Root with Confidence threshold: 80%):

1_X1 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli{100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
2_X2 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli[100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
3_X3 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli[100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
] [100%] [
[

4_X4 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli[100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
5_X5 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli[100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
6_X6 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli[100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
7_X7 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli[100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
8_¥1 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli{100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
9_Y2 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli[100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
10_Y3 - Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacillif 100%] Bacillales[100%] Bacillaceae 1[100%] Bacillus[100%]
Slika 24: Rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljenih sekvenc iz ¢istih kultur z RDP Classifier

_ = = e
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Poizvedbo smo nadaljevali z orodjem SegMatch, saj nas je zanimalo, ali vse ¢iste kulture
izhajajo iz iste vrste. Na podlagi te analize sklepamo, da je najvec¢ sekvenc izolatov
podobnim sekvencam bakterij iz vrste Bacillus pumilus (X2, X3, X4, X5, X7, Y1, Y2),
sledijo predstavniki iz vrst B. altitudinis (X2, X3, X4), B. cereus (X1, Y3), B. thuringiensis
(Y3) in B. licheniformis (X6).

V nadaljevanju nas je zanimalo ali lahko te organizme zasledimo tudi pri molekularni
analizi skupne mikrobne DNA &ebeljega kruhka. Zato smo izolirano DNA cistih kultur
pomnozili v reakciji PCR s parom zacetnih oligonukleotidov HDA1-GC in HDA2 (35
ciklov) ter produkte skupaj s produkti skupne mikrobne DNA vzorcev ¢ebeljega kruhka za
kon¢no analizo primerjali na gelu DGGE. Na sliki 25 lahko opazimo, da lis, ki so prisotne
pri vzorcih ¢istih kultur bakterij iz rodu Bacillus, ne zasledimo tudi v profilih ¢ebeljega
kruhka. Pri ¢istih kulturah X4, X5 in X6 lahko opazimo, da je prisotnih vec lis, kar bi
lahko pomenilo, da kulture niso bile popolnoma Cciste, ali pa da so bile ciste, vendar v
genomu vsebujejo po ved kopij genov za 16S rRNA. Ce se te med seboj ze malo
razlikujejo v kljuénih regijah, ki vplivajo na denaturacijski profil pomnozenih odsekov
DNA (predvsem regije bogate z AT-pari), se to lahko mo¢no pozna pri hitrosti potovanja
pomnozkov PCR Vv prisotnem naras¢ajo¢em denaturantu na gelu DGGE.

st sp st sp 2§ ST
+ S SO S (I VA

st sp g ST ooz
M 4 4 5 -5 - 7 M X655 oXF ¥ Y2 Y3

Slika 25: Gelska elektroforeza DGGE analiziranih vzorcev mikrobiote cebeljega kruhka v primerjavi z
gojenimi sevi iz Cebeljega kruhka. Zaporedna S$tevilka oznacuje satno celico, iz katere je bil vzet vzorec
¢ebeljega kruhka, oznake ' sp 'sr', in 'zg' oznaCujejo spodnjo, srednjo in ZgOI‘Il_]O tretjino vsebine satne celice.
Oznaka 'med' pomeni, da je bil pregledan vzorec medu. Crka 'M' oznaluje standard DGGE. Crki X in Y
prikazujeta satni celici, iz katere smo gojili seve iz Cebeljega kruhka. Zaporedna $tevilka oznaCuje Cisto
kulturo, zraslo iz vzorca éebeljega kruhka iz satne celice X ali Y.
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5 RAZPRAVA

O cebelah in medu je veliko znanega in napisanega. O Cebeljem kruhku, biokemijski
pretvorbi snovi v njem in o prisotnih mikroorganizmih vemo manj, so pa raziskovalci v
zadnjem Casu opisali nekaj raziskav, v katerih so preucevali mikrobioto Cebeljega kruhka
in kako naj bi ta vplivala na njegovo obstojnost in hranilno vrednost (Gilliam, 1979a;
Gilliam, 1979b; Gilliam in sod., 1989; Vasquez in Olofsson, 2009; Anderson in sod., 2011;
Mattila in sod., 2012; Anderson in sod., 2013). Precej vec raziskav je bilo usmerjenih v
mikrobioto cebeljega prebavnega trakta (Jeyaprakash in sod., 2003; Mohr in Tebbe, 2006;
Babendreier in sod., 2007; Cox-Foster in sod., 2007; Martinson in sod., 2011; Ahn in sod.,
2012; Engel in sod., 2012; Moran in sod., 2012; Engel in sod., 2014). Prva, ki je
raziskovala mikrobioto ¢ebeljega kruhka, je bila dr. Martha Gilliam, ki je z gojitvenim
pristopom in z biokemijskimi testi poskuSala identificirati posamezne predstavnike
mikrobiote ¢ebeljega kruhka. 1z vzorcev je najpogosteje izolirala bakterije iz rodu Bacillus.
Ker se je domnevalo, da je prisotna mlec¢na kislina klju¢na za konzervacijo Cebeljega
kruhka, sta se Vasquez in Olofsson (2009) prav tako z gojitvenimi tehnikami osredotocila
na mlecnokislinske bakterije, ki so prisotne v ¢ebeljem kruhku. V svoji raziskavi sta
ugotovila, da so pri izvedbi mlecnokislinske fermentacije najpomembnejsi bakterijski
predstavniki iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium, vendar sta isto¢asno opozorila, da
je potrebno ugotoviti ali pri tem sodelujejo tudi druge bakterije. Mattila in sodelavci (2012)
so izvedli molekularno-biolosko raziskavo mikrobiote ¢ebeljega kruhka, v Kkateri so iz
vzorcev izolirali molekule RNA, ki izhajajo iz Zivih in aktivnih mikroorganizmov.
Pokazali so, da so v ¢ebeljem kruhku prisotne aktivne bakterije in da prevladujejo bakterije
iz rodov Oenococcus in Paralactobacillus, ki sodijo v razred Bacilli po Gramu pozitivnih
firmikutov. Anderson in sodelavci (2013) so preucevali mikrobioto cebeljega kruhka na
bolj obicajen nacin, ko gre za molekularno-bioloSke pristope, torej na osnovi analize
skupne mikrobne DNA in ugotovili, da je v vzorcih prevladovala po Gramu pozitivna
bakterijska vrsta Lactobacillus kunkeei. Ze v naslednjem letu pa so Anderson in sodelavci
(2014) objavili raziskavo, v kateri so ugotovili, da je v &ebeljem kruhku prisotno
premajhno Stevilo bakterij, Ki bi lahko s fermentacijo opravile klju¢no metabolno pretvorbo
¢ebeljega kruhka. Okolje v ¢ebeljem kruhku pa naj bi bilo zaradi dodatka medu, nektarja in
izlo¢kov ¢ebeljih zlez neugodno in zato naj ne bi podpiralo mikrobne rasti.

Pri shranjevanju cvetnega prahu v panj naj bi bil kljuéni mikrobioloski dejavnik stik
Cebeljega organizma s cvetnim prahom. Pri tem je vkljucena tako mikrobiota cvetnega
prahu kot mikrobiota ¢ebel, kamor spadajo mikroorganizmi, ki jih najdemo na povrsini
razlicnih delov Cebeljega telesa ali mikroorganizmi iz Cebeljega prebavnega trakta. V
panjskem okolju postanejo pomembni tudi drugi dejavniki, ki zavirajo oziroma
pospeSujejo rast doloCenth mikroorganizmov: razpolozljivost hranil, pH, kisik,
temperatura, vlaga, osmotski potencial, ipd. (Snowdon in Cliver, 1996; Anderson in sod.,
2013). Ceprav naj bi bila mle¢na kislina kljuéna pri pretvorbi cvetnega prahu v &ebelji
kruhek, to¢nega mehanizma pretvorbe doslej Se niso opisali.
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Vzorci, ki smo jih preiskovali v magistrski nalogi, so bili pridobljeni v okviru doktorske
disertacije Blaza Podriznika, ki je preiskoval biolosko aktivnost in skladi$¢enje cvetnega
prahu v celicah satja kranjske c¢ebele. Zato so bili vzorci predhodno razdeljeni na tretjine
po vertikali (slika 6), v njih pa so ugotavljali vsebnost mle¢ne kisline. Ugotovili so, da
vsebnost mlecne kisline naras€a po vertikali. PriCakovali smo, da se bo zato tudi
mikrobiota ¢ebeljega kruhka razlikovala glede na vertikalo, saj mle¢na kislina znizuje pH
okolja in tako selektivno preprecuje rast neacidofilnim mikroorganizmom. V nalogi smo
zato zeleli ugotoviti, kaksna je sestava mikrobiote ¢ebeljega kruhka, ali obstajajo razlike v
sestavi mikrobiote ¢ebeljega kruhka med posameznimi satnimi celicami ter ali obstajajo
razlike tudi znotraj posameznih satnih celic po vertikalnem preseku.

