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Abstract

Lichens have generally been studied for some time, but the bacterial
communities associated with them are a relatively new subject. Recent studies
show that lichens host diverse bacterial populations from several different
phyla and reveal that these bacteria might play an important role in lichen
symbiosis by producing secondary metabolites and other bioactive compounds.
Lichens form a complex symbiotic relationship between fungi and algae,
constitute a variety of organisms and are known for diverse abilities, along
with unique adaptions against extreme environmental conditions in their
habitats. In this research, two non-phototrophic bacterial strains,
KAO0807(CvSm7) and AR0424, that were previously isolated from the crustose
lichen Caloplaca verruculifera, were analysed, identified and characterised
using biochemical and molecular methods (e.g. 16S rDNA sequencing). The
strains are believed to be heterotrophs and symbiotic with the lichen. The main
results indicate that their optimal growing conditions range from 15-35 degrees
Celsius and are therefore classified as mesophilic. Other results showed that the
bacterial strains proved to be extremely halotolerant and moderately halophilic,
being able to grow with salinity at 15% and were identified as most likely of
the genus Agrococcus and Sphingobium.

Keywords: crustose lichen, 16S rDNA sequencing, halotolerance, lichen

associated bacteria, non-phototrophic.
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Utdrattur

Fléttur hafa verid rannsakadar i p6 nokkurn tima, en rannsoknir &
sambylisbakterium peirra eru ennpa tiltdlulega nylegar. Fléttur mynda flokid
og margbrotid samspil milli sveppa, pérunga og drvera sem prifast i peim.
Miklar rannsoknir standa yfir til pess ad auka skilning & virkni bakteria innan
fléttna og hlutverki bakterianna i samlifinu, sem er talid mikilvaegt ad mérgu
leyti. | pessu verkefni voru tveir 6frumbjarga og lofthadir bakteriustofnar,
KA0807(CvSm7) og AR0424, sem &dur voru einangradir ur hradurfléttunni
strandmerlu (Caloplaca verruculifera), i Eyjafirdi, kennigreindir, medal annars
med sameindaliffreedilegum adferdum. Stofnarnir voru i upphafi taldir tilheyra
flokkunum Actinobacteria og Alphaproteobacteria. Markmidid var ad greina
b4, til pess ad fa ar pvi skorid hvort um adur 6pekktar tegundir veeri ad reeda og
til ad varpa frekar 1josi & drverufloru i strandmerlu. Nidurstodur gefa til kynna
ad stofnarnir séu midlungshitakeaerir (mesophilic), vaxi best vid hitastig & bilinu
23-35°C, o0g séu mjog saltpolnir, jafnvel saltkeerir, par sem stofnarnir gatu
vaxio i seti med 15% saltstyrk. Nidurstddur ar greiningu & radgreindum 16S
rDNA r6dum syndu ad stofnarnir eru af attkvislunum Agrococcus og

Sphingobium.

Lykilord: Hradurflétta, saltpol, kennigreining, 16S rDNA, lofthadir,

ofrumbjarga
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1.

Inngangur

1.1. Bakgrunnur og tilgangur

Segja ma, ad petta verkefni sé nokkurs konar hluti, eda framhald af 68rum
verkefnum vid Haskolann & Akureyri, sem hafa gengid Ut & ad greina
sambylisbakteriur fléttutegunda. PO nokkud af bakteriustofnum hafa verid
einangradir ur fléttum i Eyjafirdi og tegundagreindir i 6drum verkefnum vid
Héaskolann & Akureyri. Bakteriustofnar notadir vid petta verkefni hfdu verid
einangradir ur hradurfléttunni strandmerlu vid Silastadatanga, rétt nordan

Akureyrar.

Stofn AR0424 var talinn vera af flokknum Alphaproteobacteria en
KAO0807(CvSm?7) af geislagerla-flokki, eda Actinobacteria.

Tilgangur verkefnisins var, ad rannsaka og greina stofnana ar fléttunni, til ad
stadfesta hvort um pekktar bakteriutegundir er um ad reeda og hvort peer
tegundir séu af peim fylkingum sem adur hafa greinst i strandmerlu. Var pad
medal annars gert med sameindaliffreedilegum adferdum, med einangrun a
DNA-rodum bakteriustofnanna ar reektum, paer afurdir magnadar upp,
hreinsadar, radgreindar og tegundagreindar Ut fra genaréoum. Framkvamdar
voru ymsar profanir & stofnunum med hugsanlega eiginleika ao leidarljosi, svo
sem nidurbrotsprofanir & ymsum atum og énnur svipgerdarprof. Rannsakadar
voru medal annars kjorvaxtaradsteedur med tilliti til hitastigs og seltu, og

framkvaemd gram-litun.

1.2. Almennt um fléttur

Fléttur eru i raun samlifi sveppa og pérunga, sambylisverur sem samanstanda i
flestum tilfellum af 6frumbjarga sveppum og ljostillifandi pérungum, par sem
sveppirnir eru yfirleitt radandi adilinn. Fléttur stunda ljostillifun til ad afla sér
neeringar og er pvi ad finna ner eingéngu & ljésrikum stédum og hafa paer
gjarnan tekid yfir klappir og adra hardbyla stadi. beir pérungar sem eru
ljostillifandi hlutinn, eru greenpérungar (Chlorophyta), eda blapérungar

(Cyanophyta), en geta verid jafnvel verid hvort tveggja, og pvi flokkast sem
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tvibylis- eda pribylisverur. [ flestum fléttum er sveppurinn er af tegund
asksveppa, eda i yfir 90% tilfella, sjaldnar er tegundin kdlfsveppur. Fléttur lifa
oftar en ekki vid oblidar adsteedur og purfa ad geta polad miklar sveiflur i raka
og hitastigi. Samlifid getur verid af margvislegum toga, til deemis ef énnur
sveppategund vex og prifst i fléttunni og getur jafnvel verid innreen, sem sagt
vex inn & vid i vefjum fléttunnar. Su sveppategund getur verid allt énnur en
radandi sveppaadilinn i fléttunni sjalfri. EAli samlifsins getur verid
umdeilanlegt. Oft er fléttum lyst sem t.d. samhjalp (mutualism), par sem allir
adilar greeda a samlifinu, en yfirleitt er pad ekki svo einfalt. Svo virdist sem
sveppahlutinn (mycobont), sé s& hluti sem graedir i flestum tilfellum mest &
samlifinu (Nash I11, 2008). Innraenu sveppirnir lifa oftast snikjulifi i pali fléttna.
Peir geta birst sem stadbundnar sykingar og verid i hamarki a sveedum par sem
vatn eda veeta er i miklu magni, sem sagt ndg af neringu til stadar, en peir
neerast a samlifinu, en talid er ad pessir sveppir geti haft pé nokkur hrif &
vistfreedi fléttna (U’Ren et al., 2012).

Samlifid i flettum pykir pad naid, ad hlutar peirra eru oft taldir sem ein
eining og hafa verio flokkadir pannig. Ljéstillifunarhluti fléttunnar sér
sveppnum m.a. fyrir lifrenum neringarefnum. Sveppurinn sér hins vegar um
hluti, eins og ad gleypa i sig raka Ur nanasta umhverfi, sem getur hjalpad til vid
kolefnisnam, ad Utvega eda framleida Olifraen efni fyrir samlifid, t.d. fosfat, en
einnig sykur alk6hol og mannitol (Staley, Gunsalus, Lory og Perry, 2007, bls.
788-789).

Fléttur hafa einnig annars stigs afurdir (secondary products), sem eru
eins konar vorn gegn jurtasetum og 6drum ovinum. beer afurdir eru notadar i
lyfjaidnadi sem bacteriu- og veiruhemjandi efni. Fléttur hafa einnig verid
notadar sem natturuleg litarefni, sem og uppspretta efna i ilmvétnum (Nash 111,
2008).

Likami flétta nefnist pal, en pad hysir medal annars ljéstillifandi hluta
fléttunnar, pérungana. bad samanstendur af berkju (yfirbordslagi palsins) og
merg (sveppapreedir). Palid getur umlukid pérungana og virkar pa svipad eins
og grenukorn. Sveppahluti fléttunnar framleidir i raun palid. Pad er ymist
einsleitt eda lagskipt. I einsleitu pali eru pérungarnir dreifdir jafnt um pad, en i
lagskiptu eru peir i sérstoku lagi, eda holfi, sem er naer yfirbordinu og merglag
pa fyrir nedan (Hallgrimsson, 2010, bls. 521). Fléttur eru sidan groft flokkadar

2
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eftir gerd l6gunar i hradurfléttur, runnfléttur og bladfléttur
(Nattarufraeedistofnun islands, e.d.). Sa flokkun fer einnig eftir vaxtarformi, eda
hvernig flétturnar loda vid yfirbordid sem peer vaxa &. Hradurfléttur loda t.d.
fast vid undirlag sem peer vaxa & og ekki er haegt ad fjarleegja paer an pess ad
eydileggja. Paer geta vaxid undir yfirbordinu og jafnvel inni i steinum.
Bladfléttur eru blad- eda lauflaga og loda laust vid sitt yfirbord. BI6dum peirra
ma skipta i efri- og nedri hluta, peer eru likari plontum og vaxa meira samhlida
yfir undirlagid. Runnfléttur eru harlaga eda greindttar, hafa prividdar byggingu
par sem armar krossast, paer geta vaxid upp a vid, eda hangid. ber standa
nokkud upp Ur sinu undirlagi (Nash 111, 2008).

