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Abstract

In this research four aerobic and organotrophic bacteria, isolated in a
previous project, strains 2ggl, 2R1b, SaGb10 and AnSk8 were used.
All the strains were isolated from four different cyanobacteria deprived
lichens (Rhizocarpon geographicum, Porpidia flavicunda,
Stereocaulon alpinum and Alectoria nigricans respectively) in
Eyjafjordur in northern Iceland. All of the strains are non-phototrophic
bacterial symbionts of lichens and were selected for the present study
as early studies indicated they might possibly represent novel species.
In this research, strains were characterized with 16S rDNA
sequencing along with growth experiments at different temperatures,
water activity and pH. Growth on sole carbon sources was also tested,
as well as Gram reaction, and oxidase and catalase activity tests. All
the strains are ether psychrohilic or borderline psychrophilic. Two of
the isolates, strains 2R1b and 2gg1, could be assigned to previously
described bacterial species Agreia patensis and Bacillus pumilus,
respectively. The remaining two strains are a psyhrophilic, slightly
acidophilic, and slightly halotolerent Micrococcus sp. capable of
utilizing xylose and cellobiose as carbon sources (strain AnSkS8), and a
borderline psychrophilic, halotolerant, slightly alkaliphilic
Stenotrophomonas sp. (strain SaGb10). Both 4. patensis and B.
pumilus are known antagonists, one towards bacteria and the other
towards fungi, and are thus promising targets for further study in

relation to biological control applications.

Keywords: Molecular Microbial Community Analysis, 16S rDNA,

Lichens, Symbiosis
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Eg vil pakka Oddi Vilhelmsyni og Starra Heidmarssyni fyrir ad gefa
mér tekifaeri & ad vinna pessa rannsokn og fyrir ad veita mér géda
hjalp og handleidslu. Asamt peirri uppbyggingu sem peir hafa leitt 4
rannsOknaradstodu og rannsOknarfaerni i sameindaliffreedilegum
adferdum i sameiginlegri ranns6knaradstodu Héaskolans & Akureyri,
Nattarufraedistofnun Islands og Matis ohf. Eg vil pakka Viktor Mar
Bonilla fyrir handleidslu vid rannsoknina og Laru Palsdottur fyrir
yfirlestur. Aftur verd ég ad pakka leidbeinendum fyrir ad minnka
enskuslétturnar og Viktori fyrir ad reida fram pydinguna ,,dui* & buffer.
Eg vil einnig sérstaklega pakka Porsteini Hjaltasyni fyrir ad hafa
vistada utgafu 4 verkefninu 40ur en fartdlvan min hrundi, en po ekki

fyrir yfirlestur sem stod til.



Utdrattur

{ pessari tilraun voru notadir fjorir stiirefnishadir eda valfrjalsir og
ofrumbjarga bakteriustofnar, 2ggl, 2R1b, SaGb10 og AnSk8, sem voru
einangradir i fyrra verkefni. Stofnarnir voru einangradir ur eda af
fjérum mismunandi fléttutegundum an blébakteria (landfradiflikra,
Rhizocarpon geographicum, rydkarta, Porpidia flavicunda,
grabreyskja, Stereocaulon alpinum og surtarkreda, Alectoria
nigricans) ur Eyjafirdi og nagrenni. Verulegra valdhrifa virdist geeta og
mogulegt er ad bakteriurnar séu orjafanlegur hluti af samlifinu. Liklegt
hlutverk peirra i sambylinu ma telja ad sé ad binda kéfnunarefni fyrir
sveppinn og 1josbylinginn. Allir stofnarnir eru lj6s6hadar
sambylisbakteriur islenskra fléttna og gaf fyrri brddabirgdagreining
visbendingar um ad stofnarnir geetu verid af 4dur 6pekktum tegundum.

Ger0 var tegundagreining med radgreiningu 16S rRNA gensins
asamt vaxtatilraunum vid mismunandi hitastig, syrustig og vatnsvirkni.
Einnig var voxtur kannadur a mismunandi kolefnisgjéfum og gerd var
Gramlitun 4samt oxidasa- og katalasaprofum. Stofnarnir reyndust vera
kuldakaerir eda 4 morkum pess ad vera midlungshitakaerir og
kuldakerir. Tveir stofnanna voru greindir til tegunda, stofn 2R1b
reyndist tilheyra Agreia patensis og 2ggl Bacillus pumilus. Hinir
stofnarnir tveir eru annars vegar kuldaker, litid eitt syrukeer, 1iti0 eitt
saltker bakteria af Micrococcus ®ttkvisl sem getur einnig nytt sér
xylose og cellobiose sem kolefnisgjafa (stofn AnSk8), og hins vegar
midlungshitaker til kuldaker, saltpolin, 1itid eitt basaker bakteria af
&ttkvisl Stenotrophomonas (stofn SaGb10). Bedi A. patensis og B.
pumilus eru pekktir anatagonistar, annar gegn bakterium og hin gegn
sveppi, og geeti pvi verid dhugavert ad skima eftir lifvirkum efnum tr
peim.

Lykilord: Sameindaliffraedileg orverupyoisgreining, 16S
rDNA, fléttur, samlifi.
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Markmio

Megin tilgangur pessarar rannsoknar var ad greina valda fulltria
lj6s6hadrar sambylisbakteriubidtu fjogurra fléttutegunda til ettkvisla
med sameindaliffredilegum og orverufredilegum adferdum. Valdir
voru stofnar sem fyrri greining gaf til kynna ad veruleg 6vissa vari um
flokkunarfraedilega stddu peirra, eda jafnvel ad um nyjar tegundir veeri
ad raeda.

Einnig var 4formad ad draga alyktanir um hlutverk pessara stofna i
fléttusambylinu, svo og um mogulega prounarsdgu 1josdhadra

sambylisbakteria fléttna.

Til ad nalgast pessi markmid voru eftirfarandi rannsdknaspurningar

skilgreindar:

. Gefur 16S rDNA radgreining tilefni til ad ®tla ad um 6pekktar
tegundir s¢é ad reda?