Vzorcev cvetnega prahu na Katedri za mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo doslej se
niso preucevali. Ve¢ izkusenj imajo z vzorci vsebine prebavnega trakta ¢loveka in zivali, ki
so po nekaterih parametrih bistveno drugacni. Zato so bile v zafetnem delu nujne
optimizacije postopkov za analizo vzorcev z molekularnimi tehnikami (izolacija DNA in
PCR). Ze po prvih poskusih se je izkazalo, da vzorci vsebujejo majhno $tevilo bakterij ali
pa vsebujejo inhibitorje, ki motijo uspesno izvedbo uporabljenih molekularnih tehnik, saj
nismo dobili Zelene pestrosti in kvalitete profilov, ki so obi¢ajni za DGGE.

Skupno mikrobno DNA smo iz vzorcev najprej izolirali po postopku, ki se na Katedri za
mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo rutinsko uporablja za izolacijo mikrobne DNA
iz vzorcev zemlje, onesnazenih vod in vsebine prebavnega trakta. Po preverjanju
uspesnosti izolacije DNA na agaroznem gelu smo ugotovili, da smo uspeli izolirati le
majhno koli¢ino DNA (¢e sploh), saj na gelu ni bilo vidnih lis, znacilnih za izolirano DNA.
Po izku$njah sode¢ smo sklepali, da lahko v naslednjem koraku vseeno pomnoZimo
zadostno koli¢ino odsekov ribosomskih genov v reakciji PCR in pomnozke uporabimo za
nadaljnjo analizo na DGGE. Pri pomnoZevanju smo uporabili evolucijsko ohranjene
zaCetne oligonukleotide HDA1-GC in HDA2, ker pa smo zaradi majhnega izplena
izolirane DNA pric¢akovali in Zeleli povecati nizko koncentracijo produktov, smo reakcijo
izvedli v 35 ciklih, kar je ve¢ kot obi€ajno (25-30 ciklov). Po PCR smo pomnozke lo¢ili z
denaturacijsko gradientno gelsko elektroforezo. Pridobili smo Sibke profile z majhnim
Stevilom jasnih (diskretnih) lis na gelu DGGE, poleg tega se je skoraj pri vseh vzorcih
pojavljala lisa v isti liniji, kar po izkuSnjah sode¢ obi¢ajno pomeni, da gre za artefakt — to
pomeni, da je rezultat najverjetneje posledica metodoloSkih postopkov in ni pomnoZzek
dejanske DNA, ki se nahaja v vzorcu (Neilson in sod., 2013). V nadaljevanju smo
poskusali ugotoviti:

e zakaj vsebujejo profili na gelu DGGE tako majhno stevilo diskretnih lis,

e kako profile ojacati 0z. povecati Stevilo opaZenih lis na gelu DGGE in

o ali je lisa, ki se pri vseh vzorcih pojavlja na istem mestu, res metodoloski artefakt.
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Problema sibkih profilov smo se lotili na nivojih izolacije DNA in PCR. Postopek izolacije
DNA smo poskusali optimizirati s tremi razli¢nimi pristopi, preizkusili pa smo tudi Sest
modifikacij osnovnega protokola. Ceprav smo tokrat uspeli pridobiti pomnozke, se je pri
analizi DGGE pokazalo, da so ti pomnozki najverjetneje posledica tehni¢nih napak pri
delu. Namrec, vidni so bili pomnoZzki v negativnih kontrolah, posamezne lise v profilu iz
negativnih kontrol pa so se ustavile na istih mestih kot nekatere lise v ostalih vzorcih.
Ugotovili smo tudi, da so bili profili istih vzorcev (1A, 2A, 1D in 2D na slikah 8 in 9)
razli¢ni (neponovljivi), kar ni sprejemljivo. Kljub vsemu smo iz gela lahko razbrali, da
noben izmed uporabljenih postopkov izolacije DNA ni bil dovolj u€inkovit, da bi na gelu
DGGE bili vidni bogatejsi profili z mocnejSimi in Stevil¢nejSimi lisami, zato smo sklepali,
da je v vzorcih prisotno premajhno $tevilo bakterij. Nastanek nespecifiénih produktov bi
lahko razlozili zaradi (pre)velikega Stevila ciklov v reakciji PCR. Ker postopka
optimizacije izolacije DNA nismo uspeli izboljsati, smo poskusali profile na gelu DGGE
ojacati na nivoju PCR. Za nadaljnjo izolacijo skupne mikrobne DNA iz ¢ebeljega kruhka
smo izbrali postopek D (opisan v poglavju 3.3.4 Izolacija bakterijske DNA), ki vkljucuje
stresalec Precellys 24 za lizo celic in fenol-kloroformno ekstrakcijo DNA. Za ta postopek
smo se odlodili, ker je najmanj ¢asovno potraten in glede na ostale preizkuSene metode ni
kazal slabsih rezultatov.

Vgnezdena reakcija PCR je nacin, s katerim lahko izboljSamo ucinkovitost reakcije PCR.
V prvem delu vgnezdene PCR s t. i. 'zunanjimi' zacetnimi oligonukleotidi pomnozujemo
daljsi odsek tarne DNA, pomnozek pa nato sluzi kot osnova za pomnozZevanje s
t. i. 'notranjimi' oz. 'vgnezdenimi' za¢etnimi oligonukleotidi, ki nalegajo znotraj prvotnega
produkta (Erlich in sod., 1991). Rezultati v naSem primeru so pokazali, da smo pridobili
obogatene profile DGGE, kadar smo v prvi stopnji izvedli PCR z 20 cikli z zunanjima
zacetnima oligonukleotidoma FDI1 in 926R, v drugi pa PCR s 35 cikli z vgnezdenima
zacetnima oligonukleotidoma HDA1-GC in HDAZ2. Problem, ki se je znova pojavil, je bil
mocan produkt pri negativni kontroli. Prav tako smo Se vedno zaznali pojavljanje
domnevnega artefakta, tj. najmocnejse lise v isti liniji, ki je bila prisotna ze pri prej$njih
analizah DGGE.

V nadaljevanju smo poskusali raziskati identiteto omenjene lise, saj nas je zanimalo ali je
ta lisa posledica kontaminacije ali gre za artefakt, obstajala pa je tudi moznost, da je
mikrobnega izvora in da v ¢ebeljem kruhku prevladuje ena sama mikrobna vrsta. Eden
izmed vzorcev je preteZzno vseboval le omenjeno liso, zato smo se odlo¢ili, da bomo
izolirano DNA izbranega vzorca neposredno pomnozili v reakciji PCR z ohranjenimi
zacetnimi oligonukleotidi. Upali smo, da bomo pridobili dovolj kvalitetno sekvenco, da bi
lahko ugotovili taksonomsko identiteto organizma, iz katerega sekvenca izhaja. Ugotovili
smo, da DNA omenjene lise izhaja iz kloroplastov. V nadaljevanju smo iz gela DGGE pri
nekaj izbranih vzorcih izrezali tiste dele, ki so vsebovali omenjeno liso. Analiza
pridobljenih sekvenc je potrdila, da je DNA, ki se je pomnozila in v gelu predstavljala
diskretno liso, kloroplastna rDNA, ki se od bakterijske rDNA bistveno ne razlikuje in se je
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zato pomnozevala z evolucijsko ohranjenimi zacetnimi oligonukleotidi. Glede na to, da je
v vzorcih prevladoval cvetni prah, smo z izbranimi postopki molekularne analize pretezno
analizirali rastlinski del v vzorcu.

Domnevali smo, da so bili profili DGGE sibki in picli zato, ker je v izolirani DNA
prevladovala kloroplastna DNA in so se reagenti verizne reakcije s polimerazo v vecini
porabili za pomnozevanje le-te. V nadaljevanju smo zato poskuSali preprediti
pomnozevanje kloroplastne rDNA. Z enostopenjsko gradientno reakcijo PCR smo preverili
ali morda sprememba temperature naleganja zacetnih oligonukleotidov para HDA1-GC in
HDAZ2 izboljsa razmerje med pomnozevanjem rastlinske in bakterijske DNA. Ugotovili
smo, da se kljub povisani temperaturi prileganja zacetnih oligonukleotidov kloroplastna
rDNA Se vedno moc¢no pomnozuje, na profilu DGGE pa ni opaznih novih bakterijskih lis.