Fléttur geta verid nyir landnemar & svaedum par sem adrar lifverur geta
att erfitt uppdrattar og verid uppistada i vistkerfi peirra, en svo hopad pegar
fleiri lifverur nd ad nema landsveaedid (Nash 111, 2008). Vegna pessara
eiginleika og sokum haegs vaxtarhrada, er alyktad ad pessi akvedna gerd
samlifis sé ekki af nyjum toga, heldur geti verid fra fornu fari og hafi jafnvel
skipt skdpum i proun lifs & jordinni (Bates et al., 2011).

Fléttur eru almennt vidkvaemar fyrir hvers kyns mengun i
andramsloftinu og hafa verid notadar sem vidmid i ranns6knum til ad fylgjast
med hvort loftmengun sé til stadar, eda ekki (Nash 111, 2008). beer pola illa efni
a bord vid pungmalma og brennisteinsdioxid. Flétturnar virdast taka
mengunina upp, sem getur reynst skadlegt fyrir pérungana i fléttunni, sem
veldur pvi ad han deyr (Staley et al., 2007, bls. 788-789).

1.3. Um Samlifisbakteriur i fléettum

Eins og fram hefur komid, getur samlifi i fléttu, milli sveppa og pérunga verid
flokid og margbrotid. Fléttur innihalda ennfremur fjélbreytta floru af
bakterium, sem tilheyra nokkrum mismunandi fylkingum. bessar bakteriur eru
taldar drjafanlegur hluti samlifisins, en geta p6 sumar lika verid
teekifaerissinnar, sem koma pa fra narliggjandi umhverfi og prifast pa innan
pess t.d. hja fléttum i jardvegi. Bakteriur sem fyrirfinnast badi & ytra yfirbordi

fléttna, sem og pvi innra, eru allar taldar geta gegnt mikilveegu hlutverki i pvi
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ad afla naringar fyrir adilana i samlifinu, svo sem fosfors og aminosyra. Mikill
ahugi er hja rannsakendum & ljostillifandi bakterium, en einnig & getu
akvedinna samlifisbakteria fléttna til ad binda kéfnunarefni. Rannsoknir &
pessu svidi hafa ad mestu verid & pali fléttna sem hysa meginhluta af lifverum
fléttunnar. bvi binda menn vonir til pess ad geta greint par hugsanlega nyjar
tegundir. R&dandi 6rveruflora innan fléttna er adallega af flokknum
Alphaprdétedgerlar (Alphaproteobacteria), en einnig Gammaproteobacteria,
fylkingunum Actinobacteria og Firmicutes. Adrar fylkingar og flokkar sem
hafa greinst eru: Acidobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes, Delta- og
Betaproteobacteria, Verrucomicrobia og fleiri. Einnig er talid ad fléttur geti
hyst margar mismunandi tegundir af bakterium og ad peer purfi ekki ad
einskordast vid dkvednar fléttutegundir, p.e.a.s. ein fléttutegund parf ekKi
endilega ad hysa akvedna tegund af bakterium, heldur geti pad verid mjog
breytilegt. Hins vegar er ekki full rannsakad hvernig virkni rikjandi bakteria er
nakvaemlega inni i palinu (Bates et al., 2011).

Geislagerlar (Actinomycetes) sem finna ma medal flétta, eru taldir
gegna mikilveegu vistfraedilegu hlutverki i jardvegi. beir eru medal annars
rotverur og geta notad nanast hvada naeringarefni sem eru adgengileg i
neerliggjandi umhverfi til ad vaxa og dafna. Fjolbreytileiki peirra virdist vera
afar mikill, hvad vardar efnafraedilega eiginleika og pvi eru peir taldir gegna
mikilveegu hlutverki i pvi ad vidhalda érverufléru og hvers kyns gerlamyndun i
sinu umhverfi. Geislagerlar hafa téluverda burdi til pess ad framleida ymis
konar annars stigs efni. pvi sja menn hugsanlega mikla méguleika til pess ad
nota gen peirra i framleidslu & lifvirkum efnum. Auk pess hafa p6 nokkrar
tegundir geislagerla synt 6rveruhemjandi virkni gagnvart ymsum syklum
(Gonzélez et al., 2005).
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1.4. Um Saltpol i fléttum

Fléttur hafa 6tralega adlégunarhafni og geta t.d. adlagast arstioum. paer
adlogunarbreytingar geta p6 ordid dyrar pegar kemur ad efnaskiptabreytingum
til ad geta vidhaldid poli gegn salti og purrki. Nokkrar fléttueettir eru
einkennandi fyrir strandsveedi eda medfram strondum og geta prifist i
fleedarmalinu. paer fléttur purfa ad pola mjég 6fgakenndar adsteedur med miklu
saltmagni og sveiflum i hita- og rakastigi, mikla vinda og stanslausan
sjdvargang. Flétturnar vedrast mjog mikid a steinum. Hvad vardar pérunga i
fléttutegundum, pa pykja peir hafa svipud einkenni og liffeerafreedilega
eiginleika, eins og til demis virkni vardandi upptdku naeringarefna. Utbreidsla
flétta fer einnig eftir pvi hvernig fléttan getur lifad og vaxid midad vid saltstyrk
og niturforda i umhverfinu s.s. veltur mjog mikid & adlégunarhaefni. En sumar
tegundir hafa 6dlast mikla adlogunarhaefni i gegnum tidina med mjég haegum
vexti. Hradurfléttur eru taldar vaxa haegar heldur en t.d. bladfléttur sem geeti
verid orsok pess ad peer virdast hafa meira pol en bladflétturnar vid
sjavaradsteedur. Medal fylgikvilla pess, ef saltmagn er i of miklum styrk, er ad
jonir geta ordid eitradar og raskad jafnveaegi, t.d. vid neringaupptoku. Ef
vatnsinnihald fer nidur fyrir akvedin mork, eda proskuld, getur pad haft letjandi
ahrif & ensimvirkni og jafnvel stodvad hana. P4 bregdast sumar fléttur vid peim
adsteedum med pvi ad verda dvirkar, leggjast i nokkurs konar dvala, pangad til
adsteedur skana aftur. Medal pess sem fléttur gera til ad vidhalda byggingu
frumanna, er ad hvarfast vio andoxunarkerfi peirra. Talid er, ad pegar adgengi
ad vatni minnkar, geti akvednar hvarfgjarnar sdrefnis-tegundir (Reactive
Oxygen Species) haft sleemt ahrif & ensimbyggingu og minnkad lipid efni i
frumuhimnum, sem getur skadad frumurnar. Fléttur geta myndad nokkurs
konar myndefni (p.a.m. fléknar sykrur, fjélalkéhél og sykur alkéhdl), sem
varna og hjalpa til vid ad laga osmétiskan prysting i frumum og koma i veg
fyrir ad innra vatn i peim tapist og purrki upp frumuna (innanfrumu vatnstap).
Samhlida haeegagangi i efnaskiptum, minnkar lika lifefnasundrunin, sem pa
minnkar ljésondun. Fléttur sem vaxa vid fleedarmalid, eru oft vel sjaanlegar
sokum sérstaks litarefnis (pigment), sem peaer framleida. Sumar Caloplaca-
tegundir bera med sér aberandi appelsinugulan lit, sem pykir einkennandi fyrir

beer. En sa litur stafar af natturulega litarefninu Anthragquinone sem er Parietin-
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afleida, sem er medal annars stigs afurda sem peer framleida. Pad litarefni
virkar einnig sem nokkurs konar solarvorn fyrir fléttur og verndar
ljostillifunarhluta peirra gegn of mikilli geislun fra sélinni. Pessi efni er ad
finna i barklagi fléttunnar (yfirbordslagi fléttupals). Of mikill saltstyrkur getur
lika haegt & framleidslu pessara efna, pannig ad pau na ekki ad vernda fléttuna
fyrir of mikilli geislun, sem gerir pad ad verkum ad akvednir hlutar geta
skemmst og pannig minnkad ljostillifun til muna. Onnur vidbrogs til ad vernda
pérungarhluta flétta er ad mynda ymis konar prétein, sem vidhalda réttri
byggingu fruma og einnig til ad vidhalda bladgraeenu. Onnur efni sem 6rverur
flétta nota sem margs konar varnarefni eru Kalium, amindsyrur og afleidur

beirra, sulfid esterar, peptid og fleiri (Delmail et al., 2013).

1.5. Um Saltkeerar bakteriur og vatnsvirkni

Allar érverur, hvort sem um er ad reeda gerla, eda fyrnur (fornbakteriur) purfa
vatn i sinu umhverfi til pess ad geta lifad af. Adgengi vatns er pvi mikilveegur
meelikvardi & pad hvort, eda hvernig orverur geta skapad sér sess og prifist vid
vidkomandi umhverfisadsteedur. Vatnsvirkni er gjarnan skilgreind sem frjalst
vatn i umhverfi og er maelikvardi & pad hvernig vatnid binst umhverfinu. Frjalst
vatn er pa vatn sem er ekki bundid neinum uppleystum efnum (Staley et al.,
2007, bls. 174). En 6rverur purfa vatn m.a. til pess ad geta leyst upp efni og
framkveemt efnaskipti. Vatnsvirknin er venjulega meld & bilinu 0-1. Hreint
vatn hefur vatnsvirknina (ay) = 1,0 en vatnslaust umhverfi 0,0. Aukid magn og
styrkur uppleystra efna i lausn minnkar vatnsvirkni, sem getur pannig haft
mikil ahrif a efnaskiptaferla fruma og hagt & vexti peirra. bar sem
frumuhimnur eru oft half- eda valgegndrepar, eykst fledi vatns ar frumunni til
ad vega & moti minnkandi vatnsvirkni i umhverfinu, sem ,,purrkar* frumuna
upp. Sumar geta brugdist vid pessu med ymsum heetti, til ad minnka alagio, en
b6 gildir yfirleitt pad sama med par frumur og adrar; pad haegir & vexti peirra
og efnaskiptum. Margar drverur vaxa best vid vatnsvirknigildin 0,980-0,995,
en flestar heetta vexti pegar vatnsvirknin (a,) melist nedar en 0,900. Saltkeerar
bakteriur (halophiles) geta hins vegar ekki vaxid i lausnum sem innihalda

ekkert salt. Saltpolnar (halotolerant) bakteriur sem vaxa best vid haa
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vatnsvirkni, geta po lika vaxid vid lag vatnsvirknigildi (Gibbs og Gekas, 1998).