. Samsvara vaxtareinkenni og neringarparfir stofnanna peim
lysingum sem birtar hafa verid?

. Er adferdafraedin sem beitt er hentug til ad skilgreina adur
Opekktar tegundir sem kunna ad finnast vid frekari greiningu a4
sambylisbiotu fléttna?

. M3 draga alyktanir um hlutverk stofnanna i sambylinu t fra
fyrirliggjandi heimildum um paer bakteriutegundir sem
greindust?

. Hafa pessir bakteriustofnar adgreinst préunarfraedilega vegna

langvarandi sambylis vid fléttur?

Til ad leita svara vid pessum spurningum voru gerdar tiltolulega
einfaldar tilraunir i lokudum raektum. Notadir voru stofnar sem buid
var ad einangra i tengslum vid fyrri verkefni sem hafa verid i gangi vid

Haskolann & Akureyri.
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1 Inngangur

1.1 Bakgrunnur rannséknar

Litlar rannsoknir hafa verid gerdar 4 bakteriubiotu fléttna. Slikar
rannsOknir samtvinna freedilegar rannsoknir 4 samlifi fléttna og
samskipti svepps vid 1josbyling (photobiont) dsamt hagnytum
rannsoknum 4 mogulegri framleidslu lifvirkra efna.

Sumarid 2007 vann undirritadur ad verkefninu
»Sameindafredileg greining sambylisbakteria fimm fléttu tegunda®, en
pad var styrkt af Nyskopunarsjodi Namsmanna og rannsoknasjodi
Haskolans & Akureyri. Einangradir voru alls 174 stofnar ur 11
fléttutegundum Ur Eyjafirdi og ndgrenni. Framkvaemd var
bradabirgdagreining og var lokamarkmid hennar ad setja upp skilgreint
bakteriustofnasafn. Gerd var hlutaradgreining 16S rDNA gensins
asamt DGGE greiningu ITS svedis milli 16S og 23S rDNA genanna.
Stofnar voru greindir til @ttkvisla eda tegunda og buid til skyldleikatré,
sbr. medfylgjandi greinagerd.

Bradabirgdagreiningin gaf til kynna ad nokkrir stofnanna gaetu
svarad til 4dur 6pekktra tegunda. Med radgreiningu, DGGE flokkun og
efnafrediprofunum voru stofnarnir flokkadir i 18 hopa, fjorir tilheyrdu
Stenotrophomonas, fjorir Rhodococcus, tveir Bacillus, tveir
Microbacterium, tveir Micrococcus, og stakir stofnar greindust af
Chryseobacterium, Pseudomonas, Sporosarcina og Methylobacterium
(sj& Mynd 11, bls. 56 og Toflu 2, bls. 13). Af alls 174 stofnum
reyndust 43 geta vaxid 4 kofnunarefnisfriu @ti og ma pvi telja liklegt
ad hlutverk peirra i sambylinu sé ad binda kdfnunarefni fyrir sveppinn
og ljosbylinginn. bott sambylisbakteriur fléttna, adrar en 1josbylingar,
hafi 1itid verid rannsakadar, hvort sem er hér a landi eda 4 heimsvisu,
b4 hafdi um helmingur peirra attkvisla sem greindust i verkefninu
einnig fundist 4 fléttum i Austurriki. Verulegra valahrifa virdist gaeta

og mdgulegt er ad bakterfurnar séu oérjifanlegur hluti af samlifinu.’

! Adalsteinsson, K., Coe, J. E., Heidmarsson, S. og Vilhelmsson, O. 2007
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1.2 Almennt um fléttur

Flétta er sveppur, asksveppur (Ascomycetes) eda sjaldnar kolfsveppur
(Basidiomycetes) sem lifir i sambyli med ljostillifandi lifveru, hvort
sem er greenporungi (Chlorophyta), blabakteriu (cyanobacteria) eda
hvoru tveggja.” Fléttur eru svokalladir frumkvodlar, setjast ad vid erfid
umhverfisskilyrdi og greida leidina fyrir adrar tegundir til ad setjast ad.
Fléttur geta sest ad 4 beru bergi og smdmsaman unnid a pvi pangad til
a0 par mynda lifvenleg skilyrdi fyrir adrar tegundir. Talid er ad
bergsaknar (saxicolous) fléttur hafi verid medal peirra fyrstu lifsforma
til ad setjast 4 yfirbord jardar.’ Fléttur fyrirfinnast i fjslbreytilegu
umhverfi allt fra kéldum heimskautasvaedum til hitabeltissvada, a
steinum, surum jardvegi eda sitja 4 plontum (epiphytes).*

Margar fléttur mynda svokollud annars stigs efni (secondary
metabolites) og gegna morg hver hlutverki varnarefna gegn 6rverum.’
Efnin eru mjog fjolbreytt og heegt er ad grofflokka lifvirkni peirra i:
Orveruhemjandi virkni, krabbameins- og stokkbreytinga hindrunar
virkni, virkni gegni Human Immunodeficiency Virus (HIV),
plontuvaxtahindrunar virkni, ensim hindrunar virkni, ofnemis virkni
og adra virkni.® A islandi hefur fundist 6rveruhemjandi virkni s.s.
depsida’ og usniksyru®’. Nylega hafa ahrif ymissa fléttufjolsykra 4
angafrumur 6namiskerfisins verid konnud.'® bar sem ekki er vitad
hvort einangrudu efnin séu framleidd af fléttunni eda af
sambylisbakteriu, pa er verdugt verkefni ad leita sérstaklega ad

11,12

lifvirkum efnum framleiddum af sambylisbakterium. '~ bratt fyrir ad

? Ryan, B. D., Bungartz, F. og Nash III, T. H. 2002

* Gadd, G. M. 2007

* Ryan, B. D. o.fl. 2002

> Ing6lfsdottir K., Chung G. A. C., Gissurarson S. R, Skiilason V. G., og Vilhelmsdéttir M. 1998
% Huneck S. og Yoshimura I. 1996

7 Ing6lfsdottir, K., Bloomfield, S. F. og Hylands, P. J. 1985

¥ Ingolfsdottir, K. o.fl. 1998

? Ingolfsdottir, K. 2002

' Freysdottir J., Omarsdottir S., Ingolfsdottir, K., Vikingsson, A. og Olafsdéttir, E. S. 2007 (i prentun)
" Ingolfsdottir, K. o.fl. 1985

12 Ingolfsdottir, K. o.fl. 1998



Haskolinn & Akurevri Vioskipta- og raunvisindadeild

dregi0 hafi i efa 6rveruhemjandi hlutverk annar stigs efna (p.a.m.
Gsniksyru) hja Cladonia stellaris.”