V literaturi (Chelius in Triplett, 2001; Redford in sod., 2010; Shade in sod., 2013) smo
zasledili, da je pojavljanje kloroplastne DNA pogost problem pri delu z rastlinskimi vzorci.
Pomnozevanju kloroplastne rDNA bi se lahko izognili z uporabo specifi¢nih zacetnih
oligonukleotidov, ki ne pomnozujejo kloroplastne DNA. Kloroplastni geni za 16S rRNA
so zelo podobni bakterijskim, saj evolucijsko izhajajo iz neko¢ davno prostozivecih
fototrofnih bakterij. Ker je rastlinska DNA v ¢ebeljem kruhku ocitno prisotna v vi§jih
koncentracijah kot bakterijska, se zaradi ne dovolj zaostrenih pogojev pomnoZevanja
preferen¢no pomnozuje in moti nadaljnje molekularne analize bakterijske DNA (Powell in
sod., 2012). Chelius in Triplett (2001) sta analizirala ohranjene regije bakterijskih in
kloroplastnih genov za 16S rRNA ter ustvarila specifi¢en zacetni oligonukleotid 799F, ki
preferen¢no podvaja bakterijsko, ne pa kloroplastne DNA. Kloroplastni geni za 16S rRNA
namreC vsebujejo Stiri sebi lastna bazna mesta (pozicije 783, 784, 798 in 799), ki se ne
ujemajo s sekvenco univerzalno ohranjenega bakterijskega zaCetnega oligonukleotida
799F. Ta mesta vplivajo na zmanjSano ucinkovitost pomnoZevanja kloroplastnega gena za
16S rRNA (Hanshew in sod., 2013). Uporabili smo zacetni oligonukleotid, ki ga je opisal
Nadkarni s sodelavci (2002) in Ceprav ni bil namenoma ustvarjen za preprecevanje
pomnozevanja kloroplastne DNA, smo ugotovili, da je njegova sekvenca komplement v
literaturi opisanemu zacetnemu oligonukleotidu 799F. S parom zacetnih oligonukleotidov
FD1 in NadkarniR smo pomnozili odseke ribosomskih genov bakterij iz vzorcev Cebeljega
kruhka. Pri¢akovali smo, da bo izbrani zaCetni oligonukleotid preprecil pomnoZevanje
kloroplastnih ribosomskih genov. V drugem koraku smo pomnozek prve reakcije PCR
uporabili kot taro za pomnoZevanje z zacetnima oligonukleotidoma HDA1-GC in HDAZ2
in pomnoZke te reakcije locili na gelu DGGE. Ugotovili smo, da tudi tako nismo uspeli
prepreciti pomnozevanja kloroplastne ribosomske DNA. Znova smo opazili tudi pomnozke
pri negativnih kontrolah. Zaradi nespecificnega pomnozevanja negativnih kontrol pri
vgnezdeni reakciji PCR smo to metodo opustili. Ugotovili smo tudi, da zaradi
nespecifiénega pomnozevanja negativnih kontrol z vgnezdeno reakcijo PCR teh vzorcev ne
bomo mogli uspesno analizirati zZ izbranimi zac¢etnimi oligonukleotidi.
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Odlocili smo se, da stopimo korak nazaj in poskusimo rastlinsko DNA fizi¢no odstraniti s
filtriranjem vzorcev. Zavedali smo se, da bomo tako verjetno izgubili tudi del bakterijske
populacije mikrobiote ¢ebeljega kruhka, ker obstaja moznost, da so v ¢ebeljem kruhku
prisotne bakterije pritrjene na stene zrnc cvetnega prahu ali pa so veéje od 5 um in bi se v
tem primeru zadrzale na filtrirnih membranah. Vendar je filtracija predstavljala moznost za
odstranitev rastlinskega materiala v vzorcu, ki je domnevno motil nadaljnje molekularne
analize DNA mikrobiote cCebeljega kruhka. Z epifluorescencno mikroskopijo smo
ugotovili, da skozi filtrne pore premera 5 pm domnevno preidejo zgolj bakterijske in
morda manjSe kvasne celice. Tudi na gelu DGGE je bila intenziteta lise, znacilne za
kloroplastno DNA, po filtraciji praviloma manj intenzivna, kar je nakazovalo, da je bila
filtracija vsaj deloma uspesna. Zato smo se odlocili, da bomo kon¢ne vzorce filtrirali. Ko
smo analizirali kon¢ni set vzorcev, pa se je izkazalo, da filtracija ni bila tako uéinkovita,
kot smo pricakovali po predhodnih poskusih. Na gelu DGGE so namre¢ $e vedno bile
vidne lise, znacilne za kloroplastno DNA.

Navkljub vsem tezavam, smo Zeleli pridobiti vsaj delen vpogled v sestavo mikrobiote
cebeljega kruhka. Vzorce za analizo smo filtrirali, da rastlinski del ni motil nadaljnjih
molekularnih tehnik. Skupno mikrobno DNA smo izolirali po postopku D in jo pomnozili
v reakciji PCR z zaCetnimi oligonukleotidi HDA1-GC in HDAZ, saj le tako ni prihajalo do
nespecifiénih pomnozkov iz negativnih kontrol. Na koncu smo od vseh vzorcev pridobili
profile mikrobiote ¢ebeljega kruhka le iz 7 satnih celic, ki so bile po vertikali razdeljene na
zgornjo, srednjo in spodnjo tretjino. Razlicni DGGE profili pomnozkov genov za
mikrobno 16S rRNA odraZajo razli¢no sestavo mikrobiote v preiskovanih vzorcih. Ceprav
so bili profili siromasni in smo pri vecini vzorcev Se vedno odkrili liso s kloroplastno
DNA, lahko na podlagi dobljenih rezultatov ugotovimo, da so razlike v strukturi
mikrobiote cebeljega kruhka opazne med razlicnimi satnimi celicami, ne pa znotraj
posamezne satne celice. To pomeni, da so si profili mikrobne zdruzbe cebeljega kruhka, ki
prihajajo iz iste satne celice, bolj podobni, kot ¢e med seboj primerjamo iste tretjine
razli¢nih satnih celic.

S sekvenciranjem izrezanih lis, z obdelavo sekvenc ter s primerjavo rezultatov na spletnih
straneh RDP in NCBI smo ugotovili, da so v vzorcih bile prisotne po Gramu pozitivne
bakterije iz debla Firmicutes ter po Gramu negativne bakterije iz debla Proteobacteria. V
deblu firmikutov so prevladovale bakterije iz razreda Bacilli, od proteobakterij pa iz
razredov Alphaproteobacteria in Gammaproteobacteria. Te bakterije so prisotne v
¢ebeljem prebavnem traktu in se prav tako pojavljajo v ¢ebeljem kruhku (Mattila in sod.,
2012; Anderson in sod., 2013). Z veliko verjetnostjo lahko trdimo, da so v vzorcih prisotne
bakterije vrste Gilliamella apicola, ki so jih v svoji raziskavi opisali tudi Engel in
sodelavci (2012), prav tako obstaja velika verjetnost, da DNA dokaj intenzivne lise, ki se
pri analizi vzorcev na ve¢ gelih DGGE nahaja med prvo in drugo liso standarda DGGE,
izhaja iz bakterijske vrste Lactobacillus kunkeei. Te bakterije najbrz tvorijo vecino
mikrobiote ¢ebeljega kruhka analiziranih vzorcev in se prav tako najpogosteje pojavljajo v
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vzorcih mikrobiote ¢ebeljega kruhka v raziskavi, ki so jo izvedli Anderson in sodelavci
(2013). Z nasimi rezultati pa ne moremo potrditi ali so posamezni organizmi te mikrobne
zdruzbe aktivni in karakteristi¢ni ali le prehodni in slu¢ajno prisotni.

Bakterije iz Cebeljega kruhka smo na koncu nase raziskave tudi gojili na mikrobioloskih
sevov, ki so bili po Gramu pozitivni. 1z njih smo izolirali genomsko DNA, pomnozili
ribosomske gene in jih poslali na sekvenciranje. Bioinformacijska analiza sekvenc je pri
vseh izolatih pokazala, da so te bakterije najbolj podobne bakterijam iz petih vrst rodu
Bacillus: B. pumilus, B. altitudinis, B. cereus, B. thuringiensis in B. licheniformis. Ti
rezultati so v skladu z ugotovitvami raziskave dr. Marthe Gilliam (1979b), ki je prav tako
iz Cebeljega kruhka najpogosteje izolirala bakterije iz rodu Bacillus. Z analizo DGGE smo
tudi ugotovili, da se pomnozeni deli ribosomskih genov iz teh bakterij ne pojavljajo v
profilu lis celotne mikrobne zdruzbe ¢ebeljega kruhka.