Saltkeerar bakteriur hafa préad med sér protein, sem né ad haldast virk
og stodug pratt fyrir 6hagsteed skilyrdi. Peer na ad vardveita verndad umhverfi,
m.a. fyrir tilstilli efna i umfrymi sem vidhalda edlilegu osmotisku jafnveaegi
frumanna, pannig ad pad hafi ekki ahrif & edlileg efnaskipti i frumunum. Ensim
ur saltkeerum bakterium eru buin peim kostum ad geta starfad vid erfioar,
jafnvel 6fgakenndar adsteedur og eru pvi talin fysilegur kostur til ad notfeera
sér, pegar framkveema & hvers kyns efnafraedilegar umbreytingar. Ymis konar
ensim hafa pegar verid greind Ur saltkeerum bakterium sem geta framkallad
vatnsrof, sem deemi ma nefna amylasa, lipasa og proteasa, sem hafa verid
notadir i lifteekni. Pad pykir pvi ljost, ad saltkeerar bakteriur bua yfir miklum
lifefnafraedilegum eiginleikum sem pykja hentugir til notkunar @ mérgum
svidum, eins og rotvarnarefni i matveelaionadi og vid lifhreinsun, til deemis vid
oliumengun i sjo, par sem peettir eins og hatt hitastig og mikil selta geta verid
til stadar (Moreno et al., 2013).

1.6. Um Strandmerlu og hrudurfléttur

pad sem er einkennandi fyrir hrudurfléttur er, ad peer hafa lagskipt pal. beer
mynda oft stokkt hradur & sinu undirlagi, geta vaxid & beru grjoti og kléppum,
sem er gjarnan hallandi og geta pa greett & pvi hvernig vatnsfledio er (Nash 111,
2008). Strandmerla er hradurflétta af eettkvislinni Merlu (Caloplaca) sem
tilheyrir attbalkinum Teloschistales, eda Glaedubalki (Hallgrimsson, 2010).

A islandi er hana ad finna dreifda allt i kringum landid en hun er nar eingdngu
bundin vid sjavarkletta, nalaegt sjo (Kristinsson og Heidmarsson, 2009). bvi er
heaegt ad alykta sem svo, ad einangradir bakteriustofnar hennar séu i pad
minnsta saltpolnir (halotolerant) ad einhverju leyti og jafnvel saltkeerir
(halophilic).
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1.6.1. Almennt um Agrococcus

Agrococcus er tegund af eettbalknum Actinomycetales, eda geislagerlar, sem
tilheyra fylkingunni Actinobacteria. Innan attbalksins eru margar gram-
jakveedar bakteriur, sem eru faerar um ad framleida annars stigs efni (secondary
metabolites) og hafa hatt G+C hlutfall i sinu erfédaefni. Tegundin Agrococcus
var fyrst greind og gefid nafn i byskalandi &rid 1996 med stofninum
Agrococcus jenensis, en medal einkenna hans er ad stofninn er nemur fyrir
ymsum syklalyfjum s.s. ampicillin og penicillin G, frumur eru polnar gegn
sulfonamidi, auk pess sem hann er katalasa jakveedur en oxidasa neikveedur
(Groth et. al, 1996). Adrir tveir stofnar af somu tegund, Agrococcus citreus og
Agrococcus baldri syndu mjog svipud einkenni. beir vaxa til ad mynda best vid
hitastig milli 18-28°C, geta vaxid & a&ti med 4% saltinnihaldi og geta brotid
nidur sterkju. Ljost er ad Agrococcus gerlar geta lifad vid fjolbreyttar
umhverfisadstedur, par sem A.jenensis einangradist Ur jardvegi, en A.citreus
einangradist frd gomlu malverki og A.baldri ar andrdmsloftinu i tengslum vid
rannsokn, & bakteriuvoxt & malverkum (Wieser et al., 1999; Zlamala et al.,
2002).

1.6.2. Almennt um Sphingobium og Sphingomonas

Sphingobium og Sphingomonas eru ettkvislir bakteria sem tilheyra badar
&ttinni Sphingomonadaceae, en su &tt tilheyrir flokknum Alphaprotedgerlar
(Alphaproteobacteria). Flokkurinn hefur ad geyma mikla og fjélskruduga fléru
af gerlum sem eru adallega gram-neikvaedir, lofthadir og 6frumbjarga, en lika
nokkrir ljéstillifandi. Tegundir bakteria innan ettarinnar fyrirfinnast vio
fjolbreyttar og mismunandi umhverfisadsteedur baedi i jardvegi og sjé (Gupta
og Mok, 2007). I attkvislinni Sphingomonas er ad finna fjélhafar lofthadar
bakteriur sem geta sumar brotid nidur, eda eytt ymsum tegundum af fléknum,
lifrenum arématiskum efnum, s.s. dibenzo-para-dioxin og dibenzofuran. Hln
inniheldur einnig tegundir sem eru sjukdémsvaldandi ad einhverju leyti (Staley
et al., 2007, bls. 561). Stofninn Sphingobium sp. SYK-6, sem finnst adallega i
jarovegi, af attkvislinni Sphingobium, pykir hafur til ad brjota nidur lignin og
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fleiri ardmatiskar lignin afurdir, sem atti ad gefa mikla méguleika til nytingar,
par sem lignin er eitt algengasta aromatiska efnid i nattdrunni (Masai et al.,
2012). Einkennandi fyrir fitusyrur i frumum margra Sphingomonas-tegunda, er
ad peer hafa m.a. mikid af 2-hydroxymyristic syru i frumuvefjum sinum og ad
bakteriutegundir eru yfirleitt oxidasa- og katalasa jakvadar (Sly og Cahill
1997).

1.7. Um fyrri verkefni

Greiningar a sambylisbakterium i flettum, einangrudum ar Eyjafirdi, hafa
stadid yfir i verkefnum vid Haskolann & Akureyri. Samkvaemt nidurstédum
Adalsteinssonar og fleiri (Adalsteinsson et al., 2008), hafa medal annars fundist
bakteriur af fylkingunum Actinobacteria og Firmicutes en lika af flokknum

Alphaproteobacteria i strandmerlu.
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2.

Efni og adferdir

2.1. Uppruni stofna

Stofnarnir eru badir einangradir upphaflega Ur hrudurfléttunni Caloplaca
verruculifera. AR0424 cinangradist fyrst 4 Marine Agar (MA, Difco™) vid
15°C en KA0807(CvSm?7) a Nutrient Agar (NA, Difco™) vid 22°C. Synum
var safnad & Silastadatanga, rétt noroan Akureyrar. Stofnunum var sidan
komid fyrir i vokvarektum (hreinreektum), a rannsoknarstofu og geymdir i

stofnasafni, i frysti vid -80°C.

2.2. AEti og undirbuningur

Oll almenn ati sem unnid var med, koma fra framleidandanum Difco™ og
voru Utbdin samkveemt leidbeiningum. Pess ber ad geta ad 6ll &ti og 4hdld
voru daudhreinsud i gufusefi (autoclave), i kerfi sem keyrir vid 121°C i 15
minutur.

Eftirfarandi eti voru Utbuin:

200 millilitrar (mL) eti af Marine Agar (MA), Gtbuid og hellt & Petrisskalar.
Sad var lykkjufylli af stofnunum ar vokvarakt (hreinraekt), & skalarnar med
hefdbundinni strikun (streak plate method) og notud til pess steril lykkja (loop).
Stofnunum var s&d & agarskalar vid herbergishita og paer geymdar annars vegar
i skap vid 15°C og hins vegar vid herbergishita.

350 mL af Tryptic Soy Broth (TSB) vokvarakt og 350 mL af Tryptic Soy
Broth vokvaraekt med 4% saltinnihaldi (TSB + 4% NaCl). Raektunum skipt
nidur i kolbur, 50 mL hver kolba og paer geymdar vid fimm mismunandi
hitastig.

Adrir 250 mL af venjulegri TSB vokvarakt Gtbanir asamt 5 X 150 mL af
nokkrum TSB vokvarektum med eftirfarandi saltinnihaldi: 1%, 2,5%, 5%,
15% og 20%. Allar pessar TSB-raektir geymdar vid herbergishita.

Nokkrar agarskalar (Petrisskalar), med mismunandi atisgerdum fyrir
nidurbrotspréfanir: Sterkja: Plate Count Agar (PCA, Difco) med leysanlegri
kartoflusterkju i 0,2% styrk. Kasein: Undanrennuagar notadur med tvoféldum
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Nutrient Agar (NA), med daudhreinsadri undanrennu. Sellulési: PCA, med
6leysanlegum duftkornum, AZCL-HE-Cellulose, i 0,1% styrk, framleidandi:
Megazyme. Beta-Glukan: PCA, med dleysanlegum duftkornum, AZCL-Barley
B-Glucan, i 0,1% styrk, fra Megazyme. Xylan: PCA med dleysanlegum
duftkornum, AZCL Xylan (Birchwood), eda xylan ur birkividi, i 0,1% styrk,
frd Megazyme. Fosfat-agar: Agar par sem eini fosfat-gjafi er kalsium fosfat,
Caz(POy),. Kéfnunarefnis-frir-agar: Agar sem er algerlega laus vid
kdfnunarefni — Innheldur Glakésa og mannitol asamt KH2PO4, MgSO4*7H,0,
CaCl,, FeSO4*7H,0 og Na;Mo0,*2H,0. Kvikasilfurs-agar: Agar sem
inniheldur kvikasilfursklorid (HgCl,) i &kvednum styrk. Allar atisgerdir

geymdar og notadar vid herbergishita (Vilhelmsson, 2012).