Sveppahlutinn (mycobiont) og ljostillifandi hluti/félagi
(photobiont) fléttunnar mynda saman pal (¢hallus) sem er ,,likami*
fléttunnar. Vanalega er sveppurinn (mycobiont) rikjandi hluti (er allt ad
80-90% af lifmassa fléttunnar) sambylisins.'* Sveppir eru pekktir fyrir
aQ taka patt i margskonar samlifi ekki bara i fléttum, heldur lika med
plontum sem svepprot (mycorrhizae), inni 1 plontum (endophytes) eda i
meltingarkerfi jorturdyra og annarra grasbita.'> Daemi eru um ad
bakteriur sem sitji & (epiphytes) svepp hafi ahrif a efnaskipti sveppsins
ad pvi markmidi ad framleida fendl efnasamboénd.'® Talid er ad medal
asksveppa hafi fléttu samlifi proast a.m.k. tvisvar 6had hvort 6dru og
medal kolfsveppa hafi pad gerst prisvar sinnum.'’

Plontulik bygging fléttna, pal (thalli), er mismunandi 4 lit og
steerd og eru gjorolik fra badum samlifshlutunum samanborid vid pegar
peir eru raektadir stakir.'® Bygging peirra getur verid (sja mynd 1, bls.
5) (a) hradurkennd (crustose, crust-like), (b) bladkennd (foliose, leaf-

like), (¢) runnkennd (fruticose, shrub- or beard-like) og (d) innvaxin

(endolithic)."”

b Stark, S., Kytoviita, M. —-M. og Neumann, A. B. 2007

' Ryan, B. D. o.fl. 2002

15 Taylor, J. W., Spatafora, J., O'Donnell, K., Lutzoni, F., James, T., Hibbett, D. S., Geiser, D., Bruns,
T. D., og Blackwell, M. 2004

16 Blanco, Y., Blanch, M., Fontaniella, B., Legaz, M. E., Millanes, A. M., Pereira, E. C. og Vicente, C.

2002

17 Gargas, A., DePriest, P. T., Grube, M., og Tehler, A. 1995
'8 DePriest, P. T. 2004
' Ryan, B. D., Bungartz, F. og Nash III, T. H. 2002
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(a)

(cl}

Mynd 1 — Bygging fléttna®

Blabakteriur i fléttum tilheyra 14 til 16 @ttkvislum, flokkudum
i fjora adskilda ettbalka (orders). Nostoc er ein peirra attkvisla og hun
getur eining myndad sambyli vid burkna (ferns), kongulpalma (cycads)
asamt haplontuzettkvislinni Gunnera.”' Synt hefur verid ad
hreinrektadur Nostoc 1josbylingur (cyanobionts) himnuskofar,
Peltigera membranacea, var 60ruvisi utlitslega (phenotype) en beint ur
pali fléttna.” Flutningur fra sambyli { hreinrakt hefur pvi
formbreytingar (transformative event) i for med sér fyrir 1j6sbylinginn.
Og leida ma likum ad pvi ad samband Nostac vid fléttu sé

einhverskonar samhjalp eda syking (contiminating) blabakteriunnar.

Talid er um ad einungis 10% fléttumyndandi sveppa stundi
samlifi med blabakteriu (cyanobionts), sem sja sveppnum fyrir
ljostillifudu kolefni asamt kéfnunarefni (Nz).23 Synt hefur fram ad
engin kéfnunarefnisbinding er framkvamd af grenpdorungs
fléttusambyli Cladonia impexa, samanborid vid kofnunarefnisbindingu
Peltigera praetextata.”* En liklegt hlutverk 1j6s-6hadra bakteria i
sambyli fléttna ma telja ad sé€ ad binda kdfnunarefni fyrir sveppinn og

1j6sbylinginn.

20 Lisci, M., Monet, M. og Pacini, E. 2003

*! DePriest, P.T. 2004

2 Miao, V. P. W., Rabenau, A. og Lee, A. 1997
2 DePriest, P.T. 2004

* Scott, G. D. 1956



Haskolinn & Akurevri Vioskipta- og raunvisindadeild

1.3 Samlifi fléttna

Prjar nylegar greinar eru samhljoéma um ad bakteriur sem lifa asamt
fléttum geetu spilad vegamikid hlutverk i samlifi svepps og ljosbylings.
Fimm tegundir fléttna an blabakteriu i Brasiliu reyndust vera med
kofnunarefnisbindandi samlifisbakteriur. Bakteriubiotan virtist
einungis samanstanda af y-protedbakteria, en greindar @ttkvislir voru
Acinetobacter, Pantoea, Pseudomonas, Serratia og
Stenotrophomonas.® 1 rannsokn 4 fléttum i Alaska, Hawaii og Réunion
eyju var metinn moguleika bakteria af fylkingu Actinobacteria til ad
framleida lifvirk efhasambond. Greindar voru &ttkvislir af
Rhodococcus, Pseudonocardia, Streptomyces and Micromonospora.*® 1
sameindaliffredilegri drverupydisgreiningu atta fléttutegunda i
Austurriki og Frakklandi, var flokkad i 25 svipgerdaflokka og greindust
fulltraar hvers flokks i fylkingar Actinobacteria, Proteobacteria og
Firmicutes (sja mynd 2, bls.9). Greindar voru @ttkvislirnar
Curtobacterium, Micromonospora, Streptomyces, Streptosporangium,

Peanibacillus, Bacillus, Inquilinus, Luteibacto og Burkholderia.”’