Obstaja kar nekaj moznosti in verjetnih razlogov, zakaj z uporabljenimi postopki na DGGE
nismo pridobili pestrejsih profilov mikrobiote ¢ebeljega kruhka. Morda je prislo do napak
Zze pri sami pripravi vzorcev, ki je bil za potrebe analize na vsebnost fenolov,
protimikrobnih snovi in mle¢ne kisline centrifugiran 5 min pri 1500 x g. Mozno je, da so
bile bakterije moc¢no pripete na pelodna zrna in so se zato zadrzale na filtrih med filtracijo.
Tudi ¢e niso, so morda v ¢ebeljem kruhku prisotne protimikrobne snovi (Vasquez in
Olofsson, 2009), ki lahko prepreéijo rast nekaterih bakterij, razvoj pa dopuséajo le
dominantnim vrstam, ki protimikrobne snovi proizvajajo in so nanje odporne. Morda so
prisotne tudi druge protimikrobne snovi, katerih izvor so Zleze ¢ebel (Anderson in sod.,
2014). Ravno zato je morda v samem vzorcu premalo (ali ni¢) bakterijskih celic, iz katerih
bi lahko uspes$no izvedli postopke izolacije DNA in PCR.

Na pomnozevanje izolirane DNA pri reakciji PCR lahko moc¢no vpliva izbira uporabljenih
zaCetnih oligonukleotidov, njihova koncentracija in temperatura naleganja. Pomembno
vlogo igra tudi Stevilo uporabljenih ciklov. Najvecji problem je pri opisanem delu
predstavljalo nespecificno pomnoZevanje iz negativnih kontrol. Domnevamo, da pri
premajhnih koli¢inah DNA prihaja do nastajanja nespecifiénih produktov in so zato bili
rezultati neponovljivi. Tak$ni rezultati niso zelo zanesljivi. Ni nam uspelo pripraviti
optimalnega protokola PCR reakcije, ki bi mo¢no namnozil ribosomske gene iz izolirane
bakterijske DNA in bi onemogocil pomnoZevanje kloroplastne ribosomske DNA.

Tudi metoda DGGE ima svoje omejitve, od katerih je najbolj ocitna ta, da lahko na enem
poliakrilamidnem gelu so€asno analiziramo razmeroma majhno Stevilo vzorcev (najvec
20). Zato je pri vecjem Stevilu vzorcev nujna primerjava med geli, ki pa je zelo tezavna.
Zaradi napak pri pipetiranju in roénem vlivanju gelov lahko prihaja do razlik v razporeditvi
gradienta denaturanta, zato se lahko potovanje pomnozkov PCR na razli¢nih gelih mo¢no
razlikuje.
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Natanc¢na in zanesljiva obdelava analiziranih vzorcev na izbrane naine in uporabljene
metode ni mogoca. Zaradi tezav pri izolacijah DNA, nastajanju nespecifi¢nih produktov
pri prevelikem S$tevilu ciklov v reakcijah PCR ter zaradi $ibkih in siroma$nih profilov na
DGGE nasi rezultati nakazujejo na to, da vzorci Cebeljega kruhka najverjetneje vsebujejo
premalo bakterij, da bi jih lahko uspe$no analizirali z molekularnimi tehnikami. Prav tako
so Anderson in sodelavci (2014) mnenja, da je v Cebeljem kruhku prisotno premajhno
Stevilo bakterij glede na Stevilo pelodnih zrn, zato tudi naj ne bi mogle izvajati
fermentacije, ki bi bistveno pripomogla k visji hranilni vrednosti in biokemijski pretvorbi
¢ebeljega kruhka.
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6 SKLEPI

e Struktura mikrobiote cebeljega kruhka se med posameznimi satnimi celicami
razlikuje. Prav tako se struktrura mikrobiote medu, ki prekriva ¢ebelji kruhek,
razlikuje od strukture mikrobiote ¢ebeljega kruhka. Hipoteze, da se vrstna sestava
mikrobiote ¢ebeljega kruhka spreminja po vertikali znotraj posamezne satne celice,
nismo potrdili.

e Mikrobiota ¢ebeljega kruhka je vrstno skromna, po nasih rezultatih sode¢ v njej
prevladujejo po Gramu pozitivne bakterije iz vrste Lactobacillus kunkeei.

e Z molekularno analizo smo ugotovili, da so v vzorcih bile prisotne po Gramu
pozitivne bakterije iz debla Firmicutes ter po Gramu negativne bakterije iz debla
Proteobacteria. V deblu firmikutov so prevladovale bakterije iz rodu Lactobacillus,
od proteobakterij pa iz redu Rhizobiales (Alphaproteobacteria) in iz druzine
enterobakterij (Gammaproteobacteria).

e Z gojitvenimi tehnikami smo ugotovili, da so v c¢ebeljem kruhku prisotne tudi
bakterije iz rodu Bacillus.

e V vzorcih ¢ebeljega kruhka je veliko rastlinskega materiala, ki tudi vsebuje DNA in
vpliva na uspesnost izvedbe nadaljnjih molekularnih metod (PCR in DGGE).

e Priizvajanju vgnezdene PCR s premajhno koncentracijo matri¢cne DNA je prislo do
nastanka naklju¢nih pomnozkov, enako se je zgodilo pri uporabi enostopenjske
PCR z velikim Stevilom ciklov.

e PomnoZevanje kloroplastne DNA ni preprec¢ilo niti spreminjanje temperature
naleganja zacetnih oligonukleotidov FD1 in 926R niti uporaba specificnega
zaCetnega oligonukleotida NadkarniR.

e Rastlinski material smo lahko do neke mere odstranili s filtriranjem vzorcev.
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7 POVZETEK

Cebele v svojo prehrano vkljutujejo v satnih celicah skladis¢en in presnovljen cvetni prah,
t. i. Cebelji kruhek, ki zanje predstavlja edini vir beljakovin. Ko nabrani cvetni prah
odlozijo v panj, se le-ta biokemijsko spremeni. Mehanizmi biokemijske pretvorbe cvetnega
prahu v cebelji kruhek niso popolnoma znani. Uveljavljeno je prepricanje, da je cebelji
kruhek posledica mle¢nokislinske fermentacije. S to nalogo smo zeleli ugotoviti, kakSna je
sestava mikrobiote cebeljega kruhka, ali pri zorenju cvetnega prahu v Cebelji kruhek
prihaja do sprememb v strukturi mikrobne zdruzbe in ali obstajajo razlike v sestavi
mikrobne zdruzbe cebeljega kruhka med posameznimi satnimi celicami.

Pri delu smo analizirali vzorce Cebeljega kruhka, ki jih je v izhodiscu pripravil Blaz
Podriznik z Oddelka za Biologijo Biotehniske fakultete za svojo doktorsko disertacijo. Na
razpolago smo imeli majhno Stevilo primernih vzorcev, zato smo optimizacijo metod
opravili na modelnih vzorcih, tj. tistih, ki predhodno niso bili testirani na vsebnost mle¢ne
kisline ali pa smo jih sami pripravili. Ze po prvih poskusih se je izkazalo, da na gelu
DGGE dobimo Sibke profile z majhnim Stevilom lis, ter da se pri vecini vzorcev pojavlja
diskretna lisa, za katero smo domnevali, da gre za artefakt.

Najprej smo zZeleli ugotoviti, zakaj profili na DGGE vsebujejo tako majhno Stevilo lis.
MozZnosti so bile naslednje: morda vzorci vsebujejo majhno Stevilo bakterij, morda
vsebujejo inhibitorje, ki motijo uspesno izvedbo molekularnih tehnik ali pa smo uporabili
preve¢ robustno metodo izolacije DNA. Ugotovili smo, da tudi z razlicnimi postopki
izolacije DNA nismo uspeli povecati koncentracije izolirane DNA. Z nadaljno analizo smo
ugotovili, da je v vzorcih prisotna rastlinska kloroplastna DNA, ki moti molekularne
raziskave. V nadaljevanju smo zeleli prepreciti pomnozevanje le-te, saj smo domnevali, da
so se reagenti verizne reakcije s polimerazo v vecini porabili za pomnoZevanje
kloroplastne rDNA in so zato na gelu DGGE vidni le $ibki profili pomnozkov ribosomskih
genov. Z gradientno PCR smo ugotovili, da spreminjanje temperature naleganja zacetnih
oligonukleotidov ne spremeni razmerja med pomnozevanjem kloroplastne in bakterijske
rDNA. Tudi uporaba specificnega zacetnega oligonukleotida, ki naj bi prepreceval
pomnozevanje kloroplastne rDNA, ni bila uspesna. Z vgnezdeno PCR smo profile
pomnozkov ribosomskih genov ojacali, vendar so se tudi pri negativnih kontrolah pojavili
nespecifiéni pomnozki, profili pa so bili neponovljivi. Na koncu smo rastlinski material iz
vzorcev do neke mere odstranili s filtracijo.