2.3. Vaxtatilraunir med kjorhitastig

Framkvaemd var vaxtatilraun par sem kjorvaxtaradsteedur voru akvardadar med
tilliti til hitastigs. 350 mL af vokvazti, Tryptic Soy Broth (TSB), Gtbulid og
skipt jafnt nidur i 6 kolbur, 50 mL i hverri kolbu. Einnig voru Gtbanir 350 mL
af TSB, med 4% innihald af salti (NaCl), lika skipt nidur i 6 kolbur, 50 mL
hver. Stofni AR0424 var s&d i TSB-atin sem innihéldu 4% magn af salti
(NaCl) en stofni CvSm7 var sad i TSB, sem innihélt ekkert salt. Allar saningar
foru fram vid herbergishita, en kolburnar med s&tunum voru almennt geymdar
vid 5 mismunandi hitastig i par til gerdum skapum: 5°C, 15°C, 30°C, 35°C og
herbergishita (ca. 23,5°C). Byrjad var & pvi ad sa lykkjufylli med kolonium af
MA skalum, i svokalladar forraektir. Peer voru geymdar vid herbergishita og pvi
voru til samans 4 kolbur med &tum geymdar vid pad hitastig, en 2 kolbur med
hverju eti, geymdar vid hin hitastigin. Tveim ddgum sidar, pegar asjaanlegur
voxtur hafdi komid upp i forreektunum, voru 10 pL teknir ar peim og s&d i 6ll
hin a&tin. pa for fram ljosgleypnimealing a 6llum &tunum, vid bylgulengdina
600 nanometra (ODgp), prisvar & dag med nokkurra klukkustunda millibili,
naestu 6 daga. Allar ljosgleypnimalingar foru fram vid herbergishita. Voxtur
var skradur og metinn i forritinu Excel og ad lokum reiknadur ut vaxtahradi

(MUmax) fyrir hvert eeti.

11
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2.4. Voxtur i eeti vio mismunandi vatnsvirkni og styrk

seltu

Onnur vaxtatilraun var framkvaemd par sem profud voru kjorvaxtarskilyrdi
med tilliti til seltu. 250 mL af venjulegri TSB vokvarakt voru utbdnir dsamt
150 mL af nokkrum mismunandi TSB vokvarektum med eftirfarandi
saltinnihaldi: 1%, 2,5%, 5%, 15% og 20%. Alls voru pvi profud 6 mismunandi
vaxtarskilyrdi. Rektunum var 6llum skipt nidur i kolbur, 50 mL i hverri kolbu
og tveer forraektir Utbtinar med venjulegu TSB ati. Oll saning og geymsla &
&tum for fram vid herbergishita. Farid var ad eins og i hitastigsmalingum;
lykkjufylli af bakteriukdlonium sad i tveer forraektir og tveim dégum sidar
teknir 10 pL ar forreektunum og sad i hinar reektirnar. Ljogleypnimalingar foru
einnig fram & sama hatt, ljésgleypni meld vid 600 nanometra, prisvar & dag,
naestu 5 daga, voxtur metinn og skradur i Excel og vaxtahradi ([max) reiknadur
uat. Jafnframt var i upphafi meeld vatnsvirkni & 6llum s&etum adur en bakterium
var sdd i pau, i Aqualab S3 vatnsvirknimeeli fra Decagon Devices, Inc. ber
meelingar foru einnig fram vid herbergishita, eda skradan 23,9°C. 2,5 mL af
vOkva voru settir hverju sinni, i par til gerd syniglds, sem foru inn i meelinn
sem gaf ad lokum tolur fyrir vatnsvirkni. [ upphafi var fyrst profad ad meela 2,5
mL af eimudu vatni til ad athuga marktekni meelisins. par tdlur voru notadar

til ad rita upp stadalkarfu vatnsvirkni & méti saltstyrk i millimélum (mM).

2.5. Kolefnisgjafaprofanir

Stofnarnir AR0424 og CvSm7 voru profadir utfra kolefnisgjéfum med GEN I
MicroPlate™ Gtbinadi fra Biolog, Inc. UtbGinadurinn samanstendur af profi,
adallega af microtiterpldtu sem inniheldur 96 brunna, par sem hver og einn
brunnur inniheldur mismunandi lifefnafraedileg préf, sem nota ma til ad greina
medal annars gram-jakvaedar og neikvaedar bakteriur og svipgerdareinkenni
peirra. Platan skiptist pannig ad han inniheldur 2 brunna, sem eru jakvad og
neikvaed vidmid (positive-, negative control), 71 brunn med mismunandi

kolefnisgjafa og 23 brunna med prof sem kanna efnafraedilega neemi stofnanna.

12
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Profanirnar foru fram vid herbergishita. Bakteriukolonium var sao af MA i
sérstaka vOkvarakt, eda saningarvokva og meld péttni bakteriustofnanna (cell
density) i ljésgleypnimaeli, par til péttnin virtist vera innan dkvedinna marka,
eda 90-98% T. bvi naest pipettadir 100 pL ofan i hvern brunn & micro-plétunni
og hun geymd vid herbergishita i allt ad 7 daga. Ad peim tima loknum var lesid
af profunum a plotunni og merkt vid, eftir pvi hvort préfin gafu jakveeda, eda

neikvada svorun (Biolog, 2008).

2.6. Nidurbrotsproéf og gramlitun

Framkvemd voru akvedin nidurbrotsprof med nokkrum atisgeroum, til pess ad
kanna nidurbrotshaefni stofnanna. Adrir eiginleikar voru lika kannagir, t.d.
hvort stofnarnir geetu notfaert sér protein i naerliggjandi umhverfi, hvort peir
geetu nytt sér kofnunarefni ar andramsloftinu og hvort peir geetu brotid nidur
kvikasilfur. Athugad var, hvort stofnarnir veeru lika faerir um ad brjéta nidur
ymsar glukoésafjollidur, svo sem sterkju, sellul6sa, xylan og beta-glukan.
Bakteriustofnunum var sad af MA skalum vid herbergishita, & agarskalar, sem
innihéldu eftirfarandi prof: sterkju, kasein, sellulésa, xylan, beta-glukan, fosfat,
HgCl, og Nitrogen-frian agar (Vilhelmsson, 2012). Skalar voru geymdar vid
herbergishita i allt ad 7 daga, lesid af peim og merkt vid hvort voxtur veeri
jakveaedur eda neikvaedur. Samhlida pessu var framkvaemd gramlitun &
bakteriustofnunum, par sem kéloniur voru teknar af MA skalum, peer settar a

smasjargler, skodadar i smasja og myndadar eftir litun.

2.7. DNA einangrun

DNA Ur stofnunum var einangrad med einangrun & genamengis-DNA, sem var
framkvamt med settinu; The UltraClean®Microbial DNA Isolation Kit, fra
fyrirteekinu Mo-Bio Laboratories, Inc. Fylgt var leidbeiningum fra

framleidanda, byrjad a pvi ad taka lykkjufylli af kdlonium af MA og koma fyrir
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i vokvareekt . Endaafurdir voru 50 pL lausnir i 2 mL tilraunaglésum, sem
innihéldu tiltdlulega hreinar DNA-afurdir pessara stofna sem buid var ad
spinna og sia nidur. Einangrudu DNA-afurdirnar voru svo geymdar i frysti vid
-20°C.

2.8. PCR-hvarf

Eftir DNA-einangrun var framkveemt Pdlymerasa-kedjuhvarf, eda
fjollidunarkedjuhvarf, en i pvi voru DNA-afurdirnar, 16S rDNA, magnadar
upp. Utbunar voru svonefndar mastermix-lausnir, eda hvarflausnir sem
innihéldu 61l naudsynleg efni fyrir PCR-hvarfid fyrir utan DNA afurdina sjalfa.
A0 auki voru utbuin 2 auka syni, eda ,,blank* syni sem innihéldu ekki DNA
afurdina, heldur annars konar vokva i stadinn. bau syni voru notud sem
vidmidun fyrir rafdratt og attu ad gefa neikvaeda og jakveeda svérun. Eimad
vatn (dH20), var notad sem neikvad viomidun, en vokvaraekt med Escherichia
coli gerlinum, notad sem jékved. Fyrir hvarfid voru notud eftirfarandi ferns
konar por af fram- og afturvisum (forward- and reverse primers): 27F/1492R,
27F/1522R, 8F/1522R og 8F/1492R. bvi voru utbuin 4 mastermix, sem
samsvaradi visaporunum sem voru notud. Uppskrift fyrir hvarflausn ma sja i

toflu 1 hér ad nedan:

Tafla 1 - Uppskrift hvarflausnar fyrir PCR-hvarf

Efni Magn i Til samans i

hverju syni reemu (uL)
(uL)

10x Buffer 2,5 20

dNTP (Kirni) 2,0 16

F visir (styrkur = 10 pM) 1,0 8

R visir (styrkur = 10 uM) 1,0 8

Taq Polymerasi 0,15 1,2

DNA 2,5 15

dH,0O 16 128
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Tafla 1 synir uppskrift fyrir eina hvarflausn af 4 fyrir samsvarandi visapor.
Hvarflausnin var pipettud ofan i reemur (strips), sem hver innihélt 8 synaglos.
Alls voru pvi notadar 4 remur i hvarfid og til samans Gtbdin 32 syni. [ fyrstu 2
synagldsin & remunum féru viomidin, 2,5 pL af eimudu vatni (dH,0) og E.coli
gerillinn, i stadinn fyrir DNA afurdir til ad gefa jakveaeda og neikvada svorun.
Pegar blid var ad spinna lausnirnar nidur, var remunum komid fyrir i Gtbanadi

sem keyrdi PCR hvarfid & tilbanu kerfi samkvemt téflu 2:

Tafla 2 - PCR kerfi

Hiti (°C) Timi
Skref 1 95 3 min.
Skref 2 95 30 sek.
Skref 3 50 30 sek.
Skref 4 68 90 sek.
Skref 5 68 7 min.
Skref 6 4 Stanslaust

Kerfid var keyrt i 3 klst. samtals og eftir pad framkvaemdur rafdrattur &

agarosageli.

