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1.UVOD

Bakterijski sistematiki in taksonomi Se niso uspeli priti do popolnega soglasja o definiciji
prokariontske vrste; temeljni enoti bioloSke raznolikosti. Zadnjega pol stoletja je bila
bakterijska taksonomija usmerjena v izboljSave metod, ki omogocajo boljsi fenotipski opis in
identifikacijo, vendar doloc¢evanje vrst ni temeljilo na enotni splo$no sprejeti definiciji vrste
(Cohan, 2002). V evkariontski taksonomiji poznamo t.i. univerzalni koncept vrste: vrsta je
skupina organizmov, ki jih druzi kohezivna sila; divergenca med razlicnimi vrstami je
ireverzibilna, razli¢ne vrste pa so ekolosko razli¢ne. Pri prokariontih pa takSnih univerzalnih
znacilnosti nimajo vrste ampak ekotipi. To so populacije organizmov, ki naseljujejo isto
ekolosko niSo, njihova razlicnost pa je posledica naravne selekcije. Te ekotipe lahko
odkrijemo z razli¢nimi pristopi, ki praviloma temeljijo na preucevanju izbranih delov
genomskih sekvenc. Te molekularne metode nakazujejo, da lahko vrsta vsebuje veliko
ekotipov, ki imajo univerzalne lastnosti vrste. Bakterijska vrsta je torej bolj podobna rodu, kot
pa vrsti (Cohan, 2002).

Rossello-Mora in Amann (2001) menita, da vrsto lahko opiSemo kot monofiletsko in
genomsko skladen skupek individualnih organizmov, ki kazejo visoko stopnjo podobnosti v
ve¢ neodvisnih znacilnostih in jih lahko prepoznamo po znalilnih fenotipskih lastnostih.
Predlagata, da se ta koncept imenuje filo-fenetski koncept vrste. Ta empiri€no ustvarjeni
koncept ni zajet v nobenem od vsaj 22 konceptov, ki so opisani za evkarionte. Strinjata se, da
je tezko najti koncept, ki bi ustrezal temu, kar mikrobni taksonomi pojmujejo kot vrsto.

Rod Bacillus sestavljajo Stevilne fiziolosko precej razli¢ne pali¢aste Gram pozitivne bakterije,
ki so aerobne in gibljive s peritrihimi flageli. Clani rodu so sposobni produkcije endospor, ki
so visoko odporne na neugodne okoljske dejavnike (Claus in Berkeley,1986). Rod sestavljajo
razli¢ni fenotipsko heterogeni organizmi s Sirokim razponom prehranskih zahtev, fizioloSke in
metabolne razlicnosti in DNK bazne sestave. Razpon G+C je od 32 do 69 % (Claus in
Berkeley, 1986), kar je dosti SirSe kot je obicajno za rod (Norris in sod., 1981).

Razviti zanesljive metode za identifikacijo novih izolatov iz rodu Bacillus, ni bilo enostavno.
Tradicionalne metode, ki temeljijo na morfologiji (posebno na sporah) in dihotomni kljuci so
bili v veliki meri opuSc€eni v prid ra¢unalniSkim shemam, ki temeljijo na biokemijskih testih.
Eden takih je API 50 CHB strip sistem (API, Planiview, N.Y.). Alternativna shema uporablja
30 tradicionalnih fenotipskih testov za identifikacijo predstavnikov 44 vrst. Numeri¢na
klasifikacija je osnovana na seriji fenetskih lastnosti uporabljenih za klasifikacijo 368 sevov
Bacillus v 79 skupin (Priest in sod., 1988). V priblizno istem obdobju so se kot precej
uporaben molekularni kronometer pojavile rRNK sekvence na podlagi katerih lahko
ugotavljamo na filogenetske odnose, saj so prisotne v vseh organizmih. (Woese, 1987).
Kmalu je bilo ve¢ vrst rodu Bacillus reklasificiranih na osnovi filogenetske analize sekvenc
genov za 16S rRNK.

Bacillus subtilis, tipska vrsta rodu Bacillus zajema aerobne paliaste bakterije, ki tvorijo
endospore. Ponavadi jih najdemo v tleh, vodnih virih ali pa v povezavi z rastlinami (Claus in
Berkeley, 1986). Nakamura in sod., (1999) so seve B. subtilis razdelili v dve podvrsti; skupina
W23 tvori podvrsto B. subtilis subsp. subtilis in skupina 168 podvrsto B. subtilis subsp.
spizizenii. Podvrsti imata identicnih vecino fenotipskih lastnosti. Razlikujeta se pri sestavi
celicne stene, kjer pri skupini W23 ribitol predstavlja glavno komponento celi¢ne stene,
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medtem ko sevi 168 ribitola ne vsebujejo. Sorodnost zaporedij DNK, ugotovljena z metodo
DNK — DNK hibridizacije, je znotraj obeh skupin 82 do 100-odstotna, medtem ko je
sorodnost med skupinama 58 do 68 — odstotna (Nakamura in sod., 1999).

Identifikacija B. subtilis podobnih organizmov je zahtevno in dolgotrajno opravilo, saj se jih
ne da lociti z obicajnimi biokemijskimi testi (Nakamura in sod., 1999). Gen za 16S rRNK je
uporabljan kot ogrodje moderne bakterijske klasifikacije, vendar pogosto kaze omejitve pri
lo¢evanju ¢lanov zelo sorodnih taksonov (Fox in sod., 1992), kot je B. subtilis in njemu
sorodne vrste, saj imajo ti organizmi skoraj identi¢ne sekvence 16S rRNK (99,2-99.6 %
podobnosti sekvenc; Ash in sod., 1991; Nakamura in sod., 1999). Po drugi strani pa geni, ki
kodirajo proteine izkazujejo dosti viSjo raven genetske variacije, kar lahko uporabimo za
klasifikacijo in identifikacijo boljsorodnih taksonov (Mollet in sod., 1997, Ansaldi in sod.,
2002).

1.1 NAMEN IN NACRT DELA

- V diplomski nalogi smo zeleli osamiti aerobne sporogene seve iz rodu Bacillus iz talnih
agregatov iz razlicnih mest v Sloveniji in Himalajskega pogorja.

- Sporogene izolate smo zeleli identificirati s tradicionalnimi taksonomskimi metodami

- Izolate, ki bi jih na osnovi tradicionalnih taksonomskih preiskav lahko uvrstili v vrsto B.
subtilis, smo nameravali Se dodatno preuciti z molekularnimi metodami, ki temeljijo na
tehniki PCR (verizna reakcija s polimerazo) in uporabi zacetnih oligonukleotidov, specifi¢nih
za gen 16S rDNK oziroma za gen rpoB te bakterijske skupine.



Zaloznik M. Osamitev in identifikacija sevov Bacillus subtilis. 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BF, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2004

2 PREGLED OBJAV

2.1 UVOD V TAKSONOMIJO PROKARIONTOV

Ena od nalog bakterijskega taksonoma je ustvariti jezik, skupen in razumljiv vsem
mikrobiologom. Kljub velikemu prispevku prokariontov k biosferi je bila njihova raznolikost
in pomembnost s strani ne-mikrobiologov zmeraj podcenjena. To je eden od razlogov, zakaj
so do danes opisali manj kot 5000 vrst. Ta nizka Stevilka je posledica tezav, ki se pojavljajo
pri izolaciji in gojenju mikrorganizmov v C¢isti kulturi in pri nadaljnjem opisu njihovih
znalilnosti. Preucevanja sestave mikrobnih zdruzb v okoljskih vzorcih z molekularnimi
metodami, ki temeljijo na 16S rRNA so pokazala, da dosedaj opisane prokariontske vrste
predstavljajajo le majhen delez resni¢ne raznolikosti prokariontov (Bull in sod., 1992).

V zadnjih treh desetletjih so bakterijski taksonomi k naboru metod za doloc¢evanje vrst dodali
molekularne tehnike. Z DNK — DNK hibridizacijo so taksonomi lahko ocenili genomsko
podobnost organizmov in to z merjenjem deleza homologije njunih genomov. Johnson (1973)
je ugotovil, da so imeli sevi iste vrste, skoraj vedno skupnih 70 ali ve¢ % njunih genomskih
sekvenc in da so sevi razlicnih vrst imeli skupnih manj kot 70 % genomskih sekvenc. 70 %
enakost genomov je torej postala pravilo za dolocitev ali sodita dva seva v isto vrsto ali ne
(Wayne, 1987). Slednja primerjava pa je mozna le, ¢e znamo organizem gojiti v €isti kulturi
(Wayne in sod., 1987).

V zadnjem casu zaradi lazje izvedbe raziskovalci ve¢inoma uporabljajo filogenetsko analizo
sekvenc nekaterih delov genoma, Se posebej genov, ki kodirajo 16S rRNK. Stackebrandt in
Goebel (1994) sta ugotovila, da so sevi, ki se v sekvencah genov za 16S rRNK razlikujejo za
ve¢ kot 3%, skoraj vedno clani razliénih vrst, kot so bile dolocene z DNK — DNK
hibridizacijo. Sevi, ki se v sekvencah genov za 16S rRNK razlikujejo manj kot 3 %, so lahko
ali pa tudi ne €lani iste vrste.

Bakterijska taksonomija je postala zaradi molekularnih pristopov dosti bolj ucinkovita. Z
molekularnimi tehnikami lahko sedaj preverimo homogenost vrst, celo ¢e nismo prepri¢ani o
fenotipskih in ekoloskih razlikah med skupinami. V primeru bakterij, ki se jih ne da gojiti, pa
so molekularne tehnike edina metoda za identifikacijo in analizo raznolikosti vrst (Cohan,
2002).

2.2 RAZVOJ TAKSONOMIJE PROKARIONTOV

Taksonomija prokariontov je med razlicnimi taksonomijami najmlajSa in se najhitreje
spreminja. Do pred nekaj stoletji sploh niso vedeli za obstoj prokariontov in sicer zaradi
njihove majhne velikosti in dejstva, da niso vidni s prostim ocesom. Poleg tega je bil razvoj
taksonomije nizjih organizmov zasnovan na morfoloskih lastnostih, kar je pri prokariontih
tezavno zaradi njihove relativne strukturne preprostosti. Pomanjkanje uporabnih fosilnih
ostankov je skupaj s tezavami pri identifikaciji posameznih diagnosti¢nih znacilnosti
prispevalo k nestabilnosti prokariontskega taksonomskega sistema. V 17. in 18. stoletju so
imeli prokarionte za eno samo vrsto, ki lahko razvije mnozico oblik (pleomorfizem). Eden od
najpomembnejsih korakov v razvoju mikrobiologije je bila izolacija mikroorganizmov v ¢isti
kulturi (Cohn in Schroeder sta izolirala kromogene bakterije), (Logan, 1994).
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Z gojenjem mikroorganizmov v C¢isti kulturi so znanstveniki lahko pridobili razli¢ne
informacije o mikroorganizmih. Razvili so Stevilne teste za identifikacijo bakterij in ti so
tvorili osnovo za njihovo klasifikacijo (Logan in Berkeley, 1984). Iz tega je bil mozen
fenotipski opis bakterij. Ko pa je bil v letu 1923 objavljen prvi Bergeyev prirocnik za
doloc¢evalno bakteriologijo (Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology); je bil s tem
zagotovljen moderen identifikacijski klju¢ za bakterije. Do tedaj ni bilo nobene jasne
opredelitve glede najpomembnejs$ih principov bakterijske klasifikacije (Staley in Krieg,
1989). Ta priroc¢nik in kasnejSe izdaje so postale najpomembnejSa referenca za bakterijsko
klasifikacijo (Logan, 1994).

V poznih 50. letih prej$njega stoletja je sledil razvoj numeriéne taksonomije. Se vedno je
obstajala nuja po objektivnih metodah taksonomske analize z namenom uvrScanja
posameznih sevov bakterij v homogene skupine, ponavadi vrste in ureditev vrst v rodove in
vi§je taksone (Sneath, 1989). Obdobje numeri¢ne taksonomije je sovpadlo z vzponom
kemotaksonomije in aplikacijo modernih biokemijskih analitskih tehnik. Prevladovale so
kromatografske in elektroforetske separacijske metode za Studij porazdelitve specificnih
kemicnih sestavin v bakterijah kot so aminokisline, proteini, sladkorji in lipidi (Logan, 1994).

V zgodnjih Sestdesetih letih je vedno vecje razumevanje o lastnostih DNK in razvoj
molekularnih bioloskih tehnik omogocilo razvoj ideje, da bi bakterije lahko klasificirali s
primerjavo genomov. Sledila je uporaba sestave baznih parov (mol% G+C) v klasifikacijske
namene. Bakterije, ki se opazno razlikujejo v % G+C ocitno ne sodijo v isto vrsto. Kasneje so
razvili DNK - DNK hibridizacijo, katere prednost je, da omogoca jasnejSe definicije skupin
sevov kot metode, ki so osnovane le na fenotipskih lastnostih (Krieg, 1988).

V poznih sedemdesetih letih se je zgodil velik preboj v poskusih ugotavljanja sorodnosti
odnosov s katalogiziranjem ribosomskih ribonukleinskih kislin (rRNK) (Stackebrandt in sod.,
1985), DNK - RNK hibridizacijo (De Ley in De Smedt, 1975), in sredi osemdesetih s popolno
sekven¢no analizo genov za rRNK. Sekvence rRNK so se pokazale kot zelo uporaben
molekularni marker za filogenetsko analizo (Ludwig in Schleifer, 1994). Med tremi rRNK
molekulami je 16S rRNK najbolj preucena in daje na voljo dovolj in za vecino primerov
ustrezne informacije (Maidak in sod., 1997). Sekvenciranje genov za rRNK je postalo rutina v
vecini mikrobioloskih laboratorijev in ¢eprav ni nujna za opis novih vrst, pa to informacijo
vsebujejo skoraj vsi opisi na novo opisanih bakterijskih vrst. V zadnjem casu se tudi vedno
pogosteje dogaja, da se predlagajo nove bakterijske vrste z uporabo podatkov iz 16S rRNK
sekvenc¢nih §tudij (Stackebrandt in Goebel, 1994). Na zalost pa razlocevalna mo¢ 16S rRNK
ne omogoc¢a popolne resitve taksonomskih nejasnosti v vseh primerih (Fox in sod., 1992,
Martinez-Murcia in sod., 1992). Tudi izbor ribosomskih genov kot markerja za filogenetske
sklepe je pod vprasajem (Cohan, 1994; Gribaldo in sod., 1999; Gupta, 1998). Vseeno danes
vecina bakterijskih taksonomov sprejema, da 16S rRNK sekvencna analiza zagotavlja stabilen
in precej zadovoljujo¢ okvir za klasifikacijo prokariontov.
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2.3 METODE IN PARAMETRI, UPORABLJENI PRI OPISU PROKARIONTSKE VRSTE

Danes se vsi prokariontski taksonomi strinjajo, da je mozno doseci zanesljivo klasifikacijo
samo z obsirno raziskavo raznolikosti taksonov in to s Sirokim naborom tehnik, kar poznamo
kot polifazni pristop (Vandamme in sod., 1996). Tak pristop pomeni, da morata biti obsezno
preucena dva vira informacij; informacija o genomu in o fenotipu. Informacijo o genomu
pridobimo iz podatkov o nukleinskih kislinah direktno prek sekvenciranja ali indirektno prek
parametrov kot so DNK - DNK podobnost ali mol % G+C. Fenotip pa pomeni, kako se
genotip izrazi; vidne ali kako drugace izmerljive fizikalne ali biokemijske karakteristike
organizma, ki se izrazijo v interakciji genotipa in okolja (Sneath, 1989 b).

2.3.1 Pridobivanje informacije o genomu

Metode za ugotavljanje informacije o genomu so v glavnem usmerjene proti DNK ali RNK
molekulam (Vandamme in sod., 1996). Za razliko od ostalih celi¢nih sestavin, ki jih lahko
preucujemo s kemotaksonomskimi metodami, okoljski dejavniki vplivajo samo na koli¢ino in
ne na sekvenco RNK ali kromosomalne DNK. Se ve¢, nukleinske kisline so univerzalne in so
zato odli¢ne kot standardi za primerjalne Studije. Najbolj popolno genetsko informacijo nam
seveda da analiza celotenega bakterijskega genoma. Za pridobivanje informacij uporabljamo
analizo celotne bazne sestave DNK, primerjava genomskih podobnosti s parjenjem DNK -
DNK, ustvarjanje dolzinskih polimorfizmov z razgradnjo z restrikcijskimi endonukleazami
(RFLP), pulzna gelska elektroforeza v elektricnem polju (PFGE), primerjava sekvenc izbranih
genov, DNK — rRNK hibridizacija in sekvenciranje rRNK (Woese, 1992).