Iz filtriranih vzorcev smo v zadnjem delu naloge izolirali skupno mikrobno DNA, iz nje
pomnozili odseke ribosomskih genov in pomnozke loc¢ili z DGGE. 1z izbranih lis na gelu
DGGE smo izolirali DNA, jo uporabili kot matrico v PCR in sekvencirali. Analiza sekvenc
je pokazala, da organizmi, ki predstavljajo vidne lise na gelih DGGE, najverjetneje
izhajajo iz bakterijskih vrst Gilliamella apicola ter Lactobacillus kunkeei, ki jih omenjajo
tudi raziskovalci v svojih raziskavah in naj bi predstavljale del mikrobiote cCebeljega
prebavnega trakta ter ¢ebeljega kruhka (Engel in sod., 2012; Anderson in sod., 2013).
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Na koncu smo opravili e analizo ribosomskih sekvenc, ki smo jih pridobili z gojenjem
bakterij iz vzorcev Cebeljega kruhka. Bioinformacijska analiza sekvenc je pokazala, da vsi
izolati izhajajo iz bakterijskega rodu Bacillus, kar je v skladu z raziskavo dr. Marthe
Gilliam (1979b).

Kljub temu, da so se pri izvedbi molekularnih tehnik pojavljale tezave, rezultati kazejo na
to, da je v ¢ebeljem kruhku prisotna bakterijska mikrobiota, ki se v strukturi razlikuje glede
na posamezne satne celice v panjih kranjske ¢ebele.
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PRILOGE

V prilogah A, B in C so razvr$¢eni vzorci, ki smo jih uporabljali pri nalogi. V prilogah A
in B so prikazani t. i. testni vzorci; to so vzorci, ki smo jih uporabili na zacetku analize
(slika 7) ter vzorci, ki so bili namenjeni za optimizacijo nalog (slike 8, 9, 10, 11, 16, 17, 19
in 22). V prilogi C so prikazani vzorci, ki smo jih uporabili na koncu naloge za kon¢no
analizo strukture mikrobiote Cebeljega kruhka (sliki 21 in 25), ki so bili predhodno
analizirani na vsebnost mle¢ne kisline. Nekatere vzorce smo uporabili v ve¢ poskusih, zato
so v prilogah prikazani z oznako, ki se pojavi pri drugih slikah. Na slikah in v prilogah so
vzorci oznacéeni tako, da zaporedna Stevilka oznacuje satno celico, iz katere je bil vzoréen
cebelji kruhek, oznake 'sp', 'sr' in 'zg' oznacujejo spodnjo, srednjo in zgornjo tretjino
Cebeljega kruhka, oznaka 'cm' pomeni med, s katerim so ¢ebele prekrile ¢ebelji kruhek ter
oznaka 'med’ pomeni vzoréen med iz sosednje satne celice, Ki je bila v celoti napolnjena z
medom (slika 6). Vsi vzorci razen vzorcev z oznakami 1, 2 in 3 (na slikah 8, 9 in 19) so
bili pripravljeni na Oddelku za biologijo (opisano v poglavju 3.2.1 Vzorci). Vzorce, ki teh
oznak nimajo, smo pripravili sami po postopku, ki je prav tako opisan v poglavju 3.2.1
Vzorci.

Priloga A: Prikaz testnih vzorcev z oznakami na slikah, ki smo jih uporabili na zaetku
analize (slika 7)

OZNAKA VZORCA

OZNAKA VZORCA METODA IZOLACIJE DNA SLIKA PRI DRUGIH SLIKAH

lcm A slika 7
2z9 A slika 7
3sr A slika 7 5sr, slika 10
4sp A slika 7
5z9 A slika 7
6sr A slika 7
7sp A slika 7
8zg A slika 7
9sr A slika 7
10sp A slika 7 6sp, slika 10
11sr A slika 7
12sr A slika 7
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Priloga B: Prikaz testnih vzorcev z oznakami na slikah,
optimizacijo metod (slike 8, 9, 10, 11, 16, 17, 19 in 22)

Ki smo jih uporabili za

METODA OZNAKA VZORCA
OZNAKA VZORCA IZOLACIJE DNA SLIKA PRI DRUGIH SLIKAH
A B,CDEFGH slike 8,9in 19
A B CDEFG,H slike 8,9in 19
D sliki 8in 9

4sp D sliki8in9
5sr A slika 10 3sr, slika 7
6sp A slika 10 10sp, slika 7
Tsr A slika 10
8sr AE slike 11, 16 in 17
8zg AE sliki 11 in 17
Osr AE slike 11, 16, 17 in 22
9zg A E sliki 11 in 22
9cm AE sliki 11 in 22
10sp A slika 11
10sr A slika 11 12sr, slika 25
10zg A slika 11
11sp A sliki 11 in 22 13sp, slika 25
11sr A slika 11
11zg A slike 11, 16 in 17
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Priloga C: Prikaz vzorcev za kon¢no analizo pri nalogi (sliki 21 in 25)

METODA OZNAKA VZORCA
OZNAKA VZORCA IZOLACIJE DNA SLIKA PRI DRUGIH SLIKAH
1sr D sliki 21 in 25
1sp D sliki 21 in 25
2sr D sliki 21 in 25
2sp D sliki 21 in 25
3z9 D sliki 21 in 25
3sr D sliki 21 in 25
4sr D sliki 21 in 25
4sp D sliki 21 in 25
5z9 D sliki 21 in 25
Ssr D sliki 21 in 25
629 D sliki 21 in 25
729 D sliki 21 in 25
8z9 D slika 25
9zg D slika 25
10med D slika 25
11zg D slika 25
12sr A slika 25 10sr, slika 11
13sp A slika 25 11sp, slika 11
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Priloga D: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence
iz Ciste kulture X1 z orodjem RDP SegMatch

>1 X1
GGTCNCTTAGGCGGCTGGCTCAAAAAGGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTG
GTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTA
CTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATG
AGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA
GGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGA
GAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCG
GCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGC
TTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCT
CTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTC
CAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGC
TTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAG
TTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTC
CCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACT
TTCGTCCATTGCGGAANATTCCCTACTG

Query Sequence: 1_X1, 1062 unigue oligos

Match hit format:
short 1D, orientation, similarity score, 5_ab score, unigue commen oligomers and sequence full name. More help is avaiable.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacilales (0/520/242749)
family Bacilaceae 1 (0/20/72509)
enus Bacillus (0/20/61671)
S000097776 - not_calculated 1.000 0971 Bacilus sp. 080702E; AF540983
L000364978 - not_calculated 1.000 0772 Bacilus sp. KNO4F1; AB183775
5000364930 - not_calculated 1.000 0773 Bacillus sp. KNO4H3; AB183777
S000364990 - not_calculated 1.000 0772 Bacilus sp. K7F4A6; AB183787
5000364991 - not_calculated 1.000 0773 Bacilus sp. K7HE; AB1337838
5000365008 - not_calculated 1.000 0778 Bacillus sp. C1F1; AB183305
5000365014 - not_calculated 1.000 0772 Bacilus sp. 1B0253; AB183811
5000365016 - not_calculated 1.000 0773 Bacillus sp. 1BOZH1; AB183813
5000390079 - not_calculated 1.000 0499 Bacillus sp. C24; AF250402
5000407068 - not_calculated 1.000 0823 Bacillus cereus; CC-Pm1-2; AY315431
50100548328 - not_calculated 1.000 0504 denitrifying bacterium M1289; Av585315
5000636215 - not_calculated 1.000 0451 Bacilus sp. C13; DO3 16053
5000636221 - not_calculated 1.000 0451 Bacillus sp. E13; D3 16059
5000646756 - not_calculated 1.000 0534 Bacilus sp. MN43; DO336205
5000646803 - not_calculated 1.000 0554 Bacillus sp. MN38; DQ336252
5000653998 - not_calculated 1.000 0810 Bacilus sp. TD4; DQAG217T
0007120536 - not_calculated 1.000 0773 Bacilus sp. CO33; Q643054
5000712052 - not_calculated 1.000 0444 Bacilus sp. COT4; DOA43070
S000712053 - not_calculated 1.000 0585 Bacilus sp. CO79; DO643071
5000712081 - not_calculated 1.000 0589 Bacillus sp. CR26; DO643100