2.9. Rafdrattur

Framkveemdur var rafdrattur & agarosageli til ad adgreina DNA sameindirnar,
pannig voru afurdirnar gerdar motteekilegar fyrir josgleypni og pvi gerdar
sjaanlegar a gelinu undir UV lampa. P& var athugad hvort réttar DNA afurdir
hefdu fengist. Gelid var Utbdid pannig ad blandad var saman 1,8 g af agardsa
0g 100 mL af 0,5% buffer. Lausnin var hitud i 6érbylgjuofni, par til han var
ordin alveg gler og einsleit, pvi naest keeld i smastund undir kéldu vatni og 2
pL af SYBR safe DNA gel lit beett at i. ba var gelinu hellt i par til gerdan
gelbakka og komid fyrir tvem brunnagreidum ofan i. Pegar gelid hafdi fengid
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ad stirona vio herbergishita i ca. 40 minatur, voru greidurnar fjarleegdar, pannig
ad eftir i bakkanum var gel sem innihélt 30 brunna. P4 voru pipettadir 5 pL af
syni, sem var blandad saman vid 1 pL af 6x loading dye, ofan i hvern brunn. |
fyrsta brunni & gelinu foru 5 pL af 100 basapara DNA-stiga (ladder), sem var
notadur sem stadall til ad geta greint steerd DNA afurdanna. Eftir ad syni var
komid ofan i alla brunna, var gelinu komio fyrir i aflgjafa sem keyrdi gelid vid
115 V i 60 minutur. Eftir ad rafdratti lauk, var gelid skodad undir UV lampa
0g myndad.

2.10. Hreinsun a PCR-afuroum

Framkvaemd var hreinsun & DNA afurdum med NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up utbunadi fra Macherey-Nagel til ad hreinsa paer DNA afurdir, eda
bata sem fengust ur PCR-hvarfinu, asamt pvi ad fjarleegja 6notada visa, eda pa
hluti peirra sem voru 6nothafir. Fylgt var leidbeiningum fra framleidanda,
nema svonefndur NTI buffer var Gtpynntur i hlutféllunum 1 hluti & méti 4
hlutum af eimudu vatni (dH,0). Petta var gert til minnka nytni & bindihafni
DNA buatanna (fyrir annad skrefid i hreinsuninni), en geta samt fengid godar

heimtur Ur PCR afurdunum.

2.11. Fullnadarradgreining

Pvi nast voru hreinsadar PCR-afurdir radgreindar med svonefndri Primer-
Walking adferd, en hun pykir hentug til ad greina langa DNA-buta. 1 peirri
adferd er radgreint bAdum megin fra, til pess ad geta fengid sem mest af
genarddinni. Adferdin byggist a pvi ad DNA-butur er innlimadur i genaferju
med mikid geymslurymi. Radgreiningin fer fram & badum endum butsins med
visum sem motsvarar DNA genaferjunnar og pegar buid er ad radgreina hluta
af batnum, eru nyjir visar, (eda innri visar) myndadir ut fra peim enda sem

begar er buid ad radgreina. betta ferli er sidan endurtekid samfleytt, par til buid
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er ad radgreina allan DNA-bdtinn sem var settur inn (Rédei, 2008, bls. 1552),
(Hartwell et al., 2004, bls. 307). Radgreiningin for ekki fram vid Haskdlann &
Akureyri, heldur var st pjonusta keypt fra Macrogen. bvi voru einungis Gtbuin

syni med hreinsudu DNA afurdunum, sem voru send ut.

2.12. Greining a 16S rDNA r6dum

A0 lokinni radgreiningu, barust svo nidurstddur fra Macrogen i skraarformi,
sem innihéldu radgreindar radir. beer radir voru skodadar og greindar i forritinu
Sequence Scanner fra Applied Biosystems Inc. Nothafir hlutar radanna, voru
Klipptir til i forritinu og peir hlutar keyrdir i BLAST forriti, radir paradar saman
og fundin besta mogulega samsvérun vid adrar radir bakteriustofna, i 16S
ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea) gagnagrunni hja vefsidu
National Center for Biotechnology Information (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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3. Nidurstoour

3.1. Reektun, gramlitun, smasjarskodun og

nidurbrotsproéfanir

3.1.1. Stofn KA0807(CvSm7)
Stofninn nadi ad raektast upp & Marine Agar (MA), en voxtur kom upp a
agarskalum vid herbergishita eftir um 5 daga. VVoxtur var haegari ad koma upp i

skalum sem voru geymdar vid 15°C.

Mynd 1 - Stofn KA0807(CvSm7) & MA vid herbergishita

Sja ma a mynd 1, ad koloniur eru ljosgular, avalar eda kringléttar, sléttar en
med orlitid kapt yfirbord. Samkveemt nidurstédum ur gramlitun og
smasjarskodun reyndist bakteriustofn vera gram-jakveaedur, myndadi blasvarta

kalulaga (coccoid) kokka sem greina ma a mynd 2 ad nedan:
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Mynd 2 - Smasjarmynd af stofni KAO807(CvSm7)

Kokkarnir eru 6rsmair og i miklu magni, geta baedi verid einir og sér, en lika
myndad margar samstedur eda pyrpingar sem loda saman. Vardandi
nidurbrotspréfin, kom einungis jakveedur voxtur & etisgerd sem innihélt

sterkju, en annars neikvadur voxtur & 6drum profum.

3.1.2. Stofn AR0424

Stofninn nadi einnig ad reektast upp & Marine Agar (MA), en voxtur kom upp a
agarskalum vid herbergishita eftir um 5 daga. Voxtur var sémuleidis haegari og
lengur ad koma upp & skadlum sem voru geymdar vid 15°C. Sja ma 4 mynd 3 af
bakterium & agarskal ad kéloniur eru skeaergular, med avalar eda kringlotta
I6gun, sléttar og fingerdar, en lika med orlitid kapt yfirboro.

19



Haskolinn & Akureyri Vidskipta- og raunvisindasvid

Mynd 3 - Stofn AR0424 a MA vid herbergishita

Af nidurstédum ur gramlitun og smasjarskodun reyndist bakteriustofn vera

gram-neikveedur. Sja ma smasjarmynd af stofni & mynd 4:

Mynd 4 - Smasjarmynd af stofni AR0424
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Stofninn myndadi staflaga eda fleyglaga, storar raudleitar bakteriur, sem voru

ad mestu einar og sér, med mun steerra pvermal en stofn KA0807. |

nidurbrotsprofunum kom neikveedur voxtur & allar a&tisgerdir.

3.2. Kolefnisgjafaprofanir

Sja mé samanburd & milli stofnanna i t6flu 3 ad nedan, par sem flestar

jakvaedar svaranir koma fram. Voxtur var flokkadur einungis i jakveedan (+),

og neikvaedan (-).

Tafla 3 - Samanburdur & milli stofna midad vid fenotypisk prof

Kolefnisgjafar og
lifefnafraediprofanir

Bakteriustofnar

KAO0807 AR0424
pH 6 (+) (+)
1% NaCl (+) +)
4% NaCl (+) +)
8% NaCl (+) +)
1% Sodium Lactate (+) (+)
Fusidic Acid (+) )
D-Serine (+) (+)
Troleandomycin (+) (+)
Rifamycin SV (+) (+)
Minocycline (+) (+)
Lincomycin (+) (+)
Guanidine HCI (+) (+)
Niaproof 4 (+) (+)
Vancomycin (+) (+)
Nalidixic Acid (+) )
Lithium Chloride (+) )
Potassium Tellurite +) (+)
Aztreonam (+) (+)
Sodium Butyrate +) (+)
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Sodium Bromate (+) (+)
Gentiobiose (+) )
D-Mannose (+) )
Inosine (+) )
Glycerol (+) )
D-Fructose-6-PO4 +) )
Glycyl-L-Proline (+) )
L-Arginine (+) )
L-Histidine (+) )
Glucuronamide (+) (+)
Acetoacetic Acid (+) (+)
L-Galactonic Acid ) +)
Lactone

Tween 40 ) +)

Nidurstodurnar fyrir stofnana syna, ad AR0424 getur nytt sér tvo kolefnisgjafa;
Tween 40 og L-Galactonic Acid Lactone, sem hinn getur ekki. Aftur a méti eru
7 kolefnisgjafar sem KA0807 getur nytt sér, sem AR0424 getur ekki nytt:
Gentiobiose, D-Mannose, Inosine, Glycerol, D-Fructose-6-PO4 og Glycyl-L-
Proline. Adrar nidurstodur um efnafraeedi stofnanna sem ma nefna, eru ad peir
gatu ekki vaxid vid syrustig 5 (pH 5). Frekari nidurstdédur a kolefnisprofunum

ma sja i Vidauka I.