2.3.2 Razmerje DNK baz (mol % G+C)

Relativna raven [G+C]/[A+T] nukleotidnih baz se razlikuje od genoma do genoma. DNK
bazno razmerje je izrazeno v procentih G+C in se navadno imenuje procent G+C;
[G+C]/[G+C+A+T]-100. To je bila prva metoda analize nukleinskih kislin, ki so jo uvedli v
prokariontsko sistematiko (Lee in sod., 1956), in izkazalo se je, da je uporabna za
razlikovanje med fenotipsko podobnimi in genomsko razli¢nimi sevi (Goodfellow in O'
Donell,1993). Vecja kot je razlika med dvema organizmoma, manj sta sorodna. Teoreticno
DNK molekule, ki se razlikujejo ve¢ kot 20-30 mol % G+C nimajo nobenih skupnih sekvenc
(Logan, 1994). Empiri¢no je bilo dokazano, da organizmi, ki se razlikujejo za vec kot 10 mol
% G+C, ne pripadajo istemu rodu, 5 mol % G+C pa je obicajna raven razlikovanja, ki jo
najdemo znotraj vrste. Medtem ko morajo biti trdne meje za razpon variacije Se postavljene,
pa so vrednosti vi§je od 15 mol % G+C indikacija heterogenosti znotraj rodu (Goodfellow in
sod., 1997).

2.2.3 DNK-DNK homologija

Ugotavljanje podobnosti celotnega genoma DNK-DNK je danes Se vedno standardna tehnika
za doloCevanje mej mikrobnih vrst (Stackebrandt in Goebel, 1994). Znacilna lastnost molekul
DNK in RNK je njuna zmoznost reasociacije ali hibridizacije. DNK iz razlicnih organizmov
reasocirajo glede na podobnost njihovih nukleotidnih sekvenc in s tem omogocijo oceno
stopnje sorodnosti; ponavadi so izrazene kot % podobnosti ali homologije (Stackebrandt in
Goebel, 1994). Vecja kot je genetska podobnost med dvema organizmoma; vec je skupnih
nukleotidnih sekvenc in ve¢ bo hibridne formacije. Obstajata dva glavna parametra, ki ju
uporabljamo za ugotavljanje stopnje sorodnosti: RBR- relative binding ratio (relativna raven
vezave) in razlika v T (thermal denaturation midpoint).



Zaloznik M. Osamitev in identifikacija sevov Bacillus subtilis. 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BF, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2004

2.3.4 rRNK analize

V zadnjih 25 letih so tehnike, ki vkljucujejo analizo rRNK ali genov, ki kodirajo rRNK,
povzrocile revolucijo v taksonomiji prokariontov. Zakljucki na podlagi teh Studij so osnovani
na domnevah, da so geni rRNK visoko ohranjeni zaradi temeljne vloge, ki jo imajo ribosomi v
procesu proteinske sinteze. Molekule rRNK so univerzalne in imajo konstantne in visoko
specializirane funkcije, ki so bile osnovane v zgodnji fazi evolucije; tudi spremembe v okolju
nanje niso vplivale. Zaradi tega in ker so to velike molekule, ki vsebujejo precej genetske
informacije, so bile izbrane kot molekularna osnova za filogenetsko rekonstrukcijo vsaj na
podrocju prokariontov (Woese, 1992). Za veljavnost tega pristopa sta potrebni $e dve dodatni
domnevi; namre¢, da med rRNK geni ni priSlo do horizontalnega prenosa in da stopnja
evolucije ali neenakosti med rRNK genskimi sekvencami dveh organizmov predstavlja
variacijo, ki jo kaZeta pripadajo¢a genoma (Goodfellow in sod., 1997). Ce to drZi, potem bodo
variacije med primarnimi strukturami rRNK odsevale evolucijske razdalje med organizmi. Za
filogenetske namene je bila uporabljena tudi 5S rRNK. Ta je bila opuscena v korist 16S rRNK
zaradi razli¢nih razlogov, vkljuujo¢ vecjo vsebino informacije ve¢je molekule. Danes je
popolno sekvenciranje omenjene molekule skoraj rutina. Molekula za 23S rRNK je vecja
informacijska enota kot molekula za 16S rRNK in ima v mnogih primerih vecjo resolucijsko
moc¢ za filogenetske rekonstrukcije kot molekula za 16S rRNK (Ludwig in sod., 1998;
Ludwig in Schleifer, 1999). Vendar pa zaradi velikosti molekul za 23S rRNK sekvenciranje le
teh ni bilo tako popularno in zato je Stevilo sekvenc genov za 23S rRNK v bazah podatkov
precej manjSe (Ludwig in sod., 1998; Ludwig, 1999). Pomembna znacilnost sekvenc za 16S
rRNK je relativna enostavnost poravnave (Embley in Stackebrandt; 1997). Zmeraj pa
obstajajo variabilne regije, ki jih ne moremo to¢no poravnati in nacin, kako bo uredil podatke,
ostaja subjektivna odlocitev raziskovalca (Ludwig in sod., 1998). Sekvenciranje 16S rRNK in
primerjalne analize so prikazale visoko razlo¢evalno mo¢ za merjenje stopnje sorodnosti med
organizmi nad ravnijo vrste. Mo€ razlocevanja 16S rRNK pa je tudi omejena, posebej pri zelo
sorodnih organizmih (Stackebrandt in Goebel, 1994; Grimont, 1988). Zato bakterijske vrste
ne moremo opredeliti samo na osnovi analize sekvenc 16S rRNK.

2.3.5 Na DNK osnovane tipizacijske metode (DNK fingerprinting)

Metode, osnovane na DNK ponavadi omogocajo zaznavanje znotrajvrstne raznolikosti; to je
pododdelke znotraj vrste. So dodatek fenotipskim analizam, ki skuSajo odkriti raznolikost v
taksonih kot so vrste ali celo podvrste (Vandamme in sod., 1996). Poznamo dve osnovni
tehniki: restrikcijske tehnike prve generacije, ki so osnovane na restrikcijski analizi
genomskih fragmentov, in metode, osnovane na verizni reakciji s polimerazo (PCR); ki so
osnovane na pomnozevanju delov genoma. Vecina tehnik temelji na elektroforetski locitvi in
kasnejsi vizualizaciji DNK fragmentov oziroma pomnozkov. Te tehnike so praviloma
uporabne le pri razumevanju znotrajvrstne raznolikosti in niso primerne za opis
prokariontskih vrst ali za opredeljevanje visjih taksonomskih enot.
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2.3.6 Fenotipske metode

Fenotip je vidni izraz genotipa. Preden so bile molekularnim taksonomom na voljo
molekularne tehnike, je bila taksonomija osnovana le na morfologiji, fiziologiji in rastnih
znacilnostih organizma. Te raziskave so bile neposredno povezane z nujnim obstojem Cistih
kultur in sposobnosti laboratorija za gojenje mikroorganizmov in analizo njihovih lastnosti.
Ena od pomanjkljivosti analize fenotipa je, da celoten informacijski potencial prokariontskega
genoma ni nikoli izraZen. Izrazanje genov je neposredno povezano z razmerami v okolju (ali
rastnimi pogoji v laboratoriju). Torej je analiza fenotipa prokariontov v glavnem odvisna od
nivoja eksperimentalnih tehnik, ki posredno ali neposredno testirajo razli¢ne fenotipske
lastnosti, na primer encimsko aktivnost, kinetiko porabe substrata in rastne znacilnosti
(Rosello-Mora in Amann, 2001).

Fenotipske podatke za razliko od sekvenc genov lahko primerjamo le fenetsko; to pomeni
skozi primerjavo velikega seta neodvisnih karakteristik (Sneath;1989; Sneath in Sokal: 1973).
Te primerjave nam dajo rezultate, ki odrazajo stopnjo podobnosti enot, ki jih analiziramo.
Fenotipske analize zahtevajo veliko ¢asa in spretnosti, tehnike pa morajo biti standardizirane,
da bi se izognili subjektivnim ocenam. Za ta namen je posebno pomembno, da se izbere
ustrezne referencne organizme, ki so v raziskavo vklju€eni (Smibert in Krieg; 1994).

Klasi¢ne fenotipske lastnosti bakterij zajemajo morfoloske, fizioloske in biokemijske
lastnosti. Vecina od teh znacilnosti ne omogoca ocene genetske sorodnosti, kot celota pa
zagotavljajo opisno informacijo, ki nam omogoc€a prepoznavanje taksonov. Morfologija
bakterij vkljucuje celi¢ne znacilnosti (oblika, endospora, bicek, inkluzijska telesca, Gramsko
barvanje...) in znacilnosti kolonij (barva, velikost, oblika...). Fizioloske in biokemijske
lastnosti vkljucujejo podatke o rasti pri razli¢nih temperaturah, pH vrednostih, koncentracijah
soli ali atmosferskih pogojih (aerobno/anaerobno), rast v prisotnosti razli¢nih substanc, kot so
protimikrobni agensi, ali aktivnosti v prisotnosti razlicnih encimov in metabolizem razli¢nih
sestavin. Ponovljivost rezultatov v okviru enega laboratorija, Se bolj pa med razli¢nimi
laboratoriji, je velik problem, ki se mu lahko ognemo z visoko standardiziranimi postopki
(Vandamme in sod., 1996).

2.3.7 Numeri¢na taksonomija, uporabljena za namene fenotipskih analiz (fenetska
ocena)

Numeric¢na taksonomija je poznana tudi kot klasifikacija s pomocjo racunalnika (Good fellow
in O' Donnel, 1993). Sneath in Sokal (1973) sta definirala numeri¢no taksonomijo kot
uvrscanje taksonomskih enot v taksone z numeri¢nimi metodami na osnovi njihovih lastnosti.
Metode zahtevajo prevajanje informacije o taksonomskih entitetah v numericne kvantitete. Za
fenetske principe, ki so osnovani na Adansonianovi taksonomiji, velja, da naj bi preucili vse
mozne znacilnosti sevov, jih enakovredno ocenili in pretehtali. Taksoni naj bi se doloc¢ili na
osnovi skupne podobnosti glede na rezultate analize.

2.3.8 Kemotaksonomija

Fenotipske metode zajemajo vse metode, ki niso usmerjene proti DNK ali RNK in torej
vkljuc¢ujejo kemotaksonomske tehnike. Izraz kemotaksonomija se nanasa na aplikacijo
analitskih metod o razlicnih kemijskih sestavinah celice z namenom klasifikacije bakterij
(Vandamme in sod., 1996). Vsekakor so izmerjeni parametri direktna ekspresija genetske
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informacije organizma in se jih obravnava kot fenotip (Vandamme in sod., 1996).
Kemotaksonomija se ukvarja s porazdelitvijo aminokislin, lipidov, proteinov in sladkorjev in
zagotavlja dobra izhodis¢a za posamezne podatke za klasifikacijo in identifikacijo
(Goodfellow in O' Donnell; 1993). Pomembno je, da so opazovane razlike ali podobnosti v
kemijski sestavi rezultat genetskih razlik in niso posledica variacij v gojitvenih razmerah
(Goodfellow in O' Donnell; 1993). Rutinsko se v prokariontski taksonomiji uporablja vec
tehnik:

- sestava celi¢ne stene; ponavadi se uporablja pri klasifikaciji G+ organizmov; analizira se tip
peptidoglikana in teihojska kislina ( Schleifer in Kandler; 1972; Suzuki in sod., 1993);

- lipidi: razporeditev in relativna raven mascobnih Kkislin, polarni lipidi, lipopolisaharidi,
izoprenoidni kinoni, so ponavadi analizirani s kromatografijo in se uspesno uporabljajo za
lo¢evanje med taksoni razli¢nih ravni ( Suzuki in sod., 1993; Kaempfer, 1998);

- poliamini; (polikationske sestavine s pomembno, a nejasno vlogo v prokariontski celici)
njihova razporeditev in relativna raven je lahko razloCevalna za taksone nad ravnijo reda
(Buse in Auling; 1988).

2.3.9 Fenotipske tipizacijske metode

Uporabne so za postavljanje odnosov znotraj vrste, vendar ponavadi nimajo resolucije nad to
taksonomsko ravnijo (Rossello in sod., 1992; Rosello-Mora in sod., 1994; Vandamme, 1998).
Je ve¢ metod, ki so bile uspeSno uporabljene za razlikovanje sevov kot za razumevanje
intraspecificne variabilnosti:

- serotipizacija (Rossello in sod., 1992; Rosello-Mora in sod., 1994; Vandamme, 1998,
Henriksen, 1978);

- elektroforetski profili proteinov (Rossello in sod., 1992; Rosello-Mora in sod., 1994);
-elektroforetski profili lipopolisaharidov (Rossello in sod., 1992);

- pirolizna masna spektrometrija, Fourierjeva transformacija, infra rdeca spektroskopija in UV
resonan¢na Ramanska spektroskopija (Magee, 1993).

2.3.10 Identifikacijski kljuci in diagnosti¢ne tabele

Eden od ciljev fenotipske karakterizacije je konstrukcija ogrodja za ucinkovito identifikacijo
organizmov. To ogrodje je lahko osnova za pripravo dihotomnih identifikacijskih kljucev, s
katerimi ugotavljamo identiteto izolatov po urejenih vprasanjih korak za korakom. V
mikrobiologiji so bolj pogoste diagnosticne tabele, ki vsebujejo ve¢ informacije kot dihotomni
kljuci in so dosti bolj uporabne za dolocevanje (Trueper in Schleifer, 1992). Te tabele so
osnovane na znacilnostih, ki identificirajo takson (fenotipske znacilnosti vrste ) (Wayne,
1987). V diagnosti¢nih tabelah so zabelezene tudi variabilne znacilnosti taksona, kar je dobro
pokazalo znotrajvrstne raznolikosti. Uspesnost pri identifikaciji novega izolata je odvisna od
tega kako toCen je opis vrste; tocnost pa je odvisna od Stevila podatkov, ki jih analiziramo.
(Sneath; 1977). Navedeni sta dva dela dveh identifikacijskih tabel in identifikacijskega kljuca,
ki smo ju uporabili pri nasSem delu.
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2.3.11.1 Identifikacijska tabela A za razlikovanje vrst Bacillus subtilis in Bacillus cereus

Lastnosti za razlikovanje vrst rodu Bacillus (Genus Bacillus. 1994; V: Bergey' s Manual of
determinative bacteriology, stran 1122; Preglednica 13.4; Diferencialne karakteristike vrst
rodu Bacillus). Navedene so samo znacilne karakteristike za B. subtilis in B. cereus, ki smo ga
uporabili kot referen¢ni sev za primerjavo.