]+ 1]+ 4+

5 ) e
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Priloga E: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence
iz Ciste kulture X2 z orodjem RDP SegMatch

>2 X2
NNGGCTGGCTCCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGG
GCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATT
CCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCT
AAACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAACTRAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT
CACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTAT
CTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGC
ACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCC
TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATT
TCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTG
GCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCAAGCAGTTACTCTTGCACTTGTTCTTCCCTAACAACA
GAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTG
CGGAAGATTCCCTACT

Query Sequence: 2_X2, 1052 unique oligos

Match hit format:
short |D, orientation, similarity score, 5_ab score, unigue common oligomers and sequence full name. More help is available.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacillales (0/20/242749)
family Bacillaceae 1 (0/20/72509)

41+ R+ R+ 0 +1 4]+

OOooEEEEOOEEEEEOEEEE

5000652891

Enus Bacillus (0420/61671)
5000358872 -

5000385753 -
5000389703 -
5000400855 -
5000417318 -
5000426017 -
5000499953 -
5000531303 -
5000539232 -
5000571487 -
5000635305 -
5000635306 -
5000635307 -
5000646758 -
5000646760 -
5000646765 -
5000646772 -
5000646802 -

not_calculated 1.000 1409
not_calculated 1.000 1423
not_calculated 1.000 0411
not_calculated 1.000 1388
not_calculated 1.000 1415
not_calculated 1.000 1435
not_calculated 1.000 1370
not_calculated 1.000 1381
not_calculated 1.000 1351
not_calculated 1.000 1416
not_calculated 1.000 1322
not_calculated 1.000 1335
not_calculated 1.000 1339
not_calculated 1.000 0395
not_calculated 1.000 0618
not_calculated 1.000 0665
not_calculated 1.000 0473
not_calculated 1.000 0550

- not_calculated 1.000 1409
5000653976 -

not_calculated 1.000 1356

Bacillus sp. G5P46; Av505514

Bacillus pumilus; TUT1009; ABO935TE

humic substances-degrading bacterium H5339; AF231418
Bacillus sp. ROO40B; AY188840

Bacillus altitudinis (T); type strain:41KF2b; AJB31842
Bacillus pumilus; SKJH-21; AY741720

glacial ice bacterium GH00K-16; AF479336

Bacillus pumilus; AJS69932

Bacilaceas bacterium LAZ8; AF513457

Bacillus pumilus; 12vg2a; AMD62682

Bacillus pumilus; B112; Q289994

Bacillus pumilus; B147; Q289995

Bacillus pumilus; B257; Q289996

Bacillus sp. MM46; DO336207

Bacillus sp. MM49; DQ336209

Bacillus sp. MM56; DO336214

Bacillus sp. MMN65; DQ336221

Bacillus sp. MM37; Q336251

Bacillus pumilus; 05%-31.2; AM237349

Bacillus pumilus; L18; DQ459877
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Priloga F: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence
iz Ciste kulture X3 z orodjem RDP SeqMatch

>3 X3
CNTAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACG
CAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTAAACCTTGCGG
TCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATG
ATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTRAA
TGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTT
GTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAG
TGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGT
TACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACA
CGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGA
GCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGG
ACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTA
GGTACCGTCAAGGTGCAAGCAGTTACTCTTGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGAT
CCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCC
TACTGCTGCCTCCCGTAGGARTCTNGGGCC

Query Sequence: 3_X3, 1057 unigue oligos

Match hit format:
short ID, erientation, similarity score, 5_ab score, unigus common oligomers and sequence full name. More help is available.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacillales (0/20/242749)
family Bacilaceae 1 (0/20/72509)

Ooooomn

15 o

5000399971

enus Bacillus (0/20/61671)
|E__| LOD00RT140 -

S000353872 -
SO003B57R3 -
SO00329703 -

not_calculated 1.000 1355
not_calculated 1.0:00 1409
not_calculated 1.000 1423
not_calculated 1.000 0411

- not_calculated 1.000 1355
5000400855 -
5000417318 -
5000426017 -
5000499953 -
5000531303 -
5000539232 -
5000571487 -
5000635305 -
5000635306 -
5000635307 -
5000646758 -
5000646760 -
5000646765 -
5000646772 -
5000646802 -

not_calculated 1.000 1388
not_calculated 1.000 1415
not_calculated 1.000 1435
not_calculated 1.000 1370
not_calculated 1.000 1381
not_calculated 1.000 1351
not_calculated 1.000 1416
not_calculated 1.000 1322
not_calculated 1.000 1335
not_calculated 1.000 1339
not_calculated 1.000 0395
not_calculated 1.000 0618
not_calculated 1.000 0665
not_calculated 1.000 0473
not_calculated 1.000 0550

Bacilus pumilus; EI-44-7; Al494734

Bacillus sp. G5P46; AYH05514

Bacillus pumilus; TUT10:09; ABO9E573

humic substances-degrading bacterium H5339; AF231418
Bacillus sp. 71a; AY177362

Bacillus sp. ROO40E; AY188840

Bacillus altitudinis (T); type strain:41KF2b; AJB31842
Bacillus pumilus; SKJH-21; AY741720

glacial ice bacterium GHO0K-16; AF479336

Bacillus pumilus; AJS69932

Bacilaceas bacterium LAZE; AF513457

Bacillus pumilus; 12vg2a; AM062682

Bacillus pumilus; B112; DOZE9994

Bacillus pumilus; B147; DOZE9995

Bacillus pumilus; B257; DOZE9996

Bacilus sp. MH46; DQ336207

Bacillus sp. MN49; DO336209

Bacillus sp. MN56; 0336214

Bacillus sp. MN65; Q336221

Bacillus sp. MN37; 0336251
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Priloga G: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence
iz Ciste kulture X4 z orodjem RDP SeqMatch

>4 X4
GGCTGGCTCCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCC
AGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTAA
ACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCT
CTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCAC
TCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTC
AGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTC
CCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGC
TTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCAAGCAGTTACTCTTGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGA
GCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCG
GANNA

Query Sequence: 4_X4, 1048 unique oligos

Match hit format:
short ID, orientaticn, similarity score, 5_ab score, unigue common oligomers and sequence ful name. More help is available.

Lineage
E rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
[+ domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacillales (0/20/242749)
family Bacillaceae 1 (0/20/72509)

5 o

E‘nus Bacillus (0/20/61671)
5000025137 -

5000365020 -
5000366990 -
5000385753 -
S000389703 -
5000400855 -
5000417318 -
5000499953 -
5000539232 -
5000635306 -
S000646758 -
5000646760 -
5000646765 -
S000646772 -
S000646802 -
5000653976 -
S000712025 -
SO00712042 -
S000712044 -
S000712064 -

not_calculated 1.000 0835
not_calculated 1.000 0777
not_calculated 1.000 0548
not_calculated 1.000 1423
not_calculated 1.000 0411
not_calculated 1.000 1388
not_calculated 1.000 1415
not_calculated 1.000 1370
not_calculated 1.000 1351
not_calculated 1.000 1335
not_calculated 1.000 0395
not_calculated 1.000 0618
not_calculated 1.000 0665
not_calculated 1.000 0473
not_calculated 1.000 0550
not_calculated 1.000 1356
not_calculated 1.000 05738
not_calculated 1.000 0568
not_calculated 1.000 0564
not_calculated 1.000 0545

Bacillus pumilus; YM114B; ABO35917

Bacillus sp. IBOZF4; AB183817

Bacillus sp. 6-9; AJ781705

Bacillus pumilus; TUT1009; ABO98578

humic substances-degrading bacterium HS339; AF231418
Bacillus sp. ROO0B; AY188840

Bacillus altitudinis (T); type strain:41KF2b; AJB31842
glacial ice bacterium GH00K-16; AF479336
Bacilaceae bacterium LAZ8; AF513457