Hid néna samlifi svepps og 1josbylings er mjog vid skilgreining
par sem hun fellur ekki snyrtilega inn i hina mismunandi flokka
samlifa; snikjulifi, samhjéalp eda gistilifi. Samlifid er sérkennileg blanda
samhjalpar og snikjulifs. Talad er um ad samlifid sé svokallad stjérnad
snikjulifi (controlled parasitism) par sem ljostillifandi hlutinn sé frekar
fornalambid heldur en samstarfsfélagi. Hinn 6frumbjarga félagi
(sveppurinn) reidir sig 4 ljostillifunarhlutann til ad sja sér fyrir kolefni
me0d ljostillifun (fixed carbon). EKki hefur fyllilega verid synt fram &
agoda ljostillifunar hlutans en sveppurinn er talin verja ljostillifunar
hlutann gegn ytri umhverfispattum og sja honum fyrir steinefnum.***’

Samlifid eykur pol gegn umhverfisareiti og vorn gegn andoxunarefnum

og ljosvarnarmekanismar eru meiri en pegar sambylisfélagarnir eru

2 Liba, C. M., Ferrara, F. 1. S., Manfio, G. P., Fantinatti-Garboggini, F., Albuquerque, R .C, Pavan, C.,
Ramos, P. L., Moreira-Filho, C. A., og Barbosa, H. R. 2006

26 Gonzalez, 1., Ayuso-Sacido, A., Anderson, A., og Genilloud, O. 2005

7 Cardinale, M., Puglia, A. M., og Grube, M. 2006

% DePriest, P.T. 2004

¥ Ryan, B. D. o.fl. 2002
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adskildir.”® Vid kuldadreiti og vid areiti af voldum utfjolublas 1joss
hefur verid synt ad Heterodea muelleri styrir vexti graenporungs
(1j6sbylings) og mitdsu fléttunnar.®’ Hvort sem pad er samhjalp eda
stjornad snikjulif, pa er petta samstarf stodugt, sjalfu sér naegt (self-
supporting), og vidheldur sjalfum sér (self-reproducing).’* Svo virdist
einnig ad samproun fléttusamlifsins sé ekki styrt vegna vals fyrir bestu

(optimal) samlifissvipgerd.*

Fléttumyndun er i sumum tilvikum formbreytingaradgerd
(transformative event) fyrir sveppinn. Pvi hata sameindaliffraedilegar
(molecular-genetic), sameindaflokkunarfraedilegar (molecular
systamatics) og prounarfraedilegar (phylogenetic) nalganir umbylt
fléttufreedum 4 seinni arum. Synt hefur verid fram 4 ad fléttumyndun
hefur komid fram og tapast innan sveppa, grenpdrunga og blabakteriu
tegunda.®* Morkin 4 milli fléttusveppa og ekki fléttusveppa eru einnig
ekki alltaf 1j6s. Par sem sumar tegundir eru valftjalsar til
fléttumyndunar og ekki allir fléttumyndandi sveppir hafa 1jostillifandi
félaga fyllilega felldan inn i palid. Auk pess er fjoldinn allur af
sveppum sem ekki eru fléttumyndandi en lifa a fléttum sem snikill
(parasite), rotvera (saprophyte) eda asta (epiphyte). Peir deila pal og
jafnvel photobiont hysilfléttunnar.”> Efnabrigda (chemotype/chemovar)
eda tegunda-pars flokkun getur pvi ekki ein og sér fyllilega adgreint

samlifstegundir.

30 Kranner, 1., Cram, W. J., Zorn, M., Wornik, S., Yoshimura, I., Stabentheiner, E., og Pfeifhofer, H.
W. 2005

31 Hager, A., Brunauer, G., Tiirk, R., og Stocker-Wdrgotter, E. 2008

%2 DePriest, P.T. 2004

33 DePriest, P.T. 2004

3* DePriest, P.T. 2004

3% Ryan, B. D. o.fl. 2002
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1.4 Bakteriuboéta

Takmarkadar rannsoknir hafa verid gerdar & bakteriubiotu fléttna og
pvi ekki haegt ad fullyrda um vistfredilegt hlutverk sambylisbakteria i
fléttum. Sveppurinn hvatar liklegast dkvedin efnaferli i Actinomycetes
og jafnvel fleiri tegundum.*® Stjornunarhzttir sveppsins gaetu samrymst
rannsoknum 4 stjornun svepps gagnvart ljosbylingi sinum. En synt
hefur verid ad fléttumyndandi sveppurinn Heterodea muelleri stjérnar
vexti grenporungs 1josbylingsins og mitdésu innan fléttunnar med

kuldastress og utfjolublaljos hvatadri barbatiksyrutillifun.*’

Lj6s6had sambylisbidta fléttna hefur afar 1itid verid rannsokud
til pessa. I grein Liba o.fl. er visad i torfengnar rissneskar heimildir fra
pvi fyrir daga sameindaliffredilegra adferda (1938-1973), um ad
Azotobacter, Clostridium, Bejerinckia, Bacillus og Pseudomonas hafi
greinst { fléttum,’® en ad 60ru leyti hefur heimildaleit engu skilad um

petta efni utan priggja nylegra greina sem ad nedan er fra greint.