Preglednica 1: Pomembne znacilnosti za razlikovanje vrst Bacillus subtilis in Bacillus cereus

ZNACILNOST B. SUBTILIS | B.CEREUS ZNACILNOST B. SUBTILIS | B.CEREUS
celiéni premer vec deaminacija .
od 1 pm - + fenilalanina - -
okrogle spore - - lecitinaza - +
sporangiji nabrekli - - redukcija NO3-NO2 + +
parasporalni kristali - - proizvodnja
katalaza + + indola - -k
rast v anaerobnem - + dihidroksiacetona ND ND
VP test + + zahteva po NaCl in
pH v gojiscu za VP: KCI - -
manj kot 6 4/ T zahteva po alantoinu
vec¢ kot 7 - - AL Ltlrat.u a - -
kislina iz: r;; 'I})lrl pl.. - N n
D-glukoze n N ,8 ;hranljivi agar
- 5,7 + +
L-arabinoze + - > NaCl
D-xylose n _ rast pr1 Nal
. 2% + ND
D-manitola + -
. 5% + ND
plin iz glukoze - -
R 7% + d
hidroliza: 0% D D
kazeina + + L
Skroba + + rast pri
Zelatine + + ?OSC c-i ('1
izraba citrata + + 30°C n n
izraba propionata + +
T 40°C + d
razgradnja tirozina - +
50°C d -

Simboli: -, 90% ali ve¢ sevov je negativnih; +, 90% ali ve¢ sevov je pozitivnih; +/-, 11-89%
sevov je pozitivnih; ND, ni podatkov; NG, ni rasti ; ' podatki od Hanakova-Baurerova in sod.
(1965); ¥ podatki od Hanakova-Baurerova in sod (1966).(oboje je navedeno v Genus Bacillus

;1994)

2.3.11.2 Klasifikacijska shema B po Logan in Berkeley, 1984:

Uporabila in modificirala sta jo Roberts in Cohan, (1991), ki trdita, da lahko pet pozitivnih
metabolnih testov lo¢i B. subtilis od vseh vrst Bacillus (razen od B megaterium, B.
amyloliquefaciens, B .lentus, B. carotorum): hidroliza Zelatine, citrat, nitrat, L-arabinoza,

manitol.
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2.3.11.3 Klju¢ C za identifikacijo sevov Bacillus subtilis ( Norris in sod;, 1981)
Testi, ki so napisani z odebeljenimi ¢rkami, naj bi bili pozitivni za vrsto Bacillus subtilis

1. Katalaza: pozitivna...2
negativna...16

2. Voges-Proskauer: pozitiven...3
negativen...9

3. Rast na anaerobnem agarju: pozitivna...4
negativna...8

4. Rast na 50 °C: pozitivna...5
negativna...6

5. Rast pri 7% NaCl: pozitivna...B.licheniformis
negativna...B.coagulans

6. Plin in kislina iz glukoze (anorganski N): pozitivna...B.polymyxa
negativna...7

7. Redukcija NO3 do NOx: pozitivna...B.cereus
negativna...B.alvei

8. Hidroliza Skroba: pozitivna...B. subtilis
negativna...B.pumilis

9. Rast na 65 °C: pozitivna....B.stearothermophilus
negativna...10

10. Hidroliza Skroba: pozitivna...11
negativna...14

11. Kislina in plin iz glukoze (anorganski N): pozitivna...B.macerans
negativna...13

12.Sirina 1.0pm ali veg: pozitivna...B.megaterium
negativna...13

13. pH v VP gojiscu vec kot 6: pozitiven...B.circulans
negativen...15

14. Rast na anaerobnem agarju: pozitivna...B.laterosporus
negativna...15

15. Kislina in plin iz glukoze (anorganski N): pozitivna...B.brevis

negativna...B.sphaericus
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16. Rastna 65°C : pozitivna...B.stearothermophilus
negativna...17

17. Razgradnja kazeina: pozitivna...B.larvae
negativna...18

18. Parasporalno telo v sporangiju: pozitivno...B.popilae
negativno...B.lentimorbus

2.3.12 Mikrobni identifikacijski sistem

Razvoj miniaturnih identifikacijskih sistemov je osnovanih na klasi¢nih metodah. Na voljo je
ve¢ komercialnih sistemov (API, Analytab Products, Planiview, NY, USA; Biolog, Biolog,
Inc., Hayward, CA, Usa; Vitek, Vitek Systems, Inc. Hazewood, MO, USA), ki so veinoma
osnovani na modificiranih klasi¢nih metodah (D' Amato in sod., 1991). Te metode so
izboljsali z vkljucitvijo racunalniS$ko vodenih baz podatkov, ki so jih za vsak sistem priredili
(D' Amato in sod., 1991). Glavni problem teh metod je, da so rezultati identifikacije odvisni
od kvalitete podatkovne baze. Vecina racunalniSsko vodenih sistemov je usmerjena v glavnem
k identifikaciji organizmov z ve¢jim pomenom v medicini. Zaradi tega so bili ti sistemi
relativno neuspesni pri identifikaciji izolatov iz okolja; seveda tudi zaradi pomanjkanja
podatkov o fenotipski raznolikosti mikroorganizmov v naravnem okolju (Klingler in sod.,
1992). Za klasifikacijo in raziskavo izolatov iz okolja so bili razviti miniaturni seti z velikim
Stevilom fizioloskih testov (ve¢ kot 200 razlicnih testov) ( Rossello-Mora in sod.,1994;
Kaempfer in sod., 1991)

2.4 EKOLOGIJA, TAKSONOMIJA IN IDENTIFIKACIJA RODU BACILLUS
2.4.1 Ekologija

Bakterije gram pozitivnega rodu Bacillus (tipska vrsta Bacillus subtilis Marburg ATCC 6051)
predstavljajo eno od najStevilnejSih mikroorganizmov v vodah in predvsem tleh. Rod
vkljucuje tudi komercialno pomembne vrste, ki tvorijo zanimive produkte; encime, fine
biokemikalije, antibiotike in insekticide. Vecina vrst je nenevarnih za ljudi in Zivali, poznanih
je le nekaj patogenov. Ti vkljuCujejo Bacillus anthracis povzrocitelja vranicnega prisada;
Bacillus cereus, povzrocCitelja zastrupitve s hrano in nekaj patogenov insektov. Bacile
uporabljajo v tradicionalnih fermentacijah hrane, vkljucujo¢ produkcijo natta iz soje na
Japonskem z Bacillus subtilis var.natto. Nizka raven patogenosti in razSirjena uporaba
njegovih produktov v prehrambeni industriji in industriji detergentov je pripomoglo k statusu
GRAS (generaly regarded as safe) za bakterijo Bacillus subtilis s strani U.S. FDA (Food and
drug Administration) (Priest, 1993).

Aerobne bakterije, ki tvorijo endospore, so zelo razSirjene; osamitev je mozna iz skoraj
vsakega okolja v biosferi. Bacile so osamili iz suhih dolin Antarktike in tudi iz vroc¢ih
termalnih vrelcev. Prevladujejo v morskih in vodnih okoljih in seveda predstavljajo velik del
talne mikroflore (Priest, 1993). Sporogene bacile se najlazje izolira z uni¢enjem vegetativnih
celic; ponavadi z inkubacijo vzorcev na 80 °C priblizno 10 minut ali s postopki, kot je
etanolna inaktivacija. Spore vzkalijo in kolonije rastejo aerobno na ustreznem gojis¢u. Ta
preprost postopek je specificen za aerobne bakterije, ki tvorijo endospore. Vendar ta postopek
omogoca le osamitev aerobnih sporogenih bacilov iz izbranih ekoloskih nis, le malo pa pove o
prispevku tega organizma v okolju, iz katerega je bil izoliran (Priest in Grigorova,1990).
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Primarni rezervar za vrste iz rodu Bacillus so tla, v katerih izlo¢ajo razlicne encime za
razgradnjo biopolimerov, kar jim omogoca rast na rastlinskem materialu in ostalih nutrientih.
Vecina talnih predstavnikov pripada skupinama Bacillus subtilis in Bacillus sphaericus,
medtem ko predstavniki bolj prehransko zahtevne skupine Bacillus polymyxa uspevajo v tleh
z vi$jo vsebnostjo organske snovi. Nekatere vrste tega rodu formirajo tesno povezavo s
koreninami rastlin. Ve¢ vrst, npr. Bacillus azotofixans, Bacillus macerans in Bacillus
polymyxa, fiksirajo duSik pod anaerobnimi pogoji. Nekateri sevi Bacillus subtilis so
kategorizirani kot rhizobakterije, ki pomagajo k rasti rastline v zameno pa dobivajo nutriente
v obliki rastlinskih eksudatov (Priest, 1993).

2.4.2 Taksonomija
2.4.2.1 Tradicionalni pristopi

Gram pozitivne, palicaste bakterije, ki se pod aerobnimi pogoji diferencirajo v endospore
odporne na visoke temperature, spadajo v rod Bacillus. Od ostalih bakterij, ki tvorijo
endospore, so striktni anaerobi uvrSceni v rod Clostridium, koki v rod Sporosarcina in
bakterije, ki tvorijo razvejane filamentozne oblike v rod Thermoactinomyces. Med Gram
pozitivne palcke in koke, ki tvorijo endospore spadajo Se rod Heliobacterium (polzece palcke)
in rod Heliobacillus (gibljive palcke) (Priest in Grigorova, 1990). Mikroskopsko je torej
dovolj preprosto prepoznati bacile in v zgodnjih letih tega stoletja je to vodilo k Stevilnim
novo opisanim vrstam. Bilo je bolj preprosto dati novemu izolatu novo vrstno ime, kot ga
identificirati. Do leta 1940 so predlagali okoli 150 vrst, mnogo sinonimov in veliko slabo
opisanih predstavnikov. Osnove za identifikacijo in klasifikacijo vrst Bacillus so takrat
zapisali Tom Gibson (Edinburgh), Ruth Gordon, Frank Clark in Nathan Smith (Peoria,
Illinois). Smith in kolegi so preiskali 1124 sevov, ki naj bi predstavljali 150 vrst in jih
razporedili v le 19 vrst (navedel Priest, 1993). Za rod Bacillus so do leta 1984 predlagali tri
klasifikacijske koncepte: Krasilnikov (1949), Prevot (1961) in Gordon in sod. (1973)
(navedel Gordon, 1973). Shema, ki jo je predlagal Krasil'nikov, temelji na stopnji nabreklosti
materinske celice ali sporangija. Prevot je razvrstil organizme v §tiri rodove: Bacillus,
Bacteridium, Inominatus in Clostridium. Kasneje je Gordon (Gordon, 1973) podal opis sevov
in vrst, kar je postalo osnova za osamitev in identifikacijo bacilov. Gibson in Gordon sta tudi
predlagala koncept morfoloskih skupin bacilov, osnovan na obliki endospor in njihovi poziciji
v materinski celici ali sporangiju. Tako vrste skupine 1, ki vkljucujejo vrsto B. subtilis in Se
Stevilne druge bacile, diferencirajo v ovalne spore enakega premera kot je materinska celica;
vrste skupine 2 (B. polymyxa) vsebujejo ovalne spore, ki nabrekajo materinsko celico skupina
3 (B. sphaericus) pa producira okrogle spore. Ta delitev rodu je bila dokaj uporabna za
identifikacijske namene, saj skr¢i takson v skupine bolj obvladljive velikosti. Je pa
nazanesljiva in dopusc¢a napac¢no identifikacijo (Gordon, 1973). Predvsem klasifikacijski
pristopi ne zagotavljajo informacije o kladisti¢nih odnosih med vrstami (Priest, 1993).

2.4.2.2 Numeri¢na fenetika in kemotaksonomija

Modernejse taksonomske tehnike, kot je numeri¢na fenetika, ugotavljanje bazne sestave DNK
in ugotavljanje stopnje homologije DNK, so omogocile oceno sorodnosti med preuc¢evanimi
bacili. Postalo je o€itno, da so bacili bolj heterogena skupina, kot se je poprej domnevalo. V
primeru rodu Bacillus sega razpon vsebnosti G+C od 33 do 65%, Ceprav se veina sevov
giblje med 40 in 50% (Priest, 1981). To nakazuje veliko genetsko raznolikost med vrstami in
Priest s sodelavcei (1993)je predlagal razdelitev rodu v ve¢ bolj homogenih taksonov. Bacili so
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fizioloSko razli¢ni; to lahko najbolj opazimo pri numeri¢ni klasifikaciji, kjer se seve preucuje
glede na Stevilne fizioloSke, biokemijske in morfoloske karakteristike in zdruZuje na osnovi
podobnosti. V tem procesu se odkrijejo skupine fenotipsko podobnih sevov, ki jih pogosto
lahko enac¢imo z vrstami (Priest in sod., 1988). Tri obsezne numeri¢ne Studije sevov iz rodu
Bacillus (Logan in Berkeley, 1984, Priest in sod., 1988, Kaempfer, 1991) so dale v osnovi
podobne rezultate. Bakterije so razvrstili v Sest vecjih skupin ali skupkov, ki v ve¢ pogledih
sovpadajo z rodom. Numeri¢na klasifikacija je pomagala razjasniti odnose med bacili na ravni
vrst, Ceprav so v vecini primerov za to bolj primerne Studije genotipa. Pomirjujoce je, da sta v
vecini primerov numeri¢na klasifikacija in reasociacija DNK dali enak ali podoben rezultat.
Na ve¢ podrocjih je preiskovanje sevov iz vrst Bacillus circulans, Bacillus megaterium,
Bacillus sphaericus, Bacillus stearothermophilus in Bacillus subtilis z omenjenimi tehnikami
razkrilo, da so Gordon in sodelavci (1973) zdruzevali seve v vrste preve¢ navduseno in da
vsaka od teh skupin vkljucuje ve¢ rodov (Priest, 1993).

2.4.4.3 Identifikacija vrst rodu Bacillus

Tradicionalen pristop k identifikaciji je temeljil na omenjenih treh morfoloSih skupinah
(Gordon, 1973). Ko je bil izolat uvr§¢en v eno izmed teh skupin, se je bakterija identificirala s
setom biokemijskih in fizioloskih testov. Eden od pogosto uporabljenih testov je API 50 CHB
(miniaturni seti; vsak omogoca preiskavo 50 fenotipskih testov za eno bakterijo) APISOCHB
hkrati vkljucuje obicajne fizioloske in biokemijske teste, kot so hidroliza Skroba in kazeina,
produkcija kisline iz sladkorjev itd. Rezultate obdelamo zraCunalniskim programom, ki
omogoca primerjavo za 44 vrst Bacillus. S tem sistemom lahko rutinsko identificiramo
priblizno 50 % izolatov rodu Bacillus, osamljenih iz okolja. Neidentificirani izolati verjetno
predstavljajo neopisane taksone, ki jih v mrezi ni, ali pa so variante Ze opisanih vrst.

Od razli¢nih kemotaksonomskih pristopov za identifikacijo sevov Bacillus, ki so na voljo, je
precej obetavna pirolizna masna spektrometrija (Berkeley in sod.,1984). Ta vkljucuje
izgorevanje vzorca v inertni atmosferi. Producirani fragmenti se potem lo¢ijo na osnovi
njihovega razmerja masa/naboj z uporabo masnega spektrofotometra. Drug kemotaksonomski
pristop, ki obeta, je osnovan na profilu mascobnih kislin. Gre za analizo metilnih estrov
celicnih mas€obnih kislin s plinsko kromatografijo (Hewlet-Packard). Ujemanje profila s
tistim iz knjiznice je kljucen za identifikacijo (Priest, 1993).

2.4.4.5 Skupine osnovane na analizi sekvenc genov za 16S rRNK in genov, ki kodirajo
proteine

Z numeri¢no klasifikacijo osnovano na seriji fenetskih lastnosti so Priest in sod., (1988)
klasificirali 368 sevov Bacillus v 79 skupin. V priblizno istem obdobju so je kot precej
uporabni molekularni kronometer za ugotavljanje filogenetskih odnosov uveljavila analiza
sekvenc genov za 16S rRNK. Na taksni osnovi so Roessler in sod.,(1991) razvrstili devet vrst
Bacillus v stiri filogenetske skupine, Ash in sod., (1991) pa 51 vrst iz rodu Bacillus v pet
filogenetsko razli¢nih skupin. Se nadaljnja karakterizacija na genotipski in fenotipski ravni je
vodila k opisu novih rodov: Amphibacillus (Nimura in sod., 1990), Alicyclobacillus
(Wisotzkey in sod., 1992), Paenibacillus (Ash in sod., 1993), ¢e omenimo le nekatere.
Nedavno so delne sekvence 16S rDNK (Goto in sod., 2000) in restrikcijske analize sekvenc
genov TRNK (Joung in Cote, 2002) uporabili tudi Ze za hitro identifikacijo vrst iz rodu
Bacillus in iz sorodnih rodov.