Bacilus pumilus; B147; D0289995

Bacillus sp. MN46; DO336207

Bacillus sp. MN49; DO336209

Bacillus sp. MN56&; DO336214

Bacillus sp. MN&5; DO336221

Bacillus sp. MN37; DO336251

Bacillus pumilus; L18; DQ459877

Bacillus sp. CO19; DOB643043

Bacillus sp. CO45; DO643060

Bacillus sp. CO58; DOB43062

Bacillus sp. CR75; DOB43083



Sekirnik M. Analiza mikrobiote cvetnega prahu skladi$¢enega v satnih celicah v panjih kranjske ¢ebele (Apis mellifera carnica Pollman).
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

Priloga H: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence
iz Ciste kulture X5 z orodjem RDP SeqMatch

>5_X5
NGGCTGGCTCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCC
AGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTAA
ACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCT
CTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCAC
TCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTC
AGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTC
CCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGC
TTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCAAGCAGTTACTCTTGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGA
GCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACNTTCGTCCATTGCG
GAANATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGART

Query Sequence: 5_X5, 1062 unigue oligos

Match hit format:
short ID, orientaticn, similarity score, 5_ab score, unigue common cligomers and sequence full name. Mere help is available.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacillales (0/20/242749)
family Bacilaceae 1 (0/20/72509)
enus Bacillus (0/20/61671)

5000025137 - not_calculated 1.000 0835 Bacillus pumilus; YM114B; ABO35917
5000365020 - not_calculated 1.000 0777 Bacillus sp. 1B02F4; AB133317
50003289703 - not_calculated 1.000 0411 humic substances-degrading bacteriom H5339; AF231418
5000646760 - not_calculated 1.000 0618 Bacillus sp. MN49; DO336209
5000712025 - not_calculated 1.000 0578 Bacillus sp. CO19; DO643043
5000712128 - not_calculated 1.000 0711 Bacillus sp. CU24; DO643147
5000712203 - not_calculated 1.000 0772 Bacillus sp. PB34; DO643222
5000712205 - not_calculated 1.000 0705 Bacillus sp. PB36; DOQ643224
5000722124 - not_calculated 1.000 0756 Bacillus sp. NCd-4; DQ734784
5000776745 - not_calculated 1.000 0955 Bacillus sp. HZDCR3; EF190372
5000806413 - not_calculated 1.000 0713 Bacillus pumilus; DJM-2; EF378614
5000892444 - not_calculated 1.000 0811 Bacillus sp. DJHHTY; EF618719
5000893219 - not_calculated 1.000 0727 Bacillus pumilus; DJHH52-1; EF647873
5000893646 - not_calculated 1.000 0725 Bacillus sp. DJCJ40; EF&94293
5000893668 - not_calculated 1.000 0815 Bacillus sp. DJHH16; EF694315
5000893671 - not_calculated 1.000 0521 Bacillus sp. DJWHG; EF694313
5000897917 - not_calculated 1.000 1376 uncultured Bacillus sp.; 13 EU026426
50000903222 - not_calculated 1.000 0838 Bacillus pumilus; DJJHZ; EUO49515
5000943301 - not_calculated 1.000 0678 Bacillus sp. DJJH10; EU169527
5000943323 - not_calculated 1.000 0762 Bacillus pumilus; CJHHG; EU169549

+]+]+1+1+]+]
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Priloga I: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence iz
¢iste kulture X6 z orodjem RDP SeqMatch

>6_X6
GNGGCTGGCTCCAAAAGGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGG
GCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATT
CCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCT
TAGCCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT
CACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTA
TCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTC
CCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGC
ACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCC
TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATT
TCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTG
GCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGNNCCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAAC
AGANTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATT
GCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT

Query Sequence: 6_X6, 1061 unigue oligos

Match hit format:
short ID, orientation, similarity score, 5 ab score, unigue common oligomers and sequence full name. More help is available.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacilales (0/20/242749)
family Bacillaceae 1 (0/20/72509)

+]+R+ R+ +]+]+]

5000391781

5000892591

5001328501

15 o o

Ig_g|nu5 Bacillus (0/20/61671)

- not_calculated 1.000 0601
5000736285 -
5000736300 -
5000775974 -
5000891796 -
5000891300 -

not_calculated 1.000 0518
not_calculated 1.000 0518
not_calculated 1.000 0615
not_calculated 1.000 0404
not_calculated 1.000 0404

- not_calculated 1.000 0543
5001015290 -
5001156719 -
5001239743 -

not_calculated 1.000 0616
not_calculated 1.000 0791
not_calculated 1.000 0620

- not_calculated 1.000 0820
5001417546 -
5001577833 -
5001612908 -
5001873803 -
5002153674 -
5002202316 -
5002202317 -
5002228527 -
5002447377 -

not_calculated 1.000 0437
not_calculated 1.000 0309
not_calculated 1.000 0848
not_calculated 1.000 0701
not_calculated 1.000 0666
not_calculated 1.000 0763
not_calculated 1.000 0628
not_calculated 1.000 0589
not_calculated 1.000 0770

Bacillus sp. NW-5p3Y; AF333558

Bacillus sp. m2-13; DO923186

Bacillus sp. m9-51; Q923201

Bacillus licheniformis; EGU83; DOT6B23T
Bacillus licheniformis; C32; DOQ153970
Bacillus licheniformis; C57; DO 153974
Bacillus licheniformis; EGU8; EF633195
Bacillus licheniformis; SRIPC1; EU429447
Bacillus licheniformis; 414-2; FM199947
Bacillus licheniformis; KNUC216; EF174520
Bacillus sp. P5-99; FJ489842

Bacillus sp. K4; FJBE7T931

Bacillus sp. BCCS 057; GO352448

Bacillus sp. BRAZ10; GOB6T231

Bacillus licheniformis; CPB-2; GU269630
Bacillus licheniformis; BIOS PTK1; HMD6T974
uncultured Bacillus sp.; Sec16; HMZ 16909
uncultured Bacillus sp.; 5ec17; HMZ216910
Bacillus sp. HuM-1; HM242291

Bacillus sp. &(2011); JF430795
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Priloga J: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence iz
¢iste kulture X7 z orodjem RDP SeqMatch

>7_X7
GGCTGGCTCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTNAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAG
CTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAAC
CTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGC
ATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCA
ACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG
ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCT
AGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAG
GCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCA
TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGC
GTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACC
GCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCC
GGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAA
TTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTC
TGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTT
TACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAA
GATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGG

Query Sequence: 7_X7, 1061 unique oligos

Match hit format:
short ID, orientaticn, simiarity score, 5_ab score, unigue common cligomers and sequence full name. More help is available.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0f20/75h858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacillales (0/20/242749)
family Bacilaceae 1 (0/20/72509)
genus Bacillus (0/20/61671)

5000140454 - not_calculated 1.000 0534

[+ Q4R+ ]+ H] 4]

Bacillus pumilus; CC-Ca20; AY337586
S000389703 -

5002444521

O0O00O0000OOO0O0O0OOEEO

5001241573 -
5001263356 -
5001264628 -
5001264639 -
5001328504 -
5001328510 -
5001602782 -
5002165694 -
5002168120 -
5002351573 -
5002351757 -

not_calculated 1.000 0411

not_calculated 1.000 0816
not_calculated 1.000 0408
not_calculated 1.000 0386
not_calculated 1.000 0895
not_calculated 1.000 0719
not_calculated 1.000 0815
not_calculated 1.000 0430
not_calculated 1.000 0527
not_calculated 1.000 0543
not_calculated 1.000 1346
not_calculated 1.000 0591

- not_calculated 1.000 0566
5002954714 -
50053292414 -

not_calculated 1.000 0620
not_calculated 1.000 0493

humic substances-degrading bacterium H5339; AF231418

5000407071 - not_calculated 1.000 0680 Bacillus pumilus; CC-ZUS-1; Av315434
S000610733 - not_calculated 1.000 0544 fuel tank bacterium 58; AVB03244
S000776227 - not_calculated 1.000 0493 Bacillus sp. secl; EF051099
5000902903 - not_calculated 1.000 0480 Bacillus sp. AP1M1; EU029116

Bacillus pumilus; BCCS 014; FJ422572
Bacillus sp. A-5e-N-11-1; AB478103
Bacillus sp. DCR_C12; FJ535579

Bacillus sp. DCR_F45; FJ535590

Bacillus sp. P5-115; FJ489845

Bacillus sp. P5-154; FJ489851

uncultured bacterium; DGGE gel band Dvb8_W; GO423616
Bacillus pumilus; CPRI8; GU545570
Bacillus pumilus; ZHZ7; HM103347

Bacillus pumilus; AUES32; HMEEE06T7
Bacillus pumilus; 2506hm 2.1.1; HQ262963
Bacillus pumilus; C54; HQ384387
bacterium JL1-45; JN118419