3% Gonzalez, 1. o.f1. 2005
37 Hager, A. o.fl. 2008
38 Liba, C. M. 0.fl. 2006
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Prosthecobacier fusiformis Jggnmﬁ]
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.:‘%riculturalsoil bacterium isolate  51-14 [AJ252581)
100 T18

26
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PhT 14
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PhT 18

100
100, PnT 15
Bacilus sp. GWS -TZ-H236 [AY332220]

—{ FhT 13
Inguilinus fimosis sirsin. AU197S [AYD43375]
PhT 12

Luteihactor rhizovicing strain - LJS8  [AJ580458]
33— PhT 8

10% divergence

o PhHT 8 ]
Uncullured eubaclenum WD263 [AJ292641)

Burlhokterfa sp. CD9  [AY17807
PhT 10

00 |2y Burkholdena phenazinium isolate  Hg 16 [AY154376

ko Burkholkderta phenazinium isolate 10 [§|Y1543

Burkholderia cepacia strain - NKC 1 [AB211225]
Burkholderia multivorans ~ [AF148555]

Mynd 2 — Skyldleikatré®

[ sameindafradilegri orverupydisgreindu Cardinale o.fl. (sja

Uanhgugd earihworm cast baclerium clone  ©220 [A‘l‘1545?8]]

CLU 3

Pagnibaciliis xylandyticus slrain XIL44 [AY427832]

Pmnfhaclﬂunp%ﬂ ABO4 oLy 9

ﬂE Uncultured Bacili bacterium clone  %3Baé1 [AY&UTHQ]] CLU 4

FhT 12

Burkhoideria sordicoia strain - SNU 020123 [AFS12827] ] L2

Bacillus-Clostridium group Actinobacteria

Proteobacteria

nanar 4 mynd 2 ad ofan) greindust tvaer attkvislir af Firmicutes, fjorar

af Actinobacteria og prjar af Proteobacteria. Af 34 ttlitslega

frabrugdum bakterium sem flokkadar voru i 25 svipgerdaflokka.

Paenibacillus, Burkholderia og Luteibactor voru algengar og greindust

i mismunandi fléttum fra 6likum landsvaedum. Sama tegund

(Luteibactor rhizovicina) greindist & prem mismunandi fléttum 4 tveim

mismunandi stodum. Ut fra pvi mé alykta ad samsetning

bakteriusamfélagsins i fléttum sé haod fjolpattum lifrenum og

Olifrenum pattum s.s. tegund svepps (phylogenetic position),

landfraedilegrar stadsetningar, undirlags (substrate), astands

orverusamfélags og framleidsluferlum annars stigs efna (secondary

metabolism) i sveppinum.*

flokkun stofnanna i svipgerdaflokka, og vali eins stofns ur hverjum

Oliklegt ma teljast ad med adferdafraedinni sem beitt var, p.e.

39 Cardinale, M. o.fl. 2006
0 Cardinale, M. o.fl. 2006
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svipgerdaflokki sem fulltraa til frekari greiningar, hafi nadst ad greina
erfoafredilega olika stofna med svipud utlitseinkenni. Annar moguleiki
veri ad flokka stofnana eftir DGGE (Denaturing Gradient Gel
Elecrophoresis) 4 innrodum milli 16S og 32S rDNA.

Morgum spurningum er 6svarad pegar kemur ad pvi hvort per
bakteriur sem lifa med og 4 fléttum hafa préad med sér 6naemi gegn
orveruhemjandi efnum fléttna eda hvort bakteriustofnar eru valdir
(selective) fyrir hysilfléttu.*! Ef bakteriur eru patttakendur { samlifi
fléttna pa hljota paer ad nytast samlifinu eitthvad. Framleidsla annars
stigs efna fra Actinobacterium er moguleiki ** en einnig hafa heefileikar
kofnunarefnisbindandi y-protedbakteria til ad leysa upp fosfat og seyta

it amindsyrum og pléntuhorménum verid rannsakadir.*

Tafla 1 — Utseyting pléntuhorména og uppleysing fosfats™

soﬁll;)?lsiz};ztgn* IAAT Ethylene}
Ste. maltophilia (CBMAI 458) - + +
|Pseudomonas stutzeri (CBMALI 460) - + -
Ste. maltophilia (CBMAI 461) - + +
Acinetobacter calcoaceticus (CBMAI 464) + + -
[Pantoea sp. (CBMAI 465) + + -
Ste. maltophilia (CBMAI 466) + -
[Pantoea sp. (CBMAI 467) + + -
[Pseudomonas sp. (CBMAI 468) - + -
Ste. maltophilia (CBMAI 471) - + +
Ser. marcescens (CBMALI 459) + + -
Ser. marcescens (CBMAI 469) + + -
Ser. marcescens (CBMAI 472) + + +
Ser. marcescens (CBMAI 473) + + -
Ser. marcescens (CBMALI 474) + + -
[+’ signs indicate solubilization halo diameters between 1-5 and 3 cm.
1+” signs indicate production of IAA (qualitative).
1'+’ signs indicate ethylene values between 0-44 and 0-71 nmol produced by 9-day cultures.

*! Ingolfsdottir K o.fl. 1985
*2 Gonzalez, 1. o.1l. 2005
# Liba, C. M. 0.fl. 2006
# Liba, C. M. 0.fl. 2006
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f rannsokn Liba o.fl. 4 kofnunarefnisbindandi
samlifisbakterium fléttna, seyttu 14 stofnar amin6syrum og 3-
indoleacetic acid auxin (IAA) sem vaxtadrvandi plontuhormén og getur
haft plontusykjandi virkni (phytopathogenicity). Atta stofnar af 14
leystu upp fosfat og fjorir seyttu ut plontuhormoninu ethylene (sja toflu
1, bls. 10). Bakteriurnar seyttu ekki fleiri en 4tta mismunandi
amin6syrum,® pd var mélstyrkurinn mun meiri en til samanburdar
Azospirillum sp. vid sému skilyrdi.*® Prir af fjérum hreinraktudum
Stenotrophomonas maltophilia framleiddu plontuhormoén 1 &ti med
methionine. Einungis einn stofn Serratia marcescens seytti ut
plontuhormoni.

Svo virdist ad 6frumbjarga (organotrophic)
kofnunarefnisbindandi bakteriur i fléttum an blabakteria framleidi
lifreen efni sem gaetu nyst fléttunni (hys/i) ef pau eru tjad pegar
bakterian er i fléttunni.*” Synt hefur p6 verid fram 4 ad ethylene
framleidsla fra plontusykjandi bakteriunni Ralstonia solanacearum
stilli tjdningu vissra gena med ad hindra pydingu mRNA 1 hysilplontu
Arabidopsis.*® Geta pvi sambylisbakteriur fléttna verid radandi pattur i
framgang og voxt fléttunnar og pvi mogulegt er ad bakteriurnar séu
orjufanlegur hluti af samlifinu. Hvort sem er af indoleacetic acid eda

ethylene.