Zaloznik M. Osamitev in identifikacija sevov Bacillus subtilis. 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BF, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2004

Vendar pa z analizo sekvenc genov za /65 rRNK ni bilo mogoce razlikovati zelo sorodnimi, a
ekolosko razlicnimi skupinami bakterij (npr. B. subtilis in B. atrophaeus; preglednica 2; Palys
in sod., 1997). Ena od moznih razlag je, da so se te populacije locile Sele pred nedavnim in
tako ni bilo dovolj ¢asa, da bi se poznal vpliv nevtralne divergence na lokusu za 16S rRNK.
Po drugi strani so te populacije imele Cas, da se je ta nevtralna divergenca vsidrala na lokusu,
ki se je evolucijsko hitreje spreminjal (Avise, 1994). To hipotezo lahko preverimo s podatki o
sekvencni raznolikosti na lokusih, ki kodirajo proteine, saj se ti evolucijsko spreminjajo dosti
hitreje kot lokusi 16S rRNK (Avise, 1994).

Tezave, ki so lastne analizi osredotoCeni na 16S rRNK (moc¢na ohranjenost in posledicno
nezmoznost lo¢evanja organizmov na nivoju sevov, in tudi vrst; heterogenost na nivoju celice;
tvorjenje heterodupleksov med verizno reakcijo s polimerazo) lahko reSimo z uporabo
markerjev, ki so v genomu v eni kopiji, ohranjeni, ubikvitarni in delujejo kot evolucijska ura.
Tem zahtevam ustrezajo gospodinjski geni; npr. gen za rpoB, ki kodira B podenoto RNK
polimeraze. So nujni za obstoj celice in zato vedno prisotni. So bolj variabilni od gena za 16S
rRNK, e vedno pa dovolj ohranjeni (Dahll6f in sod., 2000; Chun in Bae, 2000).

Raziskave sekvenc gospodinjskih genov so skoraj soglasno pokazale, da sodijo zelo sorodne
vrste in podvrste v razlicne skupine. Sekvenciranje gospodinjskih genov jasno razloCuje
ekolosko razli¢ne populacije, ki Ze imajo status vrste ali podvrste. Se ve¢, te genske sekvence
so zmozne odkriti ekolosko razlicne populacije, ki jih niso mogli odkriti z drugimi
molekularnimi tehnikami (Roberts in Cohan, 1995; Roberts in sod., 1994, 1996). Nekaj
redkih poroc¢il o DNK sondah in sorodnih tehnologijah za identifikacijo in tipizacijo bacilov
se osredotoca na specificne skupine okoljskega in biotehnoloSkega pomena. Najvec
pozornosti je bilo posveceno patogenu insektov B. thuringiensis. Oligonukleotidne sonde so
specificne za gene, ki kodirajo toksin in so jih uspeSno uporabili pri detekciji in identifikaciji
predstavnikov vrste B. thuringiensis (Priest in Grigorova,1990).

2.5 TAKSONOMIJA IN IDENTIFIKACIJA VRSTE BACILLUS SUBTILIS
2.5.1 Zgodovina in taksonomija

Leta 1872 je Ferdinand Cohn, Student Roberta Kocha prepoznal in poimenoval bakterijo
Bacillus subtilis (Cohn, 1872 navedel Skerman in sod., 1980). Organizem je bil izbran kot
predstavnik velikega in raznolikega bakterijskega rodu Bacillus in je bil uvrS€en v druzino
Bacillaceae. Znacilna lastnost druzine je produkcija endospor, mirujoCih struktur, ki se
diferencirajo znotraj celice (Priest, 1993).

Taksonomsko sodi B. subtilis med Bakterije (Bacteria), bolj natancno k G + bakterijam z
nizko vsebnostjo G + C (Firmicutes) (Claus in Berkeley, 1986).. Spada v razred Bacilli, red
Bacillales , ki vkljuCuje druzino Bacillaceae z rodom Bacillus Rod Bacillus vkljucuje 136
vrst. Tipska vrsta rodu pa je Bacillus subtilis subspecies subtilis (Cohn, 1872; navedel
Skerman) in Bacillus subtilis subspecies spizizenii (Garrity in sod., 2003.

B. subtilis je ubikvitarna talna bakterija, ki s svojo biolosko aktivnostjo prispeva h krozenju
nutrientov. B. subtilis proizvaja veliko razli¢nih proteaz in ostalih encimov, ki mu omogocajo
razgradnjo razli¢nih substratov in prispevajo h krozenju hranil. Ceprav natanéne $tevilke o
Stevilu teh bakterij v okolju niso bile ugotovljene, se bacili pojavljajo v priblizno 10° do 107
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celic na gram zemlje (Alexander, 1977). Kot vecina ¢lanov rodu je tudi B. subtilis aeroben, v
prisotnosti nitrata in glukoze pa se lahko pojavi tudi anaerobna rast (Claus in Berkeley,1986).

2.5.1.1 Taksonomija in karakterizacija

B. subtilis je tipska vrsta rodu. Zgodovinsko gledano glede na monografije (Smith, 1946 in
1952; navedel Gordon 1973) je bil izraz B. subtilis uporabljan za vse aerobne sporulirajoce
bacile (Logan,1994). Stevilne vrste, ki so jih v zgodnji literaturi opisali niso uvr§éene na listo
odobrenih bakterijskih imen in nimajo statusa veljavnih vrst. Stevilni sevi B. subtilis so neko¢
predstavljali samostojno vrsto npr.: B. atterimus, B. mesentericus, B. niger, B. panis, B.
vulgarus, B. nigrificans and B. natto (Gibson, 1944 in Smith in sod.,1946; navedel Gordon
1973). B. amyloliquefaciens Bergeyev priro¢nik za sistemati¢no bakteriologijo" (Claus in
Berkeley, 1986) navaja kot Clana vrste B. subtilis, vendar je kmalu zatem dosegel status
samostojne vrste (Priest in sod., 1987). Vrste B. subtilis, B. licheniformis in B. pumilis so zelo
sorodne in jih je tezko lociti; v€asih so jih uvrS€ali skupaj v t.i. skupino subtilis
(Gordon,1973). Ta glavni sklop vsebuje $tiri podsklope, ki jih lahko identificiramo kot B.
subtilis, B. licheniformis, B. pumilis in B. amyloliquefaciens. Najnovejsi podatki v literaturi
nakazujejo, da je mozno loc¢iti B. subtilis in B. pumilis z uporabo plinske pirolizne
kromatografije (O'Donnell in sod.,1980) ali z uporabo API testov (Logan in Berkeley,1981).
Tudi B. subtilis in B. amyloliquefaciens kazeta relativno nizko homologijo DNK (Priest,1981)
in se ju prav tako lahko lo¢i med seboj s pomoco plinsko pirolizne kromatografije (O'Donnel
in sod.,1980) in na osnovi nekaterih fenotipskih lastnosti (produkciji kisline iz laktoze) (Priest
in sod.,1988).

2.5.1.2 Novejsi pristopi h karakterizaciji

Vrste, ki so najbolj sorodne Bacillus subtilis, so si nenavadno podobne na fenotipski ravni. Na
primer: sestava mascobnih kislin je edina fenotipska lastnost, ki razlikuje B. mojavensis od B.
valismortis ali od B. subtilis (Roberts in sod., 1994, 1996). B. atrophaeus pa se razlikuje od B.
subtilis le po razlikah v pigmentaciji (Nakamura, 1999). V razlikovanju vrst sorodnih B.
subtills, so se kot najbolj ucinkovite izkazale molekularne metode. Dve vrsti, sorodne B.
subtilis sta bili odkriti z restrikcijsko analizo PCR pomnoZenih genov [B. subtilis subsp.
spizizenii, prej W23 skupina B. subtilis (Nakamura in sod., 1999) in B. mojavensis (Roberts in
sod., 1996). Te Studije tudi kaZejo, da sevi vrste B. subtilis tvorijo dve skupini. Skupini sevov
W23 in 168 sta identi¢ni skoraj za vse fenotipske lastnosti. Vendar so znanstveniki pokazali
razlicnost v sestavi njune celi¢ne stene; celicna stena prvega vsebuje ribitol in glicerol
teihojsko kislino; drugi pa le glicerol teihojsko kislino (Fox in sod., 1992). Roberts in Cohan
(1995) sta Studirala filogenetske odnose B. subtilis in sorodnih organizmov na osnovi
ugotovljenih sekvenc genov, ki kodirajo nekatere proteine (polC, rpoB in gyrA). Njuni
rezultati so pokazali, da se sevi B. subtilis zdruzujejo v skupino, ki je locena od B.
vallismortis, B. mojavensis, B. atrophaeus, B. amyloliquefaciens in B. licheniformis. Se veg,
B. subtilis se deli v dve podvrsti; ena zajema sev 168, druga pa sev W23. To nakazuje na
prisotnost dveh sorodnih taksonov: eden vsebuje laboratorijski sev 168, drugi pa laboratorijski
sev W23. Reasociacija DNK med dvema skupina je bila od 58 do 69 %; znotrajskupinska
sorodnost pa od 82-100 %. Med geni za /6S rRNK je bila opazena priblizno 99,5 % enakost
sekvenc med sevi 168 in sevi W23. Za seve 168 in W23 so predlagali razdelitev na podvrsti z
imenoma Bacillus subtilis subsp. subtilis subsp. nov. in Bacillus subtilis subsp. spizizenii
subsp. nov (Nakamura, 1999). Ta razdelitev je ze potrjena in vkljuCena v najnovejSo izdajo
Bergeyevega priro¢nika za sistemati¢no bakteriologijo (Bergey' s Manual of Systematic
Bacteriology ; Garrity in sod., 2003).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIALI
3.1.1 Vzorcenje, izvor in shranjevanje sevov

Vzorce zemlje, iz katerih smo s selektivno izolacijo skusali osamiti seve iz rodu Bacillus, smo
odvzeli na razli¢nih lokacijah po Sloveniji in v enem primeru Himalajskega pogorja (lokacije
so podane v Preglednica 2 in ozna¢ene na zemljevidih, pod 3.1.2 pa je naveden opis lokacije,
Cas, oseba, ki je vzorcila in nacin shranjevanja vzorca do prihoda v laboratorij).

Preglednica 2: Vzorci zemlje, ki smo jih obdelovali, njihove oznake, Stevilo obdelanih sevov iz enega vzorca,
datum in kraj odvzema vzorca in pricetek obdelave vzorca.

Datum
Oznaka | odvzema
vzorca | Stevilo obdelanih izolatov in oznake s tega podrocja | vzorca Kraj Obdelava
P7 P7/1-P7/16 (16) 0kt.2002 Barje 0kt.2002
P9 P9/1-P9/16 ( 16) okt.2002 Barje 0kt.2002
P7 P7A/1-P7A/8, P71B/1-P7B/8, P71C/1-P7C/8 ;(24) 0kt.2002 Barje jan.2003
P9 PO9A/1-P9A/8, P9B/1-P9B/8, P9C/1-P9C/8 ;(24) 0kt.2002 Barje jan.2003
P5 P5A/1-P5A/8, PSB/1-P5B/8, P5SC/1-P5C/8 ;(24) feb.2003 Jeprca feb.2003
P6 P6A/1-P6A/8, P6B/1-P6B/8, P6C/1-P6C/8 ;(24) feb.2003 Jeprca feb.2003
ST ST1/1-ST/81/8, ST2/1-ST2/8, ST3/1-ST3/8 ;(24) mar.2003 | Sava Tacen mar.2003
SV SV1/1-SV1/8, SV2/1-SV2/8, SV3/1-SV3/8 ;(24) mar.2003 | Nabrezje Save | mar.2003
TFP TFP1/1-TFP1/8, TFP2/1-TFP2/8, TFP3/1-TFP3/8 ;(24) | mar.2003 | Tomacevo mar.2003
TT TT1/1-TT1/8, TT2/1-TT2/8, TT3/1-TT3/8 ;(24) mar.2003 | Tomacevo mar.2003

Himalajsko

H H1/1-H1/8, H2/1-H2/8, H3/1-H3/8 ;(24) 2003 pogorje 5600 m | mar.2003
Preglednica 3: Referenc¢ni sevi rodu Bacillus
SEV GENOTIP VIR
Bacillus cereus Buh-Gantar,2003
Bacillus subtilis-168 (IS75) leu met his Darilo D.Dubnau
Bacillus subtillis-168 RO-FF-1 | wt Roberts, 1995
Bacillus subtilis BD 2611 hlm abrB::(kan) codY::ery amyE::comK-lacZ: [Spec) | Kraigher, 2001
Bacillus subtilis BD 3084 hlm amyE ::comK-lacZ (tet) Kraigher, 2001
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3.1.2. Kraji odvzema vzorcev

Kraji odvzema vzorcev (Jeprca, Sava in Tomacevo) so oznaceni na zemljevidu (Slika 1) in za
vsak vzorec navedeni v Preglednici 1.

-Kraj odvzema (Ljubljansko Barje) z oznakama P7 in P9 (poplavljeno) je vzor¢il J. Hacin
oktobra 2002.

-Kraj odvzema (Jeprca) z oznakama P5-njiva in P6-obronek gozda ob cesti od Medvod do
Kranja sta vzor¢ila M. Lesnjak in M. Zaloznik februarja 2003. Vzorci so bili do prihoda v
laboratorij hranjeni v hladnem prostoru.

-Kraj odvzema vzorcev nabrezje Save pri Tacnu; SV (Sava voda); pescena naplavina pod
drevesom blizu mostu, oddaljena 10 m od reke Save. Kraj odvzema vzorcev ST (Sava,
Tacen); vzorceno na pescenem travniku, oddaljenem 100 m od reke Save. Oba vzorca sta
odvzela M. Le$njak in M. Zaloznik marca 2003. Vzorci so bili do prihoda v laboratorij
hranjeni v hladnem prostoru.

-Kraj odvzema vzorcev TFP (Tomacevo, nogometno igris¢e v Tomacevem; oddaljeno 70 m
od reke Save (lokacije so podane v Preglednica 2 in oznacene na zemljevidu). Kraj odvzema
TT (Tomacevo, travnik); odvzeto na travniku izven naselja Tomacevo ( lokacije so podane v
Preglednici 2 in oznacene na zemljevidu). Oba vzorca sta odvzela M. Lesnjak in M. Zaloznik
marca 2003. Vzoreci so bili en dan izpostavljeni sobni temperaturi.

Vsi vzorcei so bili odvzeti s sterilnim orodjem v sterilno plasti¢no posodico iz zgornje 5-10 cm
globoke plasti zemlje.

-Vzorce z oznako H (Himalaja) je odvzel B. Stres v Himalaji na viSini 5600 m. Zemlja je
precej pescena.
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Slika 1 : Zemljevid na katerem so oznaceni kraji odvzema vzorcev (Jeprca (P5-travnik in P6-obronek gozda),
nabrezje Save pri Tacnu (SV-Sava voda in ST-Sava Tacen) in Tomacevo (TFP-Tomacevo nogometno igrisce in
TT-Tomacevo travnik)).
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3.1.3. Gojisc¢a in raztopine

3.1.3.1 Raztopine za barvanje po Gramu
1.Kristal vijoli¢no:
raztopina A:

kristal vijoli¢no 10g
etanol, 95% 100 ml
raztopina B:

amonijev oksalat 0,8 ¢g
H>O 80 ml
Za pripravo delovne raztopine zmesaj 20 ml raztopine A in 80 ml raztopine B.
2.Lugol

jod 5¢g
kalijev jodid 10g
H>O 100 ml
3.Safranin

safranin 0,5¢g
H>O 100 ml

3.1.3.2 Gojisée LB

Tripton 10g

NaCl 10g
Kvasni ekstrakt 5¢g

dH20 do 1000 ml
agar I5g

3.1.3.3 Gojis¢e TBAB
TBAB (Tryptose Blood Agar Base) 3,05 g

H>O 100 ml
Po avtoklaviranju dodamo:

MgSO4x7H20 (1M) 0,5 ml
MnCl; (0,1M) 0,025 ml

3.1.3.4 NOj3 gojisce

Pepton 5S¢
Kvasni ekstrakt 3g
KNO; lg

dH->O do 1000 ml
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3.1.3.4 Rast na 7% NacCl:

nutrient broth 8¢g

NaCl l4¢g

dH>O do 1000 ml
3.1.3.5 VP gojisce

K>H POy 0,5¢g
Pepton 0,5¢g
Glukoza 0,5¢g
dH>O do 100 ml

pH uravnaj z 7,5 s HCI1

Indikator: 5% & naftol v 96% etanolu

3.1.3.6 Metil rdece

metil rdece 0,04 g
etanol 40 ml
dH,O do 100 ml

3.1.3.7 Manitol, ksiloza, arabinoza-goji$¢e za produkcijo kisline iz oglikovih hidratov

(NH2)HPOg4 lg

CaCl, 02¢g
MgSO4 0,2¢g
Kvasni ekstrakt 02¢g

Agar I5¢g

dH20 do 1000 ml

Po avtoklaviranju dodaj 0,5% raztopino (posebej sterilizirano) ustreznega ogljikovega hidrata.