3.3. Vaxtatilraunir vid mismunandi hitastig

Framkveaemdar voru vaxtartilraunir par sem stofnunum var sad i TSB &ti vid
mismunandi hitastig. Samkvaemt peim nidurstodum var stofn KA0807 med
mestan vaxtahrada (Lmax) Vid herbergishita, eda 0,272 h™. Hamarkspéttni (cell
density) i vaxtarfasa meeldist 1,213A vid 35°C. Stofninn éx haegar vid hitastig
15°C og minnst vid 5°C. En mest vid herbergishita og ofar. Mesti vaxtahradi
stofsins AR0424 meldist 0,234 h™ vid hitastig 35°C, en mesta péttni i
vaxtarfasa var 1,114A vid 30°C. Stofninn éx sémuleidis haegar vid 15°C og
minnst vid 5°C, en meira vid efri hitastigin. Frekari nidurstodur & meaelingum
ma sja i vidauka IlI.
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3.4. Vaxtatilraunir vid mismunandi styrk seltu

Framkvaemdar voru vaxtartilraunir par sem stofnunum var sad i TSB &ti vid
herbergishita, med mismunandi styrk seltu. P4 var einnig meld vatnsvirkni &
&tunum vid herbergishita (23,9°C) og dregin upp stadalkdrfa sem sja ma &

mynd 5, sem synir samband vatnsvirkni & moti saltstyrk i millimolum (mM).

4000

* 3500

3000

2500

y =-14175x + 14341
R?=0,9385

2000

1500

/ 1000
7 500
2

’ T T T T T T T T T T T T T T
1 098 0,96 0,94 0,92 0,9 0,88 0,86 0,84 0,82 0,8 0,78 0,76 0,74 0,72 0,7
Meeld vatnsvirkni (a,,)

Mynd 5 — Stadalkurfa a,,

Styrkur NaCl (mM)

0

Samkvaemt nidurstddum ur maelingum var hamarksvaxtarhradi stofnins
KA0807 i vaxtarfasa 0,322 h™ i TSB + 1% NaCl. Nzst 4 eftir var TSB + 0%
NaCl med 0,315 h™. Mesta péttni var 0,982A i forreekt. Frekari nidurstodur &
melingum med mismunandi styrk seltu ma sja i vidauka I11. Stofn AR0424
maldist med hdmarksvaxtahradann 0,333 h™ i TSB + 1% NaCl, en einnig par &
eftir med vaxtahradann 0,327 h™ { TSB + 0% NaCl. Sémuleidis var mesta
péttnin i forraektinni og meeldist han 1,094A. Ut fra nidurstddum um
vatnsvirknimalingar ma sja, ad badir stofnarnir vaxa best vid vatnsvirkni (a)
0,988, en par a eftir vid vatnsvirkni 0,998.
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3.5. Rafdrattur, hreinsun & PCR afurdum og greining
a4 16S rDNA rooum

Eftir ad framkvaemd rafdratts a agarosageli lauk, var gelid myndad skodad og
myndad undir UV-lampa. Af peim myndum ad dema, voru ekki 61l syni sem
géfu af sér naegilega godar DNA afurdir og hofdu pvi ekki sjaanleg bénd &
myndum, s.s. afurdir komu ekki allar fram & gelinu. Pvi voru einungis valdar
beer afurdir sem gafu bestu nidurstédurnar hreinsadar. Synin sem voru hreinsud
innihéldu eftirfarandi stofna og visa: KA0807 med visapar 27F/1522R og
AR0424 med visapar 8F/1522R. bess mé geta, ad eftir hreinsun var
framkveemdur annar rafdrattur a agarésageli, til ad athuga hvort ennpa veeru til
stadar DNA-afurdir, eda hvort peer hefdu eydst upp vid hreinsunina. Svo
reyndist ekki vera, afurdirnar komu fram & gelinu og pvi talid 6hatt ad Utbua
pau syni til ad senda Ut til radgreiningar. Radgreindar radir stofnanna barust
sidan a akvednu skraarformi, paer skodadar og notheafir hlutar klipptir til i
forritinu Sequence Scanner og keyrdir i BLAST forriti hja vefsiou NCBI. beir
hlutar radgreindu radanna sem voru notadir, ma sja i vidauka Il. Samkvaemt
nidurstddum ur BLAST-leit og bestu pérun rada, er stofn KA0807 af
aettkvislinni Agrococcus og mest skyldur Agrococcus jenensis, stofni DSM
9580, en hann syndi 99% einsleitni vid stofninn. Stofn AR0424 er hins vegar
annadhvort af attkvislinni Sphingomonas eda Sphingobium en badar tilheyra
sOmu attinni Sphingomonadaceae. Stofninn syndi 96% einsleitni vio
Sphingobium sp. SYK-6, stofn SYK-6, en 97% einsleitni vid Sphingomonas
ursincola, stofn DSM 9006. Sphingobium sp. SYK-6 var hins vegar med adeins
heerra hamarksskor og var pvi ofar i nidurstdédunum. Frekari nidurstédur ur
BLAST-leit &samt bestu pérun og rédun vid efstu stofnana ma einnig sja i
vidauka II.
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4.

Umraedur og alyktanir

Stofnarnir uxu vel & MA vid badi hitastig. P06 var voxtur haegur og tok allt ad
viku i senn ad koma upp & skadlum sem voru geymdar vid 15°C. bvi voru
meelingar og profanir framkvaemdar med bakteriur sem uxu & skalum vid
herbergishita.

Erfidlega gekk i fyrstu ad Gtbua vokvaeeti fyrir vaxtarskilyrdin par sem
mengun komst i etin. Pvi for nokkur timi i undirbdning og endurtekningar, en
meelingar gengu po6 ad 6skum a endanum.

Ekki voru framkvemd katalasa- eda oxidasaprof, en haegt er ad mida
vid nidurstodur fra skyldum stofnum, t.d. eru tveir efstu stofnarnir sem syndu
mesta einsleitni gagnvart radgreindri rod ar stofni KA0807, ad A.jenensis og
A.baldri eru badir katalasa jakvadir og oxidasa neikvadir (Zlamala et al.,
2002; Groth et al., 1996). Ad sama skapi er t.d. stofninn Blastomonas talinn
katalasa- og oxidasa jakveaedur (Sly og Cahill, 1997). bvi meetti alykta ad stofn
ARO0424 sé oxidasa- og katalasa jakveedur, en stofn KA0807 katalasa jakveedur,
en oxidasa neikvadur.

Ekki tokst ad framkveema 61l pau atridi sem voru & dagskré i
verkefninu. Medal pess sem st6d til ad framkveema, var ad dkvarda
kjorvaxtarskilyrdi med tilliti til syrustigs. Einnig stod til ad fa greinda
fitusyrusamsetningu bakteriustofnanna, sem folst i pvi ad Gtbda raekt og lata
senda til fyrirtekisins DSMZ (Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures). En & endanum gafst hvorki timi, né
fjarmagn til pess. Nidurstodur ur kolefnisgjafapréfunum gefa po til kynna, ad
kjorsyrustig stofnanna er ekki mikid fyrir nedan pH-gildid 5, par sem enginn
voxtur var & préfunum vid syrustig 5 samkvamt nidurstédum & GEN I micro-
plétum sem sja ma i vidauka I.

I vaxtatilraun med tilliti til seltu, fengust ekki sskilegar nidurstodur
fyrir ljosgleypnimelingar a TBS a&ti med 20% saltinnihald, s6kum pess ad
bykkt botnlag af saltkdgglum tok ad myndast i &tinu eftir sma tima, sem
orsakadi falskar tolur i maelingum. Nidurstodur fyrir pad ati reyndust pvi ekki
marktaekar. Alykta metti ad saltmagnid i etinu hafi einfaldlega verid of mikid.
[ stadinn hefdi sennilega matt Gtbta TSB ati med 10% saltinnihald og lata
TSB+15% NaCl vera hamark. I ljosgleypnimaelingum par sem prosenta af seltu
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var kénnud, meldist meiri péttni i 6llum a&tum hja stofni AR0424. bvi meetti
alykta sem svo, ad sa stofn sé saltkeerari en stofn KA0807, en samkvaemt
kjorhitastigsmeelingum, virdist sa stofn pola heerra hitastig heldur en AR0424.
Badir stofnar virdast ekki eingéngu saltkeerir, par sem peir eru feerir um ad
vaxa i &ti sem inniheldur ekki salt, p.e.a.s. ad peir virdast ekki hadir salti. pvi
veeri ner ad alykta ad stofnarir séu mjog saltpolnir en saltkarir ad einhverju
leyti.

Samkvaemt nidurstédum ur nidurbrotsprofum var neikvaedur voxtur a
Ollum profum, nema sterkju hja stofni KA0807. bvi ma gera rad fyrir ad sa
stofn sé feer um ad framleida amylasa sem hann seytir Gt i umhverfid til ad geta
brotid nidur sterkju (Vilhelmsson, 2012).

5. Lokaoro

Petta verkefni veitir frekari innsyn i 6rverufraedifloru strandmerlu, sem virdist
vera fjolbreytt. PG er enn eitthvad eftir af stofnum ur fléttunni Caloplaca
Verruculifera, sem bida pess ad vera greindir. Pa veeri &hugavert ad greina
frekar, til ad varpa skirara ljosi & samlifisbiotu hennar.