1.4.1 Annars stigs efni samlifs bakteria fléttna

Godar likur eru taldar & ad tegundir geislagerla i fléttum framleidi
lifvirk efnasambond. Geislagerlar (Actinomycetales) er vel pekktur og
fjolbreyttur ettbalkur Gram jakvaedra, pradmyndandi bakteria innan
fylkingarinnar Actinobacteria® Geislagerlar eru algengir i jardvegi og
O0drum svaedum par sem peir taka patt i pvi mikilvaga vistfredilega

hlutverki ad umbreyta naringu i jardvegi (soil nutrient turnover).

* Liba, C. M. o.fl. 2006

* Thuler, D.S., Floh, E. I. S., Handro,W. og Barbosa, H. R. 2003
" Liba, C. M. o.fl. 2006

* Valls, M., Genin, S. og Boucher, C. 2006

# Stackebrandt, E., Rainey, F. A., og Ward-Rainey, N. 1. 1997
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Flestir stofnar eru rotverur (saprophytic) og geta nytt sér til framdrattar
nastum pvi hvada naringu sem er. Hin margvislegu efnaskipti sem
bakterian getur framkvemt eru idulega i tengslum vio
framleidsluaukandi efnaskipti (secondary metabolism). Hin feiknarlega
fjolbreyttu efni eru talin spila mikilvaegt hlutverk i vidhaldi, tjaskiptum
(signaling) milli bakteria og landnami nyrra svada og bakteria.”

Vi0 skimun & dkvednum genum i geislagerlum einangrudum ur
fléttum, kom 1 1j6s ha tidni af genum tengdum framleidslu sameinda og
samskipta polyketide og non-ribosomal peptida (PKS-1, PKS-II og
NRPS (biosynthetic systems)). Magn svorunar var meira en i
samanburdarstofnun og umhverfissynum. Lag tioni af APH og HMG
ber saman vid nidurstodur 4 actinomycetes ur 6druvisi
umhverfissynum. Lag tidni aminoglycoside phosphotransferase gena
sem virdist hindra biosynthetic ferla eru liklega ekki einkennandi fyrir
sambylisbakteriur actinomycetes. Athyglisvert er ad genin PKS-I,
PKS-II og NRPS sem skimad var fyrir, voru ekki tjad sem leidir ad
peim séu liklegast stjornad med samskiptum vid hysil, sem er liklegast

1
sveppur.”

3% Gonzalez, 1. o.fl. 2005
31 Gonzalez, 1. o.fl. 2005
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1.5 Stofnar

[ sumarverkefni Adalsteinsson o.fl.”>>>**

voru einangradir
nedangreindir stofnar, Gr prem fléttum sem allar hafa greenpérung sem
ljosbyling, fra Eyjafjardarsvaedinu, & Nutrient Broth agar vid 20°C.
Fyrir audgunarrektun var reynt ad adgreina innri bakteriur fra ytri
bakterium & fléttusynunum. Fléttusynum var pvi dyft i 10% H»O, vid 4
min. P4 voru badi 6medhondlud syni og medhondlud syni med H,O,
rektud upp. Einangradar bakteriur ir medhéndludum synum eru pvi
upprunnar innan ar fléttunum 4 medan émedhdndludu einangrudu
bakteriurnar geta verid badi verid upprunnar innan og utan a pali

fléttunnar.> { verkefninu verdur Iyst nanar stofnunum 2gg1, 2R 1,

SaGb10 og AnSkS.

Tafla 2 — Greindir stofnar®

Strain # Source lichen Sampling Thallus Growth Colony Gram  Cell N2- Most closely related GenBank 16S Max DGGE Phylum
X treat- temp- morph- reactn morph- fixing¥ rDNA sequence (Accession number) seq  phylo-
site erature A ology# € idty  type
ment ology

Rogl R. geographicum A none 20 Y + B = Bacillus pumilus (EU071561) 81% D  Firmicutes
AnSk7 A. nigricans K none 20 YG + C Microbacterium sp. (AB234055) 96% Actinobacteria
JAnSk8 A. nigricans K P 20 Y,FE + C (P&T) - Micrococcus sp. (EU029625) 82% Actinobacteria
JA0Sk6 A. ochroleuca K P 20 R + C + Rhodococcus sp. (DQ985073) 93% Actinobacteria
[CaK8 C. aculeata K none 20 P + C + Microbacterium sp. (DQ227343) 90% Actinobacteria
[CaK 14 C. aculeata K none 20 W,L,S B + Pseudomonas sp. (AY263479) 96% Proteobacteria
[CbSb14 C. borealis M none 30 w + B Bacillus sp. (AM293001) 99% D Firmicutes

TGk3 C. rangiferina M none 20 WS + CB + [¢

vSm5 C. verruculifera N none 20 YG CB + A

vSm9 C. verruculifera N P 20 Y CB A

vSm11 C. verruculifera N P 20 P + C(T&C) Sporosarcina saromensis (AB243864) 96% Firmicutes
ICvSm14 C. verruculifera S none 30 Y + C-E Micrococcus luteus (EF028208) 96% Actinobacteria
[R21 P. flavicunda A none 20 R, Sm - B + Methylobacterium sp. (AY569283) 94% Proteobacteria
SaGb2 S. alpinum K none 30 A\ B + A
SaGb6 S. alpinum K none 20 B CB Chryseobacterium sp. (AM232809) 95% Bacteroidetes
SaGb7 S. alpinum K none 30 + C + Rhodococcus erythropolis (EF362636) 94% C Actinobacteria
SaGb10 S. alpinum K P 20 - B + Stenotrophomonas sp. (EU073955) 93% A Proteobacteria

VA = Lowland rocky outcrops in-town in Akureyri, K = Craggy highland area above Kjarnaskogur forest, M = Moorish highland area at Lake
Myvatn, NE-Iceland, S = seashore, Eyjafjorour, NE-Iceland