3.1.3.8 Gojisc¢e za razgradnjo Skroba

Pepton S5¢g
Mesni ekstrakt 3g
NaCl 5¢g
Skrob 20g
Agar 20g
dH>O 1000 ml
3.1.3.9 Citratni agar

Trinatrijev citrat x 2H>O lg
(NH2)HPO4 0,5¢g
MgSO4 X 7TH20 12¢g
CaClx lg
Raz. elementov v sledovih 40 ml
Agar 15¢g
raz. Fenol rdecega 0,04 %
dH>0O do 1000 ml
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3.1.3.10 10% SDS

H>O 900 ml

SDS 100 g

Segrej na 68 °C, da se laze raztopi

Uravnaj pH na 7,2 (nekaj kapljic koncetrirane HCI)
H>O do 1000 ml
10%SDS ni potrebno sterilizirati

3.1.3.11 5 x TBE pufer za gelsko elektroforezo

pH 8

Tris base 54 ¢
Borova kislina 275¢g
0,5M EDTA 20 ml

H>O do 1000 ml

Delovni TBE=0,5 x TBE
45 mM Tris borat
1 mM EDTA

3.1.3.12 Agarozni gel (0.8%)

Agaroza 0,24 ¢

Pufer (0,5 x TBE) 30 ml

Raztopi v mikrovalovni pecici (srednja mo¢ 1 min)

EtBr konc¢na koncentracija 0,1 pg/ml do 0,5pg/ml 1,5ul

Za PCR produkte uporabimo 1% gel 0,3 g agaroze (ostalo po zgornjem receptu)

3.1.3.13 Lizocim
Za 50 mg/ml dodaj
100 mg lizocima k 2 ml TEN pufra
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3.1.4 Encimi, kemikalije in aparature

3.2.4.1 Encimi, kemikalije

Preglednica 4: seznam uporabljenih kemikalij in encimov ter proizvajalci

Kemikalija ali encim Proizvajalec
agar Biolife, Difco
agaroza Sigma

alfa naftol Kemika
CaClx6H>0 Podnart
citratni agar Difco
destilirana H>O Fluka
D-glukoza Kemika
ANTP(2mM) Fermentas
etidijev bromid Bio-Rad
fenol Kemika
fruktoza Kemika
glicerol Riedel
GL-pufer Kemika
Ha0s Kemika
HaSO4 Podnart
hranljivi agar Torlak
imerzijsko olje Laphoma
jod Galenika
kloroform Podnart, Kemika
KNO:s Kemika
KOH Riedel
kristal vijoli¢no Kemika
ksiloza Difco

kvasni ekstrakt Difco
lakmus Difco
L-arabinoza Kemika

LB broth Merck

Kemikalija ali encim Proizvajalec
lizocim Fluka
manitol Kemika
Metil rdece Torlak
MgCrx6H20 Alkaloid
MnCp Kemika
NaCl Laphoma
NaOH Erba
pepton Biolife
PKE gojisce Difco
Pronaza Sigma
Proteinaza K Sigma
pufer za PCR Fermentas
ribonukleaza Rnase

ONEtm Promega
Safranin Kemika
SDS Kemika
standardna DNK "Lambda

Bstell Digest" Sigma
standardna DNK 100bp

Low Ladder Sigma
Skrob Kemika
Taq polimeraza Fermentas
TBAB gojisce Oxoid
Tripton Biolife
zaCetni oligonukleotidi za

16S rRNK Invitrogen
zaCetni oligonukleotidi za

rpoB IDT DNK

3.2.4.2 Aparature:

Centrifuga; Beckman J2-21M/E (rotor JA20) in Tehtnica Centric 150
Cikli¢ni termostat: Biometra UNO-Thermoblock™

Elektroforezna naprava; Biorad "sub cell® GT" in "mini -sub® cell GT"
Digitalni fotoaparat :Canon G 2
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3.2 METODE
3.2.1 Selektivna izolacija bakterij rodu Bacillus iz tal

Grudico, odvzeto iz talnega vzorca, smo sterilno prenesli v mikrocentrifugirko in
resuspendirali v 1 ml sterilne fizioloske raztopine. Vzorec, resuspendiran v epici, Smo
segrevali 15 min pri 80°C. Po koncanem segrevanju smo 100 pl suspenzije prenesli na TBAB
agarsko gojisce in ga razmazali s pomocjo sterilnerazmazovalne palicice, ki smo jo predtem
sterilizirali z etanolom in ozgali. Plos¢e smo inkubirali 24 h pri 37°C. Posamezne kolonije
smo s cepilno zanko precepili na sveze agarsko gojisce. Izolate za nadaljnjo taksonomsko
analizo smo izbirali glede na obliko kolonij, ki naj bi bila znacilna za seve ozkosorodne B.
subtilis (kolonije so bele do krem barve za nepravilnim robom in hrapavo povrsino; premer
take kolonije je od 2-3 mm). Precepljanje do Ciste kulture smo Se enkrat, po potrebi tudi
dvakrat ponovili. Tako oc¢isc¢ene izolate smo shranili pri 4°C za nadaljnje analize.

3.2.2 Analiza izolatov s tradicionalnimi fizioloSko-biokemi¢nimi metodami

Izolate smo analizirali podveh identifikacijskih tabelah in enem kljucu, ki so v celoti navedeni
v pregledu objav 2.3.11.

3.2.2.1 Identifikacijska tabela A za identifikacijo vrste Bacillus subtilis (Genus Bacillus,
1994)

1z te identifikacijske sheme smo mi izbrali naslednjih sedem testov:- katalazo, VP, redukcijo
NO3 do NO», anaerobno rast, Skrob, citrat in G barvanje

3.2.2.2. Identifikacijska shema B po Logan in Berkeley, (1984):

Zajema teste: hidroliza Zelatine, citrat, nitrat, L-arabinoza in manitol. Namesto na hidrolizo
Zelatine smo izolate testirali za hidrolizo Skroba. Slednji test je krajsi, saj lahko rezultate
od¢itamo ze po enem dnevu, na rezultate za hidrolizo Zelatine pa je potrebno cakati Sest
tednov. Poleg tega je tudi ve€ vrst Bacillus pozitivnih na hidrolizo zelatine kot na hidrolizo
Skroba, torej je slednji tudi bolj selektiven. Dodali smo Se test za L-arabinozo in katalazo,
nitrat pa opustili, saj je nanj pozitivnih vecina vrst Bacillus.

3.2.2.3 Klju¢ za identifikacijo sevov Bacillus subtilis ( Norris in sod;, 1981):

-katalaza, VP, anaerobna rast in Skrob. Poleg teh testov smo tiste, ki so bili VP pozitivni
testirali Se na citrat in nekatere na manitol.

3.2.3. Biokemijski testi
3.2.3.1 Barvanje po Gramu

Je diferencialno barvanje s katerim razlikujemo po Gramu pozitivne in po Gramu negativne
bakterije. Mikroskopski preparat smo fiksirali nad plamenom in nato barvali 1 minuto pri
sobni temperaturi z 10 % raztopino kristal vijoli€énega. Odvecno barvilo smo sprali pod teko¢o
vodo, nato na preparat nanesli lugol in inkubirali pri sobni temperaturi eno minuto. Preparat
smo rahlo sprali pod teko¢o vodo in razbarvali v etanolu, nato smo na preparat nanesli 0,5%
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raztopino safranina in barvali eno minuto pri sobni temperaturi. Nato smo ga spet sprali pod
tekoco vodo, posusili in ga pogledali pod mikroskopom.

Bakterije, ki so se obarvale rdece, smo dolo¢ili kot po Gramu negativne. Bakterije, ki so se
obarvale modro do temnovijoli¢no, smo dolocili kot po Gramu pozitivne (Rupnik in Zec-
Pirnat, 2000).

3.2.3.2 Katalazni test

S katalaznim testom smo ugotavljali prisotnost encima katalaze. Encim katalizira pretvorbo
dveh molekul vodikovega peroksida do vode. Na objektnik smo kanili kapljico 3 %
vodikovega peroksida. S sterilno zanko smo odvzeli kulturo s plos¢e in jo pomesali s
peroksidom. Rezultat smo opredelili kot pozitiven, ¢e smo opazili nastanek mehurckov in kot
negativen, ¢e mehurckov ni bilo. Kulture ne smemo odvzeti iz gojis¢, ki vsebujejo
evkariontske celice, npr. iz krvnega agarja. Celice vsebujejo katalazo, zaradi katere bo rezultat
lazno pozitiven. Reagent mora biti svez. (Rupnik in Zec-Pirnat, 2000).

3.2.3.3 Test z metil rde¢im

Ugotavljali smo nastanek kislih produktov pri fermentaciji glukoze. Z dodajanjem indikatorja
metil rde€e smo ugotavljali koncentracijo vodikovih ionov, ki je odvisna od tipa fermentacije.
Indikator spremeni barvo pri pH 4,4. Mikroorganizmi, ki dajo pozitivno reakcijo, producirajo
veliko koli¢ino stabilnih kislin, H2 in CO;. Pri mikroorganizmih, ki dajo negativno reakcijo,
se zacetni kisli produkti fermentacije razgradijo najprej do acetoina, zaradi Cesar se pH
gojisca dvigne.

Test smo izvedli v tekocem gojiscu (5ml), katerega sestava je bila enaka kot pri testu Voges-
Proskauer (materiali in metode 3.1.3.5). Po 2-5 dnevni inkubaciji smo v gojis¢e dodali 1 do
dve kaplji indikatorja (metil rdece (0,25% v etanolu) in opazovali spremembo barve. Rezultat
smo opredelili kot pozitiven, ¢e je barva indikatorja ostala rdeca, in kot negativen, ¢e je barva
indikatorja postala rumena. (Ce se je indikator obarval oranzno, je bilo test potrebno ponoviti
in podaljSati inkubacijo.) (Rupnik in Zec-Pirnat, 2000).

3.2.3.4 Test Voges-Proskauer

Ugotavljali smo nastajanje nevtralnih produktov (acetoina) pri fermentaciji glukoze. Acetoin
je prekurzor pri tvorbi 2,3 butandiola, ki je glavni produkt pri butandiolski fermentaciji.
Njegovo prisotnost ugotavljamo z dodatkom indikatorja po inkubaciji. V alkalnem mediju ob
prisotnosti naftola in kisika acetoin oksidira in nastane diacetil, ki reagira z duSikovimi
spojinami v gojis¢u, zaradi Cesar nastane rdecCa barva. Test smo izvajali v 5 ml epruveti v
katero smo dali 1,6 ml tekocega gojis€a. Po inkubaciji smo dodali najprej Stiri kapljice 5% &
naftola in nato dve kapljici 40% KOH. Rezultat smo opredelili kot pozitiven, ¢e se je po
dodatku reagentov v zgornjem delu gojisca razvila roznato rdeca barva. Odcitali smo po
najvec 1 uri. Rezultat smo opredelili kot negativen, ¢e spremembe barve ni bilo. Lahko se je
pojavila bakrena barva zaradi medsebojne reakcije reagentov med seboj (preve¢c KOH).
(Rupnik in Zec-pirnat, 2000).
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3.2.3.5 Citrat

Ugotavljali smo sposobnost mikroorganizma, da uporabi citrat kot edini vir ogljika. Na
posevnik z agarskim gojisS€em s citratom (materiali in metode 3.1.3.9) smo nacepili testni sev
in posevnik inkubirali na 28 °C 24 do 72 ur (toliko ¢asa, da je bila opazna sprememba barve).
Cepili smo po posevni ploskvi. Pazili smo, da pri cepljenju nismo prenasali hranil iz drugih
g0ojis¢. Veepek ni smel biti prebogat. Mikroorganizem, ki lahko uporablja citrat, bo uporabljal
amonijevo sol kot vir dusika. Pri tem se bo spros¢al amonijak, gojis¢e bo postalo alkalno in
barva indikatorja se bo spremenila. Rezultat smo odcitali kot pozitiven, ¢e se je pojavila
sprememba barve iz zelene v modro in je bila bakterijska rast vidna s prostim ocesom. Kot
negativen rezultat smo opredelili tiste kulture, ki na poSevniku niso povzrocile spremembe
barve gojis¢a in na njem niso rasle. (Rupnik in Zec-Pirnat, 2000).

3.2.3.6 Razgradnja Skroba

Ugotavljali smo sposobnost mikroorganizma, da razgrajuje Skrob. Pripravili smo plosce
osnovnega gojis¢a s Skrobom. Cepili smo v ravni liniji, obi¢ajno ve¢ kultur na eno plosco.
Plos¢e smo inkubirali 24 ur pri 28°C in jih po inkubaciji prelili z lugolovo raztopino
(materiali in metode; 3.1.3.8). Jod se bo vezal s Skrobom in ga obarval. Bistre cone okrog
kolonij so kazale na razgradnjo Skroba. Rezultat smo opredelili kot pozitiven, ¢e so se
pojavile bistre cone ob kolonijah. Rezultat smo od¢itali kot negativen, ¢e se je gojiSce ob
kolonijah obarvalo modro. Ce je gojii¢e obarvalo vijoli¢no rdeée, je bila hidroliza delna.
Potrebno je bilo podaljsati inkubacijo. Nekateri bacili delajo samo ozke cone hidrolize in je
potrebno odstraniti kulturo, da jih lahko opazimo. (Rupnik in Zec-Pirnat, 2000).

3.2.3.7 Fermentacija ogljikovih hidratov

S tem testom smo ugotavljali, katere sladkorje bakterija razgrajuje in ali se pri tem tvori samo
kislina. Kot substrat smo uporabljali naslednje ogljikove hidrate: monosaharida L-arabinozo
in ksilozo in alkohol manitol. Uporabljali smo osnovno tekoce gojis€e, ki smo mu po
avtoklaviranju dodali ogljikov hidrat do 1% kon¢ne koncentracije substrata (materiali in
metode 3.1.3.7). Pri razgradnji sladkorja nastajajo kisli produkti, spremeni se pH gojis¢a in
barva indikatorja. Osnovno gojiS¢e vsebuje peptone kot vir dusika in ti se razgrajujejo do
alkalnih produktov. Produkcijo kislin bomo ugotovili, ¢e bo kislih produktov vec kot
bazicnih. Reakcija je odvisna tudi od (a). puferske sposobnosti gojis¢a in (b). indikatorja
(bromtimol modro spremeni barvo pri pH 6, bromkrezol rdece pa pri pH 5). Rezultat smo
odcitali kot pozitiven, Ce je bila opazna sprememba barve gojis€a iz vijolicne v rumeno.
Rezultat smo odcitali kot negativen, ¢e ni bilo spremembe barve gojisc¢a. (Rupnik in Zec-
Pirnat, 2000).
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3.2.4. 1zolacija kromosomske DNK

Naravne izolate Bacillus sp. (Preglednica 2) smo nacepili v tekoce gojis¢e LB in jih inkubirali
s stresanjem preko noci pri 37°C. Zrasle kulture smo stokrat red¢ili v svezem gojis¢u LB z 1
odstotno glukozo (glukoza prepreci sporulacijo) ter jih gojili s stresanjem pri 37°C do pozne
eksponentne stopnje rasti. Dva ml kulture smo centrifugirali dvakrat po 5 minut pri 16000
obratov, odstranili supernatant in celice resuspendirali v 200 pl pufra TES. Suspenziji celic
smo dodali lizocim do kon¢ne koncentracije 4 mg/ml in 3 pl ribonukleaze "RNase ONE” ter
inkubirali 30 min pri 37°C. Nato smo dodali SDS do 1-odstotne kon¢ne koncentracije in
pronazo do kon¢ne koncentracije 0,5 mg/ml ter inkubirali pri temperaturi 37°C 2 uri. Po
dodatku 200 pl fenola smo centrifugirali 10 minut pri 16000 obratov in zgornjo fazo, ki se je
lo¢ila (pufer TES s kromosomsko DNK) prenesli v novo mikrocentrifugirko, ji dodali 200 pl
mesSanice kloroforma in izoamilnega alkohola v razmerju 24:1 in centrifugirali 10 minut pri
16000 obratov. Zgornjo fazo smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in ji dodali 2,5 volumna
hladnega etanola. Z obracanjem epice smo pospesili obarjanje DNK, centrifugirali nekaj
sekund pri 16000 obratov, odstranili supernatant in znova dodali 2,5 volumna hladnega
etanola in inkubirali 15 minut v ledeni kopeli Po susenju ob gorilniku smo DNK raztopili v
150 pl destilirane vode in jo shranili pri 4°C (Saboti¢, 2002).