Verkefnid gefur tilefni til frekari rannsdkna & pessu svidi. Frodlegt veeri ad gera
frekari profanir a stofnunum t.d. & 6rveruhemjandi virkni gegn syklum. pa veeri
einnig frodlegt ad framkvama fleiri malingar a bord vid kjorsyrustigsmealingar
og fleiri nidurbrotsprof, sem og surefnisprof til ad akvarda hversu loft- eda

surefnishadir stofnarnir eru.
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Vidauki |

Nidurstodur ar kolefnisgjafapréfunum. Einungis jakvaed svorun er merkt inn i
reiti sem (+) takn, en annars ekkert ef svérun var neikvad. [ grau reitunum eru

ymsar efnafraediprofanir, en i peim hvitu eru mismunandi kolefnisgjafar:

Stofn KA0807(CvSm7):

Al A2 A3 A4 AS AB AT AB A9 AlD All Al2
Negative Dextrin D-Maltose D-Trehalose |D-Cellobiose  |Genticbiose Sucrose D-Turanose Stachyose  |Pasitive Control oy 6 (+) pH5
Control H.}
Bl B2 B3 B4 BS B6 BY B8 BS B10 Bll Bl2
D-Raffinose |a-D-Lactose D-Melibiose  |B-Methyl-D- |D-Salicin N-Acetyl-D- N-Acetyl-B-D- |N-Acetyl-D- N-Acetyl 1% Nacl (+) 4% Nacl (+) |8% Nacl (+)
glucoside Glucosamine Mannosamine |Galactosamine |Neuraminic
Acid
Cc1 c2 c3 ca C5 ce c7 cs8 c9 C1o c11 c12
a-D-Glucose |D-Mannose D-Fructose D-Galactose |3-Methyl D-Fucose L-Fucose L-Rhamnose  |Inosine 1% Sodium Fusidic Acid |p_gerine (+)
Glucose Lactate (#) {+)
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
D-Sorbitol D-Mannitol D-Arabitol myo-Inositol |Glycerol D-Glucose- D-Fructose- D-Aspartic Acid | D-Serine Troleandomycin |Rifamycin SV Minocycline (+)
6-PO4 6-PO4 (+) (1]
E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E1ll E12
Gelatin Glyeyl-L- L-Alanine L-Arginine L-Aspartic Acid |L-Glutamic Acid || _yistidine (+) L-Pyroglutamic [L-Serine Lincomycin (+) Guanidine Niaproof 4 (+)
Proline Acid Hel (.H
Fl F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Pectin D-Galacturonic |L-Galactonic |D-Gluconic  |D-Glucuronic  |Glucuronamide |Mucic Acid Quinic Acid D-Saccharic  |yancomycin (+) [Tetrazolium (Tetrazolium
Acid Acid Lactone  |Acid Acid (+) Acid Violet Blue
)
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 GB G9 Gi1 Gi2
p-Hydroxy-  [Methyl D-Lactic Acid  [L-Lactic Acid |Citric Acid a-Keto-Glutaric |D-Malic Acid L-Malic Acid Bromo- Lithium Potassium
Phenylacetic |Pyruvate Methyl Ester Acid Succinic (+) chloride (+) [Tellurite (+)
Acid Acid
H1 H2 H3 Ha H5 HE H7 HB H9 H10 Hil Hi2
Tween 40 (+) [¥-Amino- a-Hydroxy-  [B-Hydroxy- |a-Keto-Butyric |Acetoacetic Propionic Acid |Acetic Acid FormicAcid |aztreonam (+) [Sedium Sodium Bromate
Butryric Butyric Acid  |D,L-Butyric  |Acid Acid (+) Butyrate (+) |(+)
Acid Acid
Stofn AR0424:
Al A2 A3 A4 AS AB AT AB A9 Al0 All Al2
Negative Dextrin D-Maltose D-Trehalose |D-Cellobiose  |gantiobiose (4) [sucrose D-Turanose Stachyose Positive Control pH6(+) pH3
Control (+)
Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 Bi1 B12
D-Raffinose  |o-D-Lactose D-Melibiose  |B-Methyl-D- |D-Salicin MN-Acetyl-D- N-Acetyl-B-D- |N-Acetyl-D- N-Acetyl 1% Nacl (+) 2% Nacl (+) |8% nNacl (+)
glucoside Glucosamine Mannosamine |Galactosamine |Neuraminic
Acid
Cl c2 C3 c4 (o5} (3] Cc7 8 9 C10 C11 Cc12
a-D-Glucose |p-pMannose (+) |D-Fructose D-Galactose |3-Methyl D-Fucose L-Fucose L-Rhamnose  (inpsine (+) [1% Sodium FusidicAcid |p-serine (+)
Glucose Lactate (+) (+)
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
D-Sorbitol D-Mannitol D-Arabitol myo-Inositol Glycerol () D-Glucose- D-Fructose- D-Aspartic Acid |D-Serine Troleandomycin |Rifamycin SV Minocycline (+)
6-PO4 6-p04 (+) (+) (+)
E1l E2 E3 = E5 EB E7 ES ES E10 E1l E12
Gelatin Glycyl-L- L-Alanine L-Arginine  |L-Aspartic Acid |L-Glutamic Acid || _pistidine (+) |L-Pyroglutamic |L-Serine Lincomycin (+) |Guanidine \njaproofa (+)
proline (+) (+) Acid Hel (+)
F1 F2 F3 F4 F5 F§ F7 Fg F9 F10 F11 F12
Pectin D-Galacturonic |L-Galactonic  |D-Gluconic  [D-Glucuronic  |Glucuronamide |Mucic Acid Quinic Acid D-Saccharic  |vancomycin (+) |Tetrazolium |Tetrazolium
Acid Acid Lactone  |Acid Acid (+) Acid Violet Blue
GL G2 G3 G4 G5 Gb G7 G8 G9 G10 G11 Gl12
p-Hydroxy-  [Methyl D-Lactic Acid  [L-Lactic Acid |Citric Acid a-Keto-Glutaric |D-Malic Acid | L-Malic Acid Bromo- Nalidixic Acid Lithium Potassium
Phenylacetic |Pyruvate Methyl Ester Acid Succinic (+) chloride (+) [Tellurite (+)
Acid Acid
HL H2 H3 Ha H5 HE H7 HB H9 H10 H11 H12
Tween 40 y-Aminao- a-Hydroxy-  |B-Hydroxy- |a-Keto-Butyric |Acetoacetic Propionic Acid |Acetic Acid FarmicAcid |aztregnam (+) |Sodium Sodium Bromate
Butryric Butyric Acid  [D,L-Butyric  |Acid Acid (+) Butyrate (+) |(+)
Acid Acid
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Nidurstodur ar nidurbrotspréfum a mismunandi eetisgerdum. Jakvaedur voxtur

er merktur sem (+), en neikveedur voxtur sem (-).

Tafla 4 - Nidurstddur Ur nidurbrotspréfum

Nidurbrotsprof Stofnar
AR0424 KAO0807
Sterkja (-) (+)

Kasein ) )
Sellulési () ()
Xylan ) ()
Beta-glukan -) )
Fosfat ) )
HgCl, ) )
Nitrogen-Free -) -)
Vidauki Il

Radgreind rdd stofns KA0807(CvSm7) utfra 1522R visi:

>KA0807(935bp)

TTCGGGTGTTACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTAGCGTTGCTGATCTACGATTACTAGCG
ACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGAG
ACCAGCTTTTTGGGATTCGCTCCACCTTGCGGTATCGCAGCCCATTG
TACTGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATG
ATGATTTGACCTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTA
TCCCATGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACATAGGACGAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA
CGACAACCATGCACCACCTGTATACGAGTGTCCAAAGAGTTCACTG
TCTCCAGTGCGTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGLCCCCCG
TCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGG
AACTTAATGCGTTAGCTACGACACGGAGACCGTGGAATGGTCCCCA
CATCTAGTTCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAAGC
CTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAG
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AGATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCA
CCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCC
CGTACCCACTGCAAGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAG
ACGTGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGAC
AACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGC
CGG

Radgreind rdd stofns AR0424 atfra 8F visi:

>AR0424(728bp)

CTTCGGATCTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCC
CTTGGGTTCGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGA
TGACGTAAGTCCAAAGATTTATCGCCCAAGGATGAGCCCGCGTAAG
ATTAGCTTGTTGGTGAGGTAAAAGCTCACCAAGGCGACGATCTTTA
GCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGC
GAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGG
TTGTAAAGCTCTTTTACTAGGGATGATAATGACAGTACCTAGAGAA
TAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGG
AGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGG
CTATTCAAGTCAGGGGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAACTGC
CTTTGAAACTAGATAGCTAGAATCTTGGAGAGGTGAGTGGAATTCC
GAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCCACTGGACAAGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGATAACTATCTGTTCGGGCTCTGAGAGTCTGAGTGG

Tafla 5 - Besta porun stofns KA0807, radgreindur Gt fra 1522R visi, samkvaemt BLAST leit

L¥sin ASanasnimer Hamarks | Skor | Gildissvid| E- | Hamarks
ysing gang skor alls alls gildi |einsleitni
Agrococcus
jenensis strain NR 026275.1 1711 1711 100% 0 99%
DSM 9580
Agrococeus baldri | 0 0415431 | 1700 (1700 100% | 0 | 99%
strain IAM 15147 | ——
Agrococcus
citreus strain IAM | NR 041542.1 1688 |1688| 100% 0 99%
15145
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Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

1388
61

1328
121

1268
181

1208
241

1148
301

1088
361

1028
421

968
481

908
541

848
601

788
661

728

Alignment stofns KA0807 vid Agrococcus jenensis:

Vidskipta- og raunvisindasvid

Agrococcus jenensis strain DSM 9580 16S ribosomal RNA, partial sequence.
Lengd = 1473, Skor = 1711 bits (926), E-gildi = 0,0, Einsleitni = 932/935

(99%), Bil = 0/935 (0%)

TTCGGGTGTTACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTAT
FErrrrrrrrrrrrrrerrerrre et e et e e et r e e e e
TTCGGGTGTTACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTAT
TCACCGTAGCGTTGCTGATCTACGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGC
FEETEEErEr et e e e e e e e e e e e e e et
TCACCGTAGCGTTGCTGATCTACGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGC
AGACCTCAATCCGAACTGAGACCAGCTTTTTGGGATTCGCTCCACCTTGCGGTATCGCAG
FEErrrrrrrrr e et et rerrrr e e e et e e e e e e e
AGACCTCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCACCTTGCGGTATCGCAG
CCCATTGTACTGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTT
FEETEEErEr trr e e et e e e e e e e e e e e e e e
CCCATTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTT
GACCTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTATCCCATGAGTTCCCACCATT
FEErrrrrrrrrrrr e et et r e e et e e e e e e e e e e e
GACCTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTATCCCATGAGTTCCCACCATT
ACGTGCTGGCAACATAGGACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
FEErrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e e e e
ACGTGCTGGCAACATAGGACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATACGAGTGTCCAAAGAGTTCACTGTC
FErrrrrrrrrrrrrrrrre e e e e e e e e et et e e e e e
GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATACGAGTGTCCAAAGAGTTCACTGTC
TCCAGTGCGTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAA
FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e e e e e
TCCAGTGCGTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAA
TCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGG
FErrrrrrrrrrrrrrrrre e e e e e e e e et e e e e e e e
TCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGG
CCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTACGACACGGAGACCGTGGAATGGT
FEErErrrrrr et rr e et e et e e e e e e e e e e e e e
CCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTACGACACGGAGACCGTGGAATGGT
CCCCACATCTAGTTCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTTTGC
FErrrrrrrrrrrrrrrrre e e e e e e e e et e e e e e e e
CCCCACATCTAGTTCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTTTGC
TCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCTGCCTTCGCCATCGGT
FEEEEErrrrr et et e e et e et e e e e e e e e e
TCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCTGCCTTCGCCATCGGT
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Query 721  GTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGC 780
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e e e e et et e e e e e e e
Sbjct 668  GTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGC 609
Query 781  ACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAAGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAGA 840
FEEEEEErrrr et et r e et e e e e et et ettt
Sbjct 608  ACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAAGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGTTTTCACAGCAGA 549
Query 841  CGTGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCACCCTA 900
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e e e e et et e e e e e e e
Sbjct 548  CGTGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCACCCTA 489
Query 901  CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGG 935
FEETEEEE et e e et rrnd
Sbjct 488  CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGG 454

Tafla 6 - Besta porun stofns AR0424, radgreindur Gt fra 8F visi, samkveemt BLAST leit

Hamarks | Skor | Gildissvio| E- | Hamarks

Lysing Adgangsnumer | o or | alls | alls | gildi | einsleitni

Sphingobium sp. SYK- | nRr 0743961 | 1166 [1166] 97% | 0,0 | 96%
6 strain SYK-6

Sphingomonas
ursincola strain DSM NR 040825.1 1160 |1160 96% 0,0 97%
9006

Blastomonas natatoria | ng 408241 | 1160 |1160| 96% | 00 | 97%
strain DSM 3183

Sphingomonas
suberifaciens strain IFO | NR_043394.1 1158 |[1158 98% 0,0 96%
15211
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Query

Sbijct

Query
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Alignment stofns AR0424 vid Sphingobium sp. SYK 6:

Sphingobium sp. SYK-6 strain SYK-6, 16S ribosomal RNA, complete

sequence. Lengd = 1500, Skor = 1166 bits (631), E-gildi = 0,0, Einsleitni =

684/710 (96%), Bil = 1/710 (0%)

CTTCGGATCTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTTGGGTTCGGGAT
Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrr e rrr e e e e e i
CTTCGGATCTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTTGGGTTCGGAAT
AACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGATGACGTAAGTCCARAGATTTATCGCCCA
FEEErrr rerr rrrrrr et e e e e e e e e e e e e
AACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGGATGATGACGTAAGTCCAAAGATTTATCGCCCA
AGGATGAGCCCGCGTAAGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAAAAGCTCACCAAGGCGACGATC
FEErrrrrrrrrerr eerrer e et rrrrerrt rrr e e e
GGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATC
TTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
FEETEEET Rttt e e e e e e e e e e e
CTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCG
Frrrrrrrrerrer rerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCG
TGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACTAGGGATGATAATGACAGTACC
FErrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr et rrr e e e
TGAGCGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCCGGGATGATAATGACAGTACC
TAGAGAATAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGC
FEErrrrrrr e e er e et e e e e e e et rrrrd
GGGAGAATAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGC
GTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTATTCAAGTCAGGGGTGAAA
Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrr e rrrrrrrrr et e e
GTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTATTTAAGTCAGGGGTGAAA
GCCCGGAGCTCAACTCCGGAACTGCCTTTGAAACTAGATAGCTAGAATCTTGGAGAGGTG
Frrrrerrrerrerrrerrrerrrrrrrrrr rrr e e e e e e
GCCCGGAGCTCAACTCCGGAACTGCCTTTGAGACTGGATAGCTAGAATCTTGGAGAGGCG
AGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAA
Frrrrrrrrrrrerrrerrrrrr e et e e e e e e e e e
AGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTCCACTGGACAAGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
e NN
GGCGGCT-CGCTGGACAAGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTATCTGTTCGGG 710
FEETEEEEr e e e e e e e e e et el
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCCGGG 784
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Vidauki Il

Nidurstédur ur kjorvaxtarmaelingum a stofnum i TSB ati midad vio styrk

seltu i prosentum a mati tima i klukkustundum og mindtum:

Ljosgleypni 600nm (ODg,,)

1,40

. Forraekt (TSB Preculture)

1:00 s —— /7\\ /
o IS NN
o /[~ /]

&

/ /\/ — ARDA424
0,40
/ / —— KADBO7
0,20 --::-‘-‘4”

. ﬂ‘.m T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

o O D D L OO DD D o O

m“g %“S?mﬁgﬁ N %ﬁg 'é"‘g @g ﬁ”‘g O B J&;“’Q o wﬁ&}ﬁ""&) h"‘gﬁ'ﬁﬁ a""? &
D7 W 5T D b B DAY A D g N BT N
O N U .
Timi (klukkust. og min.)
"%‘ 1,40
s . TSB +0% NaCl i
o —— ARD424 / \
g a —
= —— KACBO7 / \/\/
0,80 -

= N
O 050
£ / L
o 0,40
L 520
& #/
[w] u,m -1 T T T T T T T T T T T T T T 1
—

& r

Ljosgleypni 600nm (ODg,)

1,40

¥

1,20
— AROA424
1,00

D:EHJ —KADB07 / ~ V

¥

0,60

o A
0,20
0,00 '*7“# T T T T T T T T T T T T T 1

Timi (klukkust. og min.)




Haskolinn & Akureyri Vioskipta- og raunvisindasvid
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Hamarksvaxtahradi stofna i TSB a&tum med mismunandi styrk seltu:

Stofn AR0424 Stofn KAO807

Ati Mmax Ati Mmax
TSB + Pre- TSB + Pre-
0% NaCl f:ulture) 0,248 0% NaCl f:ulture) 0,137
TSB + 0% NacCl 0,327 TSB + 0% NacCl 0,315
TSB + 1% NaCl 0,333 TSB + 1% NacCl 0,322
TSB + 2,5% NaCl 0,228 TSB + 2,5% NacCl 0,251
TSB + 5% NacCl 0,302 TSB + 5% NacCl 0,205
TSB + 15% NaCl 0,066 TSB + 15% NaCl 0,046

Nidurstodur Ur vatnsvirknimelingum:

Gerd vokva: Meld Hitastig
vatnsvirkni (aw)
Eimad vatn (dH,0) | 0,999 23,9°C
TSB + 0% NaCl 0,998 23,9°C
TSB + 1% NaCl 0,988 23,9°C
TSB +2,5% NaCl | 0,982 23,9°C
TSB + 5% NaCl 0,951 23,9°C
TSB + 15% NaCl | 0,878 23,9°C
TSB +20% NaCl | 0,748 23,9°C

Hamarksvaxtahradi stofna i TSB atum vid mismunandi hitastig:

Stofn AR0424 Stofn KAO807

/Ati og hitastig | Umax /Ati og hitastig | Mmax
ZEABN-;CI E:I:Jrlft;re) 0,172 T8 f:Ft’Jrl'?l;re) 0,261
Z;Bl\‘;acl (5°c)  |0,051 |TsB (5°C) | 0,049
Z;Bl\‘;ad (15°C) |0,168  |TsB (15°C)  |0,138
Z;Bl\‘;a o (Room®C)|0,194  |TsB (Room°C) | 0,272
Z;,Bn\Tau (30°C) |0,216 |TSB (30°C)  |0,182
ZEA)BI\TaCI (35°C) |0,234  |TSB (35°C)  |0,193
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Nidurstodur ur kjorvaxtarmalingum a stofnum i TSB ati midad vid

mismunandi hitastig & méti tima i klukkustundum og minatum:
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Haskolinn & Akureyri

Vioskipta- og raunvisindasvid

Stofn AR0424 i zeti (TSB + 4% NaCl) vid

mismunandi hitastig
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