SP = thallus surface sterilized with H,0,, none = no surface sterilization

%Y = yellow, YG = yellow with a green tinge, R = red, FE = “fried eggOshape, P = pink, W = White, L = large, S = shiny, Sm = small, B = brown
B = bacilli, C = cocci, CB = coccobacilli, C-E = coccoidal or ellipsoid, P&T = pairs and tetrads, T&C = tetrads and larger clusters

¥ As judged by growth on the N-free medium

32 Adalsteinsson, K. o.fl. 2007

33 Kolbeinn Adalsteinsson 2007

** Oddur Vilhelmsson 2007
33 Adalsteinsson, K. o.fl. 2007
36 Adalsteinsson, K. o.fl. 2007
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1.5.1 Stofn 2gg1 (Bacillus pumilus)

Stofn 2ggl einangradist frd émedhondludu hrudurfléttusyni,
Rhizocarpon geographicum (landfraediflikra), 4 klopp innan bajamarka
Akureyrar, og tilheyrir bakterium af attkvislinni Bacillus. Samkvaemt
hlutaradgreiningu 330bp 4 16S rRNA geni stofnsins var r6din med
81% einsleitni fyrir Bacillus pumilus. Par sem einungis hefur farid
fram einfold (x1) hlutradgreining 4 stofninum er ekki vitad hvort um

nyja tegund sé ad reeda en margt bendir po til ad svo sé. >’

Mynd 3 — Stofn 2gg1

DGGE flokkun bar saman vid stofn CbSb14 (DGGE flokkun
D) sem einangradist ur runnfléttu, Cladonia borealis (skarlatbikar), fra
halendi vestan Myvatns (vid Hratakvisl). Samkvemt einfaldri 435bp
hlutradgreiningu 16S rRNA gensins var 99% einsleitni vid Bacillus sp.
og Bacillus psychrodurans. Utlit kolonia stofns 2gg1 er gul (sést illa &
mynd 2 ad ofan) en stofn CbSb14 er hvit. Badir stofnarnir er Gram
jékveedir, staflaga (bacilli) og geta ekki lifad 4 kofnunarefnisfriu ati
(sja Toflu 2, bls. 9). Nanar er fjallad um stofn 2ggl og lifedlisfredilega

eiginleika hans { nidurstodum.®

1.5.2 Almennt um Bacillus

Greinst hefur Bacillus 1 fléttum adur, Cardinale o.fl. greindu fjora
svipgerdaflokka sem taldir voru tilheyra eettkvislinni Bacillus.” B.

pumilus hefur synt aetis6hdoda fjolvirka (multi-target) antagonista virkni

37 Kolbeinn Adalsteinsson 2007
3% Adalsteinsson, K. o.fl. 2007
%% Cardinale, M. o.fl. 2006
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gegn sveppnum A. cochleoides.” bar af 1eidir ad B. pumilus er mjog
likleg sambylisbakteria fléttna og gati einnig verid ahugaverd til ad

skima eftir lifvirkum efnum.

1.5.3 Stofn 2R1 (Methylobacterium sp.)

Stofn 2R1 einangradist fra 6medhondludu fléttusyni Porpidia
flavicunda (rydkarta) & klopp innan bajamarka Akureyrar, og tilheyrir
bakterium af attkvislinni Methylobacterium. Samkvamt
endahlutradgreiningu 16S rRNA gensins (um 450bp og 450bp) sem
gerd var a stofninum var r60in med hamark 94% einsleitni vid

Methylobacterium sp. '

Mynd 4 — Stofn 2R1

bar sem einungis hefur farid fram einfold (x1) hlutradgreining &
stofninum er ekki vitad hvort um nyja tegund sé a0 raeda en margt
bendir po6 til ad svo sé. Stofn 2R1 er Gram neikvadur, staflaga (bacilli)
og gat lifad & kofnunarefnisfriu @ti. Nanar er fjallad um stofninn og

lifedlisfraedilega eiginleika hans i nidurstodum.*

1.5.4 Almennt um Methylobacterium

Ekki er vitad til ad Methylobacterium hafi adur verid greind i fléttum
en hun hefur fundist 1 haplontum. Nylegar rannsoknir syna ad

Methylobacterium stofnar bindi kofnunarefni og séu sambylisbakteriur

5 Nielsen, P. og Serensen, J. 1997
5! Kolbeinn Adalsteinsson 2007
62 Adalsteinsson, K. o.fl. 2007
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med plontum (i rotakerfi peirra).®® Eru jafnvel sérhaefoar gagnvart
akvednum haplontutegundum.®* Synt hefur verid fram 4 ad

65,66

Methylobacterium getur framleitt cytokin zeatin™" og vaxtadrvandi

plontuhormonid indoleacetic acid (IAA)Y.

1.5.5 Stofn SaGb10 (Stenotrophomonas sp.)

Stofn SaGb10 einangradist ur Sterocaulon alpinum (grabreyskja) a
klettum ofan Kjarnaskdgar og tilheyrir bakterium af a@ttkvislinni
Stenotrophomona. Fléttusynid hafoi verid H,O, medhondlad fyrir
uppraktun og einangrun. Samkvamt endahlutradgreiningu 16S rRNA
gensins (um 400bp og 350bp) er stofninn med 91% og 93% einsleitni
vid Stenotrophomona sp. d4samt Stenotrophomona maltophilia. Par sem
einungis hefur farid fram einfold (x1) hlutradgreining a stofninum er
ekki vitad hvort um nyja tegund sé ad raeda en margt bendir po6 til ad
svo sé. Stofn SaGb10 er Gram neikvadur, staflaga og gat lifad 4

kofnunarefnisfriu ati.