3.2.5. Agarozna gelska elektroforeza

Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabljali za analizo produktov izolacije DNK in
produktov verizne reakcije s polimerazo. Za pripravo gela smo uporabili 0,8-odstotno agarozo
v pufru 0,5 x TBE (Tris-boratni pufer), kateri smo pred vlivanjem v horizontalni model dodali
etidijev bromid v kon¢ni koncentraciji 0,2 pg/ml. Elektrodni pufer je bil prav tako Tris-
boratni pufer (TBE). Pred nanosom smo vzorcem primesali nanasalni pufer (GL-gel loading)
v razmerju vzorec : nanasalni pufer = 3:1 za PCR produkte in 2:1 za preverjanje produktov
izolacije DNK. Elektroforeza je tekla pri sobni temperaturi, in sicer pri stalni napetosti 75 V,
priblizno 70 minut. Primerjava s standardno DNK ("Lambda Bstell Digest" oziroma"PCR
100 bp Low Ladder") nam je omogocala dolocanje velikosti in priblizno oceno koncentracije
DNK (Sabotic, 2002).

3.2.6 PCR (Verizna reakcija s polimerazo)

Preglednica 5: Imena in sekvence zacetnih oligonukleotidov, uporabljenih za namnozevanje genov rpoB in 16S
rRNK.

Ime zacetnega oligonukleotida | Dolzina (nt) | Sekvenca zacetnega oligonukleotida Tar¢no mesto
naleganja zac.
oligonukleotida

rpoBF 24 5' —agg tca act agt tca gta tgg acg -3'

rpoBR0O 24 5' —gtc cta cat tgg caa gat cgt atc - 3

BS1 18 5' —ccg gat gst tgt ttg aac - 3 173

BS2 20 5 —tca aac ata raa ggt ggc tt -3’ 193

BS3 19 5' —cga agg gga cgtcctatc t- 3 1013

800 bp dolgi PCR pomnozki zacetnega dela gena rpoB so bili namnozeni s parom zacetnih
oligonukleotidov 7poBF (navzdol; forward 5'—3' obrnjen) (f) in 7poBR0O (navzgor; reverse
3'—5' obrnjen) (r) (Stebe, 2003; diplomsko delo) (Preglednica 5).

810 bp (BS2 — BS3) ali 830bp (BS1 —BS3) dolgi PCR pomnozki gena za /6S rRNK so bili
namnozeni s parom zacetnih oligonukleotidov BS1, BS2 (f) in BS3 (r) (Liu in sod., 2001);
(Preglednica 5).
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3.2.6.1 Protokol A: reakcijska meSanica za pomnoZevanje gena rpoB

DNK izolirano iz sevov P7/2- P7/14 (LjubljanskoBarje)in B. subtilis 168-(IS75) (kontrola)
smo pomnozevali po protokolu:
Za reakcijske meSanice s kon¢nim volumnom 50 pl je bilo uporabljeno:

- 25 pl Ready Mix™ Taq with MgCl,, Sigma (Ze vsebuje meSanico pufra, magnezija,

dNTP in polimeraze Taq DNK).

- 1ul 10 pm rpoBF,(f)

- 1ul 10uM rpoBRO,(1)

- 1pl matriéne DNK(izolirana kromosomska DNK 13 sevov vrste Bacillus)

- 22l destilirane H2O.

3.2.6.2 Temperaturni program pomnozevanja DNK s parom zacetnih oligonukleotidov rpoBF
in 7poBRO:

Zacetna denaturacija:5 min pri 94°C

30 ciklov: 30s  pri 94°C (denaturacija)
30s pri 57°C (prileganje zacetnih oligonukleotidov)
50s pri 72°C (pomnozevanje)

podaljSevanje: 5 min pri 72°C

shranjevanje: pri 4°C

Uspesnost pomnozevanja zelenih PCR pomnoZzkov smo preverili z gelsko elektroforezo.

3.2.6.3 Protokol B: reakcijske meSanice za pomnoZevanje genov za [6S rDNK (zacetni
oligonukleotidi BS1, BS2, BS3) in gena in rpoB ( zaletna oligonukleotida rpoBF in rpoBRO).

DNK izolirano iz sevov s podrocja nabrezje Save - SV in Himalaje - H smo pomnoZevali po
naslednjem protokolu B:
Za reakcijske meSanice s konénim volumnom 20 pl smo uporabili:

9,3 ul destilirane dH20

2ul pufra za Taq polimerazo
4ul ANTP

2ul MgCl,

0,5ul 10 uM (BS1) ()

0,5ul 10 uM (BS2) (f)

Tul 10 uM (BS3) (1)

1 pl matricne DNK

Zacetne oligonukleotide rpoBF in rpoBRO smo dali v reakcijsko meSanico vsakega po 1pl.
BS1 in BS2 smo dali 0,5 pl (oba sta forward zacetna oligonukleotida).

Temperaturni program pomnozevanja je bil enak tistemu, ki smo ga uporabili Ze za
pomnoZzevanje gena rpoB (materiali in metode 3.2.6.2).
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4 REZULTATI

4.1. VZORCENIJE NA PODROCJU LJUBLJANSKEGA BARJA
4.1.1 Biokemijski testi za izolate z podro¢ja Ljubljanskega Barja

Z biokemijskimi testi izbranimi po kljucu in klasifikacijski shemi po Bergeyu (Genus
Bacillus, 1994) (pregled objav; 2.3.10.1; Identifikacijska tabela ;Pomembne znacilnosti za
razlikovanje vrst Bacillus subtilis in Bacillus cereus), smo testirali 32 sporogenih izolatov
odvzetih na dveh lokacijah Ljubljanskega Barja. Iz vsake lokacije smo na vse navedene teste
testirali 16 sporogenih izolatov (P7/1- P7/16 in P9/1-P9/16; Preglednica 6).

Preglednica 6 ; Rezultati biokemijskih testov za izolate Bacillus s podrocja Ljubljanskega Barja

§t. | katalazni redukcija rast Skrobni 7% G
seva test \4 NOs3-NO: | anaerobno test MR | citrat NaCl | barvanje
P7 (PO P7T[PO| P7T[PO[P7T | PO |P7T|PO|P7T|P7T|PO|P7[PO]|P7]|P9
1 + |+ + |+ + | + + + | + | + ] - - -+ ] + | GH|GH
2 + |+ + |+ + | + + - + | + | - - -+ ] + | GH|GH
3 + |+ + | - + | + + - + | + | - - -+ ] - | G+H|GH
4 + |+ + | - + - + - + | + | - -+ |+ |+ |G+H|GH
5 + |+ | + | - + | + - - + | + | - - - - - | G+ | G+
6 + |+ ]+ |+ + | + - - + | + | - - -+ ] + | G+H|GH
7 + |+ ]+ |+ + | + - + | + | + ] - - -+ ] - | G+H|GH
8 + |+ + | - + | + - + | + | - - - - - - | G+ | G+
9 + |+ + | - + - + + |+ [+ + | - - - | + |G+ |G+
10|+ [+ - - + - + - + | + - - - - - | G+ | G+
1] +f+]+ / + / + + + | + - - - + - | G+ G+
12| + | + | + / + + - - + | + - - - - - | G+ | G+
13|+ [+ +] 7/ + | + + + + | + | - - - + - | G+ | G+
14| + [+ + ]/ + | + + - + - - - |+ - | + | GH| Gt
5]+ + ]+ / + + + - + | + - - - - + | G+ | G+
6+ |+ + |7/ + | + - - + | + - - - + - | G+ | G+

Legenda: + ; izolat je na test dal pozitivno reakcijo, - ; izolat je na test dal negativno reakcijo,
/ ; test za izolat ni bil izveden, G+, izolat je Gram pozitiven, P7; izolati s podrocja
Ljubljanskega Barja; P9; izolati s poplavljenega podro¢ja Ljubljanskega Barja; referenc¢nih
sevov za to podrocje nismo imeli

Nobeden od testiranih izolatov ni zadovoljil vseh kriterijev za uvrstitev v vrsto B. subtilis.
Izpostavili bi test na citrat,ki je bil za vse razen dveh izolatov negativen; pozitivna pa sta bila
izolata (P9/4 in P9/14). Skupno smo vec pozitivnih izolatov dobili pri pri izolatih skupine P7,
ki so bili vsi G+, vsi so razgrajevali Skrob in bili pozitivni na katalazo. Vecina je bila tudi VP
pozitivnih. Med 16 izolati skupine P7 smo za nadaljno obdelavo z molekularnimi metodami
izbrali 12 predstavnikov, ki so skupno dali najve¢ pozitivnih biokemijskih testov (Preglednica
6; podcrtani in povdarjeni s krepkim tiskom P7 in Slika 2). Iz omenjenih izolatov (Preglednica
6; Slika 2) smo izolirali DNK in z zacetnimi oligonukleotidi 7poBF in rpoBRO specificnimi
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za rod Bacillus izvedli PCR (verizna reakcija s polimerazo) (materiali in metode 3.6; protokol
A).

Kot pozitivno referenco smo uporabili DNK laboratorijskega seva Bacillus subtilis 168-
(IS75). Vrstni red in Stevilo sevov (11), ki smo jih pomnozevali je razvidno s slike 2; sev P7/1
smo pomnozevali v prejsnji reakciji (rezultati niso prikazani). Referencni sev Bacillus subtilis
168-(1S75) je dal pozitivno reakcijo (PCR pomnozek dolg priblizno 800 bp), medtem ko se
DNK ostalih sevov ni pomnozila.

4.1.2 PCR (verizna reakcija s polimerazo) z za¢etnimi oligonukleotidi za gen rpoB

Slika 2: PCR za izolate iz Ljubljanskega Barja z zacetnimi oligonukleotidi rpoBF (f), rpoBRO (r)

13.P7/14
12.P7/13
11.P7/12
10.P7/9

9.P7/8
8.P7/7
7.P7/6
6.P7/5

5.P7/4
4.P7/3

3.P7/2

2.B. subtilis 1S75 ’

1.PCR 100 bp Low Ladder 1R

Legenda: PCR 100 bp Low Ladder: standardna DNK 100bp Low Ladder, B.subtilis 168-
(1S75); referencni sev; P7/2-P7/14; oznake izolatov, katerih sekvence za gen rpoB smo
pomnozevali.

Za standard smo nanesli 3ul standarda 100 bp Low Ladder in 1ul GL pufra; v vzorckih pa
mesanico 5 pl vzorca DNK in 1ul GL pufra.

Iz vzorca Barjanskih tal smo ponovno izolirali sporogene izolate. Z biokemijskimi testi po
kljucu in klasifikacijski shemi za doloc¢evanje vrst Bacillus (Logan in Berkeley, 1984), ki sta
ga priredila (Roberts in Cohan, 1991) (pregled objav 2.3.10.2), smo analizirali 48 sporogenih
izolatov (P7A/1-P7A/8, P7B/1-P7B/8,P7C/1-P7C/8, P9A/1-P9A/8, P9B/1-P9B/8 in PIC/1-
P9C/8). Kot pozitivno referenco smo uporabili laboratorijski sev Bacillus subtilis 168-(1S75)
in naravni izolat Bacillus subtilis-168 RO-FF-1, kot negativno referenco pa Bacillus cereus
(negativen na sladkorje). Vseh 48 izolatov je bilo pozitivnih na katalazo (podatki niso
prikazani), na citrat so dali pozitivno reakcijo le trije od 48 sevov. Te tri izolate smo testirali
Se na rast na manitolu, ksilozi in L-arabinozi. Vsi trije so dali pozitivne reakcije. Nobeden od
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treh sevov ni bil pozitiven na VP. Referen¢ni sevi so dali pricakovano reakcijo; vsi trije so bili
pozitivni na citrat, na sladkorje je bil Bacillus cereus negativen (Preglednica 7). Torej nam
tudi v drugem poskusu iz barjanskih tal ni uspelo osamiti izolatov, ki bi jih glede na izbran
identifikacijski klju¢ potencialno lahko uvrstili v vrsto Bacilus subtilis.

Preglednica 7: Biokemijski testi za izolateiz Ljubljanskega Barja (ponovno vzorcenje

TEST SLADKORJEV KSILOZA MANITOL L-ARABINOZA | VP
rast kislina rast kislina rast kislina

B.subtillis 168

ROFF1 referenca + + + + + + +
B.subtillis IS75 | referenca + - + - + - +
B.cereus referenca + - + - + - -
P7A/4 + - + - + - -
P9C/4 + + + - + + -
PIC/7 + + + + + + -

Legenda: + ; izolat je na test dal pozitivno reakcijo, - ; izolat je na test dal negativno reakcijo,
/ ; test za izolat ni bil izveden ;P7; izolati s podroc¢ja Ljubljanskega Barja; P9; izolati s
poplavljenega podro¢ja Ljubljanskega Barja; referen¢ni sevi: Bacillus subtilis 168-(1S75)
Bacillus subtilis-168 RO-FF-I(pozitivha referencna seva), Bacillus cereus (negativna
referencéni sev).

4.2.VZORCENJE NA PODROCJU JEPRCA
4.2.1 Biokemijski testi za podrocje Jeprca

Med sporogenimi izolati pridobljenimi iz vzorcev tal z Jeprce smo glede na morfologijo
izbrali 48 predstavnikov (P5A1-P5A/8, P5B/1-P5B/8, P5C/1-P5C/8, P6A/1-P6B/8, P6B/1-
P6B/8 in P6C/1-P6C/8) in jih testirali po kljuc¢u Logan in Berkeley (1984), ki sta ga priredila
Roberts in Cohan (1991). Kot referencne seve smo spet uporabili B. subtilis 168-(1S75), B.
subtilis 168 RO-FF-1 in B. cereus. Pri tem eksperimentu je vseh 48 sevov dalo pozitivno
reakcijo na katalazo; tudi referen¢ni. Na citrat je bilo pozitivnih pet sevov (P5A/8, P5B/S,
P5C/7, P6A/6, P6A/8) in referentni sev B. cereus., B. subtilis 168-(1S75) in B. subtilis 168
RO-FF-1 sta bila na citrat negativna, Ceprav bi bilo pri¢akovati pozitivno reakcijo. Na teste za
manitol, L-arabinozo in ksilozo sta bila pozitivna le P5B/7 in P5C/7; od referen¢nih sevov je
bil pozitiven le B. subtilis RO-FF-1, B. subtilis 168-(IS75) pa ni bil pozitiven, ¢eprav smo to
pricakovali. B.cereus je bil negativen, kar je bilo pricakovano. Seve, pozitivne na citrat, smo
testirali Se na VP; pozitivna sta bila PSA/8 in P6A/8 in vsi referencni sevi. (Preglednica 8).
Ker referencni sevi niso dali pricakovanih rezultatov, kakor tudi novi izolati, slednjih nismo
testirali z molekularnimi metodami.
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Preglednica 8 ;Biokemijski testi za izolate s podroc¢ja Jeprca

St.seva | Katalazni test CITRAT manitol ksiloza arabinoza VP
1 P5SA | P5B | PSC| P5A | PSB | PSC | PSA | P5B | P5SC | P5SA | P5SB | P5SC | P5SA | PSB | PSC | PSA | PSB | PSC
2 + |+ 4 - - -y
3 + |+ + - - -y ey
4 + + + - - - / / / / |/ / / / / / / /
5 + |+ + - - -y ey
6 + |+ + - - -y ey
7 + + + - - + / / + / / + / / + / / /
8 + + + + + - - + / - + - + + - -

P6A | P6B | P6C | P6A | P6B | P6C | P6A | P6B | P6C | P6A | P6B | P6C | P6A | P6B | P6C | P6A | P6B | P6C

1 + + + - - - / / / 1/ / / / / / / / /
2 + + + - - - / / / 1/ / / / / / / / /
3 + + + - - - / / / 1/ / / / / / / / /
4 + + + - - - / / /Y / / / / / / / /
5 + + + - - - / / / |/ / / / / / / / /
6 + + + + - - + / / + |/ / -/ / - |/ /
7 + |+ |+ - - -y I I/
] + + + + - - + / / + |/ / - |/ / + |/ /

B.s. IS75 | + - - - - +

B.s 168

ROFF1 + - + + + +

B.cereus | + + - - - +

Legenda: + ; izolat je na test dal pozitivno reakcijo, - ; izolat je na test dal negativno reakcijo,
/; test za izolat ni bil izveden; P5 vzorc€enje na podro¢ju Jeprca travnik, P6; vzorcenje na
podrocju Jeprca obronek gozda; referencni sevi: Bacillus subtilis 168-(1S75) Bacillus subtilis-
168 RO-FF-1(pozitivna referencna seva), Bacillus cereus (negativen referencni sev).