Bacillus pumilus; pe2_C0d; JQB29376
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Priloga K: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence
iz Ciste kulture Y1 z orodjem RDP SeqMatch

>8 Y1
GGCTCCTAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTT
CACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTAAACCTT
GCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCAT
GATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAAC
TGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAG
GGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGC
GGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATC
GTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGT
CAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGC
TACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGG
TTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATT
CCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT
GGTTAGGTACCGTCAAGGTGCAAGCAGTTACTCTTGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGANCTTT
ACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACNTTCGTCCATTGCGGAAG
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGG

Query Sequence: 8 %1, 1065 unigue oligos

Match hit format:
short 1D, orientation, similarity score, 5_ab score, unigue common oligomers and sequence full name. Mare help is available.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacillales (0/20/242749)
family Bacillaceae 1 (0/20/72509)
genus Bacillus (0/20/61671)

5000025137 - not_calculated 1.000 0835 Bacillus pumilus; YM114B8; ABO35917
5000365020 - not_calculated 1.000 0777 Bacilus sp. IBOZF4; AB183817
5000389703 - not_calculated 1.000 0411 humic substances-degrading bacterium H5339; AF231418
5001264641 - not_calculated 1.000 0885 Bacilus sp. DCR_RI0&-31; FJ535592
5001264783 - not_calculated 1.000 0598 Bacillus pumilus; FJ538596

5001328503 - not_calculated 1.000 0816 Bacilus sp. P5-111; FJ439344
5001328505 - not_calculated 1.000 0816 Bacilus sp. P5-120; FJ4393846

5001328511 - not_calculated 1.000 0817 Bacilus sp. P5-156; FJ43%852
5001328515 - not_calculated 1.000 0818 Bacilus sp. P5-224; FJ43%9856
5001328519 - not_calculated 1.000 0816 Bacilus sp. P5-234; FJ43%9860
5001328520 - not_calculated 1.000 0804 Bacillus sp. P5-244; FJ439861

5001328523 - not_calculated 1.000 0793 Bacillus sp. P5-255; FJ43%3864
5002232612 - not_calculated 1.000 0547 Bacillus pumilus; 0KBZ; HMT 48476
5002232616 - not_calculated 1.000 0533 Bacillus pumilus; LC8; HM748480
5002351750 - not_calculated 1.000 0592 Bacillus pumilus; 105.hm 2.1.1; HQ262956
5002351752 - not_calculated 1.000 0592 Bacillus pumilus; 103.ht.2.1.2; HQ262958
5002351763 - not_calculated 1.000 0592 Bacillus pumilus; AZ0T6 3.2.1; HQZ62969
5002351764 - not_calculated 1.000 0592 Bacilus pumilus; AZOT6 5.1.1; HQZ262970
5002351783 - not_calculated 1.000 0574 Bacilus pumilus; CUR3 2.1.1; HQ262989
5002351790 - not_calculated 1.000 0592 Bacillus pumilus; EB1922 1.1.1; HQ262996

+]+ ]+ L]+
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Priloga L: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence
iz Ciste kulture Y2 z orodjem RDP SeqMatch

>9 Y2
CGGCTGGCTCCATAAAGGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGG
GCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATT
CCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCT
AAACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT
CACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTAT
CTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGC
ACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCC
TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATT
TCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTG
GCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCAAGCAGTTACTCTTGCACTTGTTCTTCCCTAACAACA
GAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTG
CGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAAT

Query Sequence: 9_¥2, 1078 unigue oligos

Match hit format:
short 1D, orientation, similarity score, 5_ab score, unigue common oligomers and sequence full name. More help is available.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacili (0/20/425108)
order Bacilales (0/20/242749)
family Bacilaceae 1 (0/20/72509)
Enus Bacillus (0/20/67671)
5000025137 - not_calculated 1.000 0835 Bacillus pumilus; YM1148; ABO35917
50005365020 - not_calculated 1.000 0777 Bacillus sp. 1B02F4; AB183817
S000389703 - not_calculated 1.000 0411 humic substances-degrading bacterium H5339; AF231418
S000646758 - not_calculated 1.000 0395 Bacillus sp. MN46; DO336207
5000646760 - not_calculated 1.000 0618 Bacillus sp. MN49; DO336209
5000646765 - not_calculated 1.000 0665 Bacillus sp. MNG6; DO336214
S000646772 - not_calculated 1.000 0473 Bacillus sp. MNG5; DO336221
S000646802 - not_calculated 1.000 0550 Bacillus sp. MN3T; DO336251
5000712025 - not_calculated 1.000 0578 Bacillus sp. CO19; DQ643043
5000712042 - not_calculated 1.000 0568 Bacillus sp. CO45; DQ6e43060
5000712044 - not_calculated 1.000 0564 Bacillus sp. COR8; DO643062
5000712064 - not_calculated 1.000 0545 Bacillus sp. CR75; DO643083
SO00712083 - not_calculated 1.000 0705 Bacillus sp. CR28; DO643102
S000712111 - not_calculated 1.000 0433 Bacillus sp. CR65; DO643130
S000712112 - not_calculated 1.000 0646 Bacillus sp. CRe6; DO643131
5000712114 - not_calculated 1.000 0433 Bacillus sp. CR68; DQ643133
L000712122 - not_calculated 1.000 0636 Bacillus sp. CU15; DO643141
5000712125 - not_calculated 1.000 0674 Bacillus sp. CU20; DO643144
5000712128 - not_calculated 1.000 0711 Bacillus sp. CU24; DQ643147
5000712147 - not_calculated 1.000 0656 Bacillus sp. CU48; DO643166

+]H1 ]+ R+ ]+
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Priloga M: Sekvenca in rezultati poizvedbe o taksonomski uvrstitvi pridobljene sekvence
iz Ciste kulture Y3 z orodjem RDP SeqMatch

>10 Y3
GGTTANCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCG
AGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGC
AGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGG
CAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGA
GGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGT
GCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA
ATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCG
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGA
CCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGA
ATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTG
GGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACG
CTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACC
GTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGA
AAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACT
GCTGCCTCCCGTAGG

Query Sequence: 10_¥3, 1058 unique oligos

Match hit format:
short 1D, orientation, similarity score, 5 ab score, unigue common oligomers and seguence full name. More help is available.

rootrank Root (0/20/2998217) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/2754743)
phylum Firmicutes (0/20/755858)
class Bacilli (0/20/425108)
order Bacilales (0/20/242749)
family Bacilaceae 1 (0/20/72509)
enus Bacillus (0/20/61671)
SO00000601 - not_calculated 1.000 1398 Bacillus thuringiensis; W5 261; Z84584
5000004484 - not_calculated 1.000 1388 Bacilus sp. AH 540; AF290557
S000006577 - not_calculated 1.000 1395 Bacillus thuringiensis; WS 2626; 284588
S000006757 - not_calculated 1.000 1398 Bacilus cereus; AH 527; AF290555
S000007475 - not_calculated 1.000 1397 Bacillus thuringiensis; ATCC33679; AF290549
SO00007738 - not_calculated 1.000 1428 Bacilus thuringiensis; WS 2614; 784593
S000013815 - not_calculated 1.000 1418 Bacilus thuringiensis; AF160221
5000014039 - not_calculated 1.000 1397 Bacilus cereus; ATCC43881; AF290550
5000014773 - not_calculated 1.000 1400 Bacilus sp. AH 533; AF290556
S000015508 - net_calculated 1.000 1404 Bacilus cereus; ATCC14579; AF290547
5000015866 - not_calculated 1.000 1404 Bacillus cereus; ATCC31293; AF290548
5000021267 - not_calculated 1.000 1406 Bacilus thuringiensis; ATCC10792; AF290545
S000021421 - not_calculated 1.000 1404 Bacillus cereus; ATCC11778; AF290546
S000088307 - not_calculated 1.000 1427 Bacillus cereus biovar toyoi; CHCM 1-1012/HCIB 40112; AI310100
5000089138 - not_calculated 1.000 1417 Bacilus cereus; ATCC 14393 = CIP 5832; AJ310008
5000097776 - not_calculated 1.000 0971 Bacilus sp. 080702E; AF540983
5000124893 - not_calculated 1.000 1433 Bacilus sp. CJ11076; AFR00212
5000139789 - not_calculated 1.000 1430 Bacilus cereus; F 528/94; AIST7291
S000140084 - not_calculated 1.000 1430 Bacillus cereus; B 204d; AIRF7292
50002655336 - not_calculated 1.000 0571 Bacillus sp. 1C520418; AY456216
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