4.3 VZORCENJE NA PODROCJU NABREZJE SAVA PRI TACNU IN TOMACEVO
4.3.1 Biokemijski testi za izolate s podroc¢ja nabrezje Save pri Tacnu in Tomacevo

Dva vzorca tal smo odvzeli v Tomadevem (TNI- Tomacevo nogometno igris¢e in TT-
Tomacevo travnik) in dva vzorca z nabrezja Save (ST-Sava Tacen in SV- nabrezje Save). 1z
talnih vzorcev smo izolirali sporogene izolate in iz vsakega podrocja izbrali 24 izolatov glede
na morfologijo kolonij. 96 sporogenih izolatov (SV1/1-SV1/8, SV2/1-SV2/8, SV3/1-SV3/8,
ST1/1-ST1/8, ST2/1-ST2/8, ST3/1-ST3/8 in ST3/1-ST3/8, TTI1/1-TT1/8, TT2/1-
TT2/8,TT3/1-TT3/8, TNI1/1-TNI1/8, TNI2/1-TNI2/8, TNI3/1-TNI3/8), smo testirali po
kljucu in klasifikacijski shemi C (Norris in sod.,1981), po katerem mora biti sev, da ustreza
kriterijem za B. subtilis pozitiven na katalazo, VP, skrob in ne sme (ali pa zelo Sibko) rasti
anaerobno. Seve smo dodatno testirali Se na citrat in nekatere na manitol. Kot referen¢ni sev
smo uporabili Bacillus subtilis 168—RO-FF-1. Na katalazo je bilo pozitivnih vseh 96 izbranih
izolatov. V naslednjem koraku smo vseh 96 izolatov testirali na VP in dobili 8 pozitivnih
rezultatov in pozitiven referencni sev (SV1/6, SV2/3, SV2/4, SV2/5, SV2/7, SV3/4, SV3/5,
SV3/6; SV3/3) (Preglednica 9). Zato smo vseh 24 izolatov z nabrezja Save dodatno testirali

na citrat, ki smo ga uporabili kot potrditveni in ne kot izloCitveni test. Pozitivno reakcijo je
dalo 8 izolatov (SV1/3, SV1/5, SV1/6, SV2/4, SV2/5, SV3/3, SV3/5; SV2/3) in referencni sev
Bacillus subtilis 168-RO-FF-1. 9 izolatov, ki so dali pozitivno reakcijo na VP ali na citrat smo
testirali Se na anaerobno rast, razgradnjo Skroba in nekatere za razgradnjo manitola. Vsi
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izbrani izolati (Preglednica 9; krepkeje natisnjeni) so dali pozitivne reakcije, prav tako
referencni sev.

Preglednica 9 ;Biokemijski test za izolate s podroc¢ja nabrezje Save pri Tacnu in Tomacevega

VZOREC Citrat VP Anaerobna rast | Skrob manitol | katalaza
SV1/1 - - / / / /
SV1/2 - - / / / /
SV1/3 + - - + / +
SV1/4 - - - + / +
SV1/5 + - - + / +
SV1/6 + + Sibko + / +
SV1/7 - - / / / /
SV1/8 - - / / / /
SV2/1 - - / / / /
SV2/2 - - / / / /
SV2/3 ? + / + + +
SV2/4 + + - + + +
SV2/5 + + / + + +
SV2/7 - + - / / +
SV2/8 - - / / / /
SV3/1 - - / / / /
SV3/2 - - / / / /
SV3/3 + + - + + +
SV3/4 ni rasti + / / / +
SV3/5 + + - + + +
SV3/6 - - / / / +
SV3/7 - - / / / +
SV3/8 - - / / / +
ST2/1 + - -

B.subtillis 168
ROFF1. + + Sibko + + +
B.subtillis 168-(IS75) + / Sibko + / +
B.cereus. + / Sibko + / +

Legenda: + ; izolat je na test dal pozitivno reakcijo, - ; izolat je na test dal negativno reakcijo,
/ ; test za izolat ni bil izveden; SV;oznaka za izolate s podrocja nabrezje Save pri Tacnu, ST;
oznaka za izolate s podroc¢ja Save pri Tacnu, referencni sevi: B.subtillis168 RO-FF-1,
B.subtillis 168-(IS75 (pozitivna referenéna seva)), B.cereus (negativen referenéni sev) ;Sibko;
pomeni zelo slabo rast na izbranem gojis¢u. Krepkejsi tisk: izolati, ki smo jih izbrali za
nadaljno obdelavo z molekularnimi metodami .
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4.3.2 PCR (verizna reakcija s polimerazo) z za¢etnimi oligonukleotidi za 16S rRNK

Seve SV1/6, SV2/3, SV2/4, SV2/5, SV2/7, SV3/3 in SV3/5 smo preucili $e z molekularnimi
metodami, saj so bili vsi pozitivni na na zacetku dolocen klju¢ (katalaza, VP, anaerobna rast
in Skrob).

Iz izolatov izolatov smo izolirali kromosomsko DNK (materiali in metode 3.5). Z metodo
PCR in zacetnimi oligonukleotidi specifi¢nimi za B. subtilis gen za 16S rRNK (BS1, BS2,
BS3) smo preverili sorodnost sevov s referencnim sevom B. subtilis 168-(1S75).

Slika 3: PCR za izolate SV (nabrezjee Save pri Tacnu) z zacetnimi oligonukleotidi za /6S rRNK, specificnimi za
Bacillus subtilis

10.8V3/5
9.SV3/3
8.SV2/5
7.5V2/4

6.5V2/7
5.8V2/3

>
4.5V1/6 $
8

3.BD 3084
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1.PCR 100 bp Low Ladder ~ Bh4bih 4 &

Legenda: PCR 100 bp Low Ladder: standardna DNK 100bp Low Ladder, ;referenc¢na seva
BD2611, BD3084; B.subtilis 168-(1S75), materiali in metode Preglednica 2; SV; oznaka za
izolate s podrocja nabreZje Save.

Med sedmimi novimi izolati smo pozitivne rezultate dobili pri naslednjih izolatih: SV1/6,
SV2/3, SV3/3, SV3/5. Pozitivna sta bila tudi oba referen¢na seva BD2611, BD3084. Dolzina
PCR pomnozka je bila priblizno 800 bp, kar ustreza velikosti PCR pomnoZzka, ki ga dobimo
ob pomnozevanju z zaCetnimi oligonukleotidi BS1-BS3 (830 bp) in BS2-BS3 (810 BP).
Negativne rezultate smo pri tej reakciji dobili za izolate SV2/4, SV2/5, SV2/7 (Slika 3). PCR
reakcijo smo ponovili. V tem poskusu smo dobili pozitivno PCR reakcijo Se za izolat SV2/5,
medtem ko je bil SV2/4 Se vedno negativen (podatki niso prikazani). Pri ostalih izvedenih
PCR reakcijah so bili pozitivni; referencni sev B. subtilis RO-FF-1, SV2/3, SV2/7, SV1/6,
SV3/3 in SV3/5.; Negativene rezultate pa smo dobili za izolate: SV1/3, SV3/6, SV1, SV2,
SV3 (DNK, izolirana iz vseh kolonij pobranih iz plos¢, kjer smo nasli pozitivne izolate B.
subtilis).
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4.3.3. PCR (verizna reakcija s polimerazo) z zacetnimi oligonukleotidi rpoBF in rpoBRO

DNK izolirano iz sevov SV1/6, SV2/3, SV2/4, SV2/5, SV2/7, SV3/3 in SV3/5 smo testirali
tudi za prisotnost gena rpoB in to z zacetnimi oligonukleotidi specifi¢nimi za Bacillus.

Med sedmimi izolati smo vsaj enkrat dobili pozitivno reakcijo za: SV1/6, SV2/3, SV2/4,
SV2/5, SV2/7, SV3/5 in SV3/3 in oba referen¢na seva BD2611, BD3084 (Preglednica 3),
(Slika 4).Za izolat SV3/3, ki je na sliki 4 negativen smo pozitivno reakcijo dobili pri naslednji
PCR reakciji. (podatki niso prikazani).

Slika 4: PCR za vzorce SV (nabrezje Save pri Tacnu) z zacetnimi oligonukleotidi rpoBF(f) in rpoBRO(r)
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Legenda: PCR 100 bp Low Ladder: standardna DNK 100bp Low Ladder ; referenc¢na seva
BD2611, BD3084; B. subtilis 168-(IS75), materiali in metode Preglednica 3; SV; oznaka za
izolate s podrocja nabrezZje Save.

Vse pozitivne seve smo uredili v tabelo in poleg biokemijskih testov navedli Se rezultat pri
reakciji PCR in Stevilo, kolikokrat je bil sev pozitiven pri posamezni reakciji PCR. Vzorci
pozitivni na oligonukleotidna zacetnika za /6S ¥rRNK (BS1, BS2, BS3) in rpoBF in rpoBRO
SV1/6, SV2/3, SV2/4 (pozitiven le na rpoBF in rpoBRO oligonukleotidna zacetnika), SV2/5,
SV2/7,SV3/3, SV3/5.
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Preglednica 10: Zbrani rezultati pozitivnih izolatov z obmo¢ja nabrezje Save pri Tacnu (SV-Sava voda)

rpoBRO

rast rpoBF 16 S rDNK
VZOREC CITRAT | VP | anaerobno | §krob | manitol | katalaza | + - + -
SV1/6 + + Sibka + / + 2/2 3/3
SV2/3 ? + / + + + 2/2 2/2
SV2/4 + + - + + + 12 | 12 0 2/2
SV2/5 + + / + + + 1/1 1/2 1/2
SV2/7 - + / / + 2/2 2/3 1/3
SV3/3 + ? + + + 12 | 12 4/4
SV3/5 + + - + + + 12 | 12 3/3
REFERENCNI
SEVI
B.subtillis
RO-FF-1.. + + Sibka + + + 12 | 12
B.subtillis 168
-(1875) + Sibka + / +
B.cereus + Sibka + / + / / / /

Legenda: + ; izolat je na test dal pozitivno reakcijo, - ; izolat je na test dal negativno reakcijo,
/ ; test za izolat ni bil izveden; prazno okence; pomeni, da za test nismo dobili negativnega
rezultata pri PCR reakciji, SV;oznaka za izolate s podroc¢ja nabrezje Save pri Tacnu, ST;
oznaka za izolate s podro¢ja Save pri Tacnu,referencni sevi: B.subtillis RO-FF-1, B.subtillis
168-(1S75), B.cereus. ?7; nejasni rezultati testa

Slika 5: Morfoloski izgled izbranih izolatov gojenih na TBAB gojiscu

Legenda: SV1/6, SV2/3, SV2/4, SV2/5, SV2/7, SV3/3, SV3/5; oznake pripadajo pozitivnim
izolatom ( vsaj enkrat pozitiven rezultat pri PCR reakciji) ob katerih so napisane.
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4.4 VZORCENIJE S PODROCJA HIMALAJSKEGA POGORIJA (5600 m).
4.4.1 Biokemijski testi za izolate s podro¢ja Himalajskega pogorja (5600 m)

Iz vzorcev pescenih tal s Himalajskega pogorja (5600 m), ki nam jih je dal na razpolago Blaz
Stres, smo osamili 17 sporogenih predstavnikov (po morfologiji in taksonomskih testih enaki,
zato so v preglednici navedeni skupaj) in jih identificirali po enakem protokolu (C; Norris in
sod., 1981), kot izolate vzorcenja nabrezje Save pri Tacnu in Tomacevo. Izolati so dali
pozitivne rezultate na vse izvajane teste (Preglednica 11), razen na test za VP. Kljub temu
smo sev H1/2-1 preverili Se z zacetnimi oligonukleotidi za gen /6S *RNK in dobili negativne

reultate (niso prikazani).

Preglednica 11: Biokemijski testi za izolate s podroc¢ja Himalajskega pogorja

VZOREC Citrat VP Anaerobna rast Skrob manitol katalaza
B.subtillis 168- RO-
FF-1. + + Sibko + + +
B.subtillis 168 (IS75) + / Sibko + / +
B.cereus. + / Sibko + / +
H1/2..1-8 + - Sibko + / +
H1/2.9-15 + - Sibko + / +
H3/1 + - Sibko + / +

Legenda: + ; izolat je na test dal pozitivno reakcijo, - ; izolat je na test dal negativno reakcijo,
/ ; test za izolat ni bil izveden, H; oznaka za izolate s Himalajskega pogorja; referen¢ni sevi:

B.subtillis 168 RO-FF-1, B.subtillis 168-(1S75), B.cereus
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Rod Bacillus sestavljajo fenotipsko precej razli¢ne pali¢aste Gram pozitivne bakterije, ki so
aerobne in gibljive s peritrihimi flageli. Clani rodu so sposobni produkcije endospor, ki so
zelo odporne na neugodne pogoje okolja (Claus in Berkeley,1986). Rod vkljucuje organizme
s Sirokim razponom prehranskih zahtev, fizioloske in metabolne razli¢nosti in DNK bazne
sestave.

Tipska vrsta rodu Bacillus, B. subtilis zajema aerobne paliaste bakterije, ki tvorijo
endospore. Ponavadi jih najdemo v tleh, vodnih virih ali v povezavi z rastlinami (Claus in
Berkeley, 1986).

V pricujocem delu smo zeleli osamiti in identificirati seve B. subtilis iz talnih agregatov.
Odvzeli smo vzorce na razli¢nih Stirih razli¢nih podro¢jih Slovenije, analizirali pa smo tudi
vzorec s Himalajskega pogorja.

Osamitve in identifikacije sevov rodu Bacillus smo se lotili tako, da smo izolate najprej
osamili z uniCenjem vegetativnih celic z inkubacijo vzorcev na 80 °C priblizno 10 minut.
Spore so vskalile v kolonije in zrasle aerobno na ustreznem gojis€u. S tem postopkom smo
dobili le aerobne sporogene bacile, med katerimi smo potem izolate za nadaljnjo taksonomsko
analizo izbirali glede na obliko kolonij, ki naj bi bila znacilna za seve sorodne B. subtilis
(kolonije so bele do krem barve za nepravilnim robom in hrapavo povrsino; premer take
kolonije je od 2-3 mm).

Izolate smo nato analizirali z mikrobioloSkimi, fizioloSkimi in biokemi¢nimi testi. Sporogene
izolate smo pridobili iz talnih vzorcev Stirih geografsko locenih podrocij Slovenije
(Ljubljansko Barje, Jeprca, nabrezje Save blizu Tacna in Tomacevo). Sporogene seve smo
osamili tudi iz vzorcev Himalajskega pogorja (5600 m viSine), ki nam jih je dal na razpolago
Blaz Stres. Pri nadaljnji taksonomski analizi smo uporabili 3 razli¢ne kljuce in klasifikacijske
sheme

Sporogene izolate iz tal Ljubljanskega Barja smo identificirali po identifikacijski tabeli A (32
izolatov) in po identifikacijski shemi B (48 izolatov), vendar izolatov, ki bi jih lahko
zanesljivo uvrstili v vrsto B. subtilis nismo naSli med njimi. Izolate osamljene iz talnega
vzorca pridobljenega na Jeprci smo analizirali po identifikacijski shemi B. Nobeden od
izbranih sporogenih izolatov ni ustrezal kriteriju B za vrsto B. subtilis. Vendar tudi referencni
sevi niso dali vedno pricakovanih rezultatov. Izolate pridobljene iz talnih vzorcev
Tomacevega (2 vzorcenji po 24 izolatov) in nabrezja Save pri Tacnu (2 vzorCenji po 24
izolatov) in izolate iz tal Himalajskega pogorja smo analizirali po kljucu C. Izolate, ki jih na
osnovi morfoloskih, fiziolosko-biokemijskih in molekularno-bioloskih testov lahko uvrstimo
v vrsto B. subtilis, smo dobili le v vzorcu nabrezje Save pri Tacnu, in sicer sedem. Kaksni so
lahko razlogi, da v ostalih vzorcih nismo odkrili izolatov, ki bi jih lahko uvrstili v vrsto B.
subtilis?

Najbolj ociten je seveda, da B. subtilisa v vzorcih ni bilo. Vendar ne moremo trditi, da na
omenjenih obmocjih vzorcenj predstavnikov te vrste ni, saj smo odvzeli le po dva vzorca tal z
izbranega podrocja.
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Drugi mozen razlog je, da smo testirali premajhno Stevilo sporogenih izolatov (32 sevov,
Ljubljansko Barje prvo vzorcenje; Ljubljansko Barje drugo vzorcenje 48, Jeprca 48 in zadnje
vzoréenje 96, vzorec smo vzeli na Stirih razli¢nih koncih, na vsakem kraju 24 vzorcev ).
Razlog, ki govori v prid nasi trditvi je, da ne poznamo deleza B. subtilis glede na ostale
sporogene predstavnike rodu Bacillus. Z vkljucitvijo vec¢jega Stevila sporogenih izolatov v
nadaljevanju, bi povecali moznost osamitve izolatov, ki bi jih lahko uvrscali v vrsto B.
subtilis, kljub morebitno nizji zastopanosti v primerjavi z ostalimi sporogenimi predstavniki
rodu Bacillus. To trditev podpirajo tudi navedbe v literaturi, da je B. subtilis ubikvitarna
bakterija (Claus in Berkeley, 1986) in bi jo morali osamiti iz skoraj vsakega okolja, ¢eprav v
manjSem Stevilu

Tretja moznost je vpliv kvalitete in strukture tal. V podporo tej hipotezi je dejstvo, da so tla na
vseh podrocjih vzorcenj razen nabrezja Save relativno bogata z organskimi materialom, saj je
bila to zemlja namenjena pridelavi (Ljubljansko Barje in Jeprca) ali pa je bilo podrocje
preraslo s travo (Tomacevo). Podrocje vzorenja z Ljubljanskegs Barja P9 je bilo tudi
poplavljeno. Vzorec, kjer smo nasli pozitivne izolate, je bil precej suha pes¢ena naplavina na
bregu reke Save, ki ni bila prerascena z rastlinjem. Verjetno je B. subtilis v suhih tleh, ki so
aerobna in revna s hranili prisoten v vec¢jem Stevilu in se ga lahko laZje osami iz tal, ki so s
hranili bogatejSa. Vecino dosedaj opisanih sevov B. subtilis so nasli v pus¢avskem okolju
(Cohan, 1999), kar bi lahko nakazovalo, da B. subtilis bolj uspeSno raste v bolj suhih, celo
pescenih tleh oziroma v okoljih, ki so bolj revna s hranili (morje) (Ivanova in sod., 1999).

Cetrti moZen razlog bi lahko bil, da nismo uporabili ustrezenega klju¢a za identifikacijo.
Klju¢ C (Norris in sod., 1981) po katerem mora biti sev pozitiven na katalazo, VP, §krob in ne
raste ali pa raste le slabo anaerobno se je izkazal kot najbolj selektiven in zanesljiv, saj smo
po njem tudi dobili pozitivne rezultate. Slabost identifikacijske tabele A (Genus Bacillus,
1994) je, da nam ne pove kateri testi lo¢ijo B. subtilis od ostalih sporogenih predstavnikov
rodu Bacillus. Klju¢ B (Logan in Berkeley, 1984) pa vsebuje test za citrat kot glavni
selekcijski test. Po navedbah iz literature so test za citrat izlo€ili iz klasifikacijske sheme
(Norris in sod., 1981), saj je slednji povzrocil neujemanja tudi pri drugih raziskovalnih
skupinah. Izbira pravega klju¢a je seveda povezana tudi znapredkom pri izolaciji in
taksonomiji rodu Bacillus (glej pregled objav) in problematiko nekaterih kljucev, ki so bili do
nedavnega osnova za identifikacijo, zdaj pa stopajo bolj v ozadje, oziroma so le preveritveni
korak.

Peti moZen razlog za majhno Stevilo izoliranih predstavnikov vrste B. subtilis v 5 od 6 talnih
vzorcev je, da so druge sporogene vrste v talnih vzorcih hitreje rasle na plos¢ah kot izolati
vrste B. subtilis. Na primer sevi B. mycoides, ki imajo znacCilno spiralasto in pahljacasto
razrast, so prekrili skoraj celotno povrSino plos¢. Vecina ostalih kolonij je bila tako prekrita s
temi bakterijami, saj so bile vse plosce, iz katerih smo delali izolacijo, precej gosto prerascene
(po oceni okrog 500 kolonij ) in je bilo tezko izbrati morfolosko ustrezne kolonije. Tej tezi v
prid govori tudi majhno Stevilo kolonij na plosc¢ah vzorca Sava voda (SV1-56 kolonij, SV2-
135 kolonij, SV3-78 kolonij). Pri drugih plosc¢ah (razen Sava Tacen, kjer je bilo Stevilo
kolonij v enakem obmocju kot pri vzorcu Sava voda) je Stevilka kolonij na ploscah variirala
od 300-500. Na osnovi teh Stevilk bi lahko sklepali, da smo lahko zgresili predstavnike B.
subtilis tudi zaradi velikega Stevila ostalih sporogenih vrst rodu Bacillus. Pri teh vzorcih bi
bilo po selekcijski obdelavi na 80° C potrebno red¢enje pred nanosom na plos¢o s hranilnim
agarjem.
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Sesti mozZen razlog, da predstavnikov vrste B. subtilis iz navedenih podrogij vzoréenj nismo
uspeli osamiti je, da je bil del populacije B. subtilis v obliki vegetativnih celic in smo jih s
toplotno obdelavo vzorca pobili. To hipotezo podpirajo ugotovitve Wattiau in sod.,( 2001), ki
so pokazali, da se delez predstavnikov vrste B. subtilis po toplotni obdelavi vzorca zniza.

Da bi preverili, ali katera od kolonij na izhodnih ploscah s sporogenimi kolonijami morda
vsebuje bakterije vrste B. subtilis in smo jo zaradi premajhnega Stevila pregledanih izolatov
spregledali, smo iz treh plos¢ (SV1, SV2, SV3) postrgali vse kolonije, izolirali DNK in z
zacetnimi oligonukleotidi za 76S rRNK izvedli PCR. Pozitivnih rezultatov nismo dobili,
Ceprav so bile med njimi plosce, kjer smo prej nasli pozitivne izolate. Podobno izkusnjo
opisuje Wattiau in sod.,(2001) ki so uporabili test za 16S rRNK, ki dovoljuje hitro in semi-
specifi¢no detekcijo bakterij iz skupine B. subtilis v okoljskih vzorcih. V nasprotju z visoko
obcutljivostjo, ko gre za posamezne kolonije, se je direktno odkrivanje bakterijskih celic iz
vrst Bacillus iz mikrobne zdruzbe izkazalo za manj ucinkovito, saj je zahtevalo precej$nje
koli¢ine vzorca. To je verjetno razlog, zakaj nismo zaznali B. subtilis na vzorcu iz celotne
plosce (Ceprav je tam bil), saj je bilo Stevilo tarénih molekul za PCR prenizko. Podatek, ki ga
navaja Wattiau in sod. (2001) je, da je spodnja meja detekcije 10 (1 kolonija/10° kolonij).

Za koncno taksonomsko uvrstitev je pogosto potrebno izolate preveriti Se z molekularnimi
metodami. Zato smo poleg zacetnih oligonukleotidov, specifi¢nih za gen /6S rDNK uporabili
zacetne oligonukleotide za rpoB gen iz bakterijske skupine B. subtilis. Gen rpoB, ki kodira
ohranjeno B podenoto bakterijske RNK polimeraze, se je izkazal kot primeren tar¢ni gen za
identifikacijo in klasifikacijo bakterij iz rodov Enterobacteriaceae, Spirochaeta, Bartonella,
Rickettsia, Staphylococus, Mycobactericeae in Bacillus. Variabilnost sekvenc je lahko do 30
%, gen je v genomu v eni kopiji, heterogenosti in pojava heterodupleksov pri namnozevanju
ni, njegove mutante pa kodirajo odpornost na rifampin, zaradi ¢esar je tudi fenotipski marker
(Mollet in sod., 1997; Dahll6f in sod., 2000).

V okviru te diplomske naloge smo izolate SV, ki smo jih na osnovi klasi¢nih taksonomskih
metod uvrstili v vrsto B. subtilis testirali Se z molekularnimi metodami. Izvedli smo reakcijo
PCR z zaetnimi oligonukleotidi za gen /6S ¥RNK in gen rpoB. Od sedmih izolatov se je pri
Sestih vsaj v enem od dveh poskusov pomnozil gen za /6S rRNK. Gen za rpoB pa smo uspeli
vsaj enkrat pomnoziti pri vseh sedmih izolatih. Teh sedem izolatov smo opredelili kot zelo
verjetno pripadnike vrste B. subtilis. Za natan¢nejSo filogenetsko uvrstitev je gene /6S rRNK
in rpoB potrebno Se sekvencirati (Jeroncic, dipl. delo v pripravi).

5.1 SKLEPI

Na podlagi podanih rezultatov lahko ugotovimo:

- Iz talnih vzorcev iz Stirih podroc€ij Slovenije in s Himalajskega pogorja (5600 m) smo
uspesno osamili aecrobne sporogene heterotrofne bakterije.

-Izolate, ki jih lahko uvrs¢amo v vrsto B. subtilis smo nasli le v vzorcu tal nabrezja Save pri
Tacnu, medtem ko jih v ostalih vzorcih nismo nasli.

-Med vzroki za ta rezultat so lahko: premajhno Stevilo odvzetih vzorcev, vpliv same strukture
tal, izbira nepravega taksonomskega kljuca in prerast izolatov vrste B. subtilis s strani ostalih
sporogenih predstavnikov rodu Bacillus.

-Nasi rezultati podpirajo hipotezo, da je bakterija vrste B. subtilis bolj pogosta v s hranili
revnejsih pescenih tleh.

-Priporo¢amo, da se test za citrat ne uporabi kot izklju€itveni test pri identifikaciji bakterij
v vrsto B. subtilis, temvec¢ kot eden preveritvenih testov.
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6 POVZETEK

Rod Bacillus je sestavljen iz dokaj razli¢nih pali¢astih Gram pozitivnih bakterij, ki so aecrobne
in gibljive s peritrihimi flageli. Clani rodu so sposobni produkcije endospor, ki so zelo
odporne na neugodne okoljske dejavnike (Claus in Berkeley, 1986). Rod sestavljajo
fenotipsko heterogeni organizmi s Sirokim razponom prehranskih zahtev, fizioloske in
metabolne razli¢nosti in DNK bazne sestave.

Tipska vrsta rodu Bacillus je B. subtilis, ki zajema aerobne palicaste bakterije, ki tvorijo
endospore. Ponavadi jih najdemo v tleh, vodnih virih ali v povezavi z rastlinami (Claus in
Berkeley, 1986).

Nase delo je bilo osamiti in identificirati seve Bacillus subtilis iz talnih agregatov. Odvzeli
smo vzorce na S§tirih razli€nih podrocjih Slovenije, analizirali pa smo tudi vzorce tal s
Himalajskega pogorja.

Osamitve in identifikacije sevov rodu Bacillus smo se lotili tako, da smo izolate najprej
osamili z uniCenjem vegetativnih celic z inkubacijo vzorcev na 80 °C priblizno 10 minut.
Spore so vskalile in zrasle v kolonije, aerobno na ustreznem gojiscu. S tem postopkom smo
dobili le aerobne sporogene bacile, med katerimi smo potem izolate za nadaljnjo taksonomsko
analizo izbirali glede na obliko kolonij, ki naj bi bila znacilna za seve sorodne B. subtilis
(kolonije so bele do krem barve za nepravilnim robom in hrapavo povrsino; premer take
kolonije je od 2-3 mm).

Pri izbiri zanesljivih in selektivnih biokemijskih testov, pa smo naleteli na nekaj omejitev.
Tradicionalne metode za identifikacijo rodu Bacillus so u¢inkovite, ¢e se jih pravilno izvede,
vendar so dolgotrajne, tudi ponovljivost nekaterih testov je pogosto slaba (Berkeley in sod.,
1984). Pri izbiri pravega taksonomskega kljuca smo se najprej naslonili na Bergeyev priro¢nik
za dolocevalno bakteriologijo (Bergey' s Manual of Determinative Bacteriology Genus
Bacillus, 1994, stran 1122; Preglednica 13.4

Preizkusili smo $e klju¢, ki sta ga navedla Logan in Berkeley (1984), posodobila pa Roberts in
Cohan (1991). Kasneje smo iz taksonomskega kljuca izloc€ili test za citrat, saj smo dobili
precej variabilne rezultate tudi pri referen¢nih sevih, pri vecini izolatov pa v glavnem
negativne. Kot navaja tudi Norris in sod. (1981) je ta test pokazal neujemanja tudi v rokah
drugih raziskovalnih skupin. Kot najbolj zanesljiv in uporaben taksonomski klju¢, po katerem
smo tudi dobili pozitivne rezultate, se je izkazal kljuc, ki ga je predlagal Norris s sod. (1981)
po katerem mora biti sev pozitiven na naslednje Stiri biokemijske teste: katalaza, Voges-
Proskauer, rast anaerobno in Skrob, da ga lahko uvrS¢amo v vrsto B. subtilis. Sedem sevov, ki
so bili na te biokemijske teste pozitivni smo potem preverili Se z molekularnimi metodami.

Najprej smo pomnozevali 810 oziroma 830 bp dolg fragment z zacetnimi oligonukleotidi za
16S rRNK za Bacillus subtilis (BS1, BS2, BS3). Sest od sedmih izolatov je bilo pri PCR
reakciji na zacetna oligonukleotida za /6S rRNK pozitivnih.

Identifikacija in klasifikacija sevov vrste Bacillus subtilis in njej sorodnih vrst je precej
zahtevna, saj jih med seboj ne moremo lociti na osnovi klasi¢nih fenotipskih testov. Poleg
tega so sekvence njihovih genov za 16S rRNK skoraj identi¢ne (99,1- 99,6 % ) (Nakamura in
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sod., 1999; Chun in Bae, 2000). Tezave, ki so lastne /6S rRNK lahko reS§imo z uporabo
takSnih markerjev za diferenciacijo vrst, ki so v genomu v eni kopiji, ohranjeni, ubikvitarni in
delujejo kot evolucijska ura. Tem zahtevam ustrezajo gospodinjski geni; v naSem primeru
smo izbrali gen za rpoB. So nujni za obstoj celice in zato vedno prisotni. So bolj variabilni od
gena za /6S rRNK Se vedno pa ohranjeni (Dahll6f in sod., 2000; Chun in Bae, 2000).

Zaradi zgoraj omenjenih razlogov smo dobljenih sedem sevov preverili Se z zacetnimi
oligonukleotidi rpoBF in rpoBRO. Vsi sevi so bili pri reakciji z zacetnimi oligonukleotidi
pozitivni.

Za dokon¢no potrditev ali izolirani sevi v resnici sodijo v vrsto Bacillus subtilis je
najverjetneje smiselno sekvenciranje dobljenih pomnozenih pomnozkov gena za rpoB in gena
za 16S rRNK. To je izvedla Jeronci¢ (2004; diplomsko delo; v pripravi) in dobila pozitivne
rezultate za pet od sedmih sevov.
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