Mynd 5 — Stofn SaGb10

DGGE flokkun bar saman vid prja adra stofna (DGGE flokkun
A) ar Stereocaulon alpinum (stofn SaGb2) og hradurfléttu, Caloplaca
verruculifera (strandmerla), (stofnar CvSm5 og CvSm9) af strond

Eyjafjardar (sja Toflu 2, bls. 9). Utlit kolonia stofhs SaGb10 og SaGb2

63 Sy, A., Giraud, E., Jourand, P., Garcia, N., Willems, A., de Lajudie, P., Prin, Y., Neyra, M., Gillis,
M., Boivin-Masson, C., og Dreyfus, B. 2001

64 Yates, R. J., Howieson, J. G., Reeve, W. G., Nandasena, K. G., Law, 1. J., Brau, L., Ardley, J. K.,
Nistelberger, H. M., Real, D., og O'Hara. 2007

65 Ivanova, E. G., Doronina, N. V., Shepeliakovskaia, A. O., Laman, A. G., Brovko, F. A. og
Trotsenko, Y. A. 2000 (Utdrattur) Heimild 4 Riissnesku

66 Koenig, R. L., Morris, R. O. og Polacco, J. C. 2002

" Ivanova, E. G., Doronina, N. V. og Trotsenko, Y. A. 2001
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er hvit og voru stofnarnir badir staflaga. Utlit k61onia stofns CvSm5 og
CvSm9 er gul med ma greenum lit annars vegar og gul hinsvegar og
voru stofnarnir badir ,,sma‘ staflaga (coccobacilli). Einungis einn
stofninn (hin guli CvSm9) lifdi ekki 4 kofnunarefnisfriu @ti og eru peir
allir Gram neikvadir. Nanar er fjallad um stofn SaGb10 og

lifedlisfreedilega eiginleika hans i nidurstodum.®®

1.5.6 Almennt um Stenotrophomonas

Attkvislinni Stenotrophomonas var lyst sem nyrri &ttkvisl arid 1993,
af einni pa greindri tegund Xanthomonas maltophilia (4dur
Pseudomonas maltophilia).”’ Adgreint var stofnum innan S.
maltophilia sem eru antagonistar gegn sveppum (fr4 umhverfissynum)
og sjukdomsvaldandi (fra sjuklingum). Hegt var ad greina antagonista
i tvo adgreinda hopa asamt einum stokum stofni.”® Annar hépurinn var
sidar skirdur S. rhizophila.”’

Af greindum bakterium S. maltophilia og Pseudomonas sp. 1
fléttum 1 Brasil pa voru peir stofnar jakvaedir gagnvart nifH preifurum
fyrir genum sem eru pekkt i kofnunarefnisbindandi ferlum. Auk pess
par sem allir stofnar S. maltophilia seyttu plontuvaxtarhorméninu

Ethylene.”

1.5.7 Stofn AnSk8 (Micrococcus sp.)

Stofn AnSk8, einangradur (innan) Ur runnfléttu, Alectoria nigricans
(surtarkreeda), 4 klettum ofan Kjarnaskogar og tilheyrir bakterium af
gttkvislinni Micrococcus. Samkvaemt hlutradgreiningu 16S rRNA sem
gerd var 4 stofninum var um 260bp r60 med 82% einsleitni vid

Micrococcus sp. og Micrococcus luteus (E gildi 1¢7").”

68 Adalsteinsson, K. o.fl. 2007

% Palleroni, N. J. og Bradbury, J. F. 1993

" Minkwitz, A. og Berg, G. 2001

m Wolf, A., Fritze, A., Hagemann, M. og Berg, G. 2002
72 Liba, C. M. o.fl. 2006

3 Kolbeinn Adalsteinsson 2007
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Mynd 6 — Stofn AnSk8

bar sem einungis hefur farid fram einfold (x1) hlutaradgreining
a stofninum er ekki vitad hvort um nyja tegund sé ad raeda. Stoftn
AnSk8 er Gram jakvaedur, kululaga (cocci) og gat ekki lifad 4
kofnunarefnisfriu ati. Nanar er fjallad um stofninn og lifedlisfredilega

eiginleika hans i nidurstodum.”

1.5.8 Almennt um Micrococcus

Micrococcus &ttkvislin var endurskilgreind 1995 og innihélt pa
einungis tveer tegundir M. luteus og M. Iylae.” Kuldaker
(psychrophilic) tegund greindist arid 2000, M. antarcticus.”® Var
ettkvislin sidan arid 2002 M. luteus aftur skilgreind og 1yst
prennskonar Biovar innan tegundinnar.”’

Ekki er vitad til a0 Micrococcus hafi 4dur verid greind i
fléttum. Annar stofn var po greindur, CvSm14, af Adalsteinsson o.fl.
til Micrococcus og er liklegast ekki sama tegundin par sem ekki fekkst
samberileg DGGE flokkun (sja Toflu 2, bls. 9). Stofninn einangradist
ur hradurfléttu, Caloplaca verruculifera (strandmerla), af strond
Eyjafjardar og samkvamt einfaldri 450bp hlutradgreiningu 16S rRNA
gensins var 96% einsleitni vid Micrococcus luteus d4samt mogulegum

rodum frad Micrococcus antarcticus og Micrococcus sp. Stofn CvSm14

™ Adalsteinsson, K. o.fl. 2007

7> Stackebrandt, E., Koch, C., Gvozdiak, O. og Schumann, P. 1995

76 Liu, H., Ma, Y. og Zhou, P. 2000

" Wieser, M. Denner, E. B. M., Kéampfer, P., Schumann, P., Tindall, B., Steiner, U., Vybiral, D.
Lubitz, W., Maszenan, A. M., Patel, B. K. C., Seviour, R. J., Radax, C., og Busse, H.-J. 2002
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er Gram jakvaedur, kalulaga (coccoidal) eda sporvala (ellipsoid), gat

ekki lifad 4 kofnunarefnisfriu eti og utlit kolonia stofnsins er gul.”

78 Adalsteinsson, K. o.fl. 2007
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2 Efni og adferdir

2.1 Ati og stofnar

Unnid var med stofna 2ggl, 2R1, SaGb10 og AnSk8 sem safnad var i
sumarverkefni undirritads. Og voru stofnanir geymdir vid -20°C 1 40%
(v/v) glycerdllausn eftir viku frystingu vid -80°C.”° Ollum stofnum var
s40 1 Nutrient Broth (NB) og svo endursad (10% saning) med priggja
daga millibili vid stofuhita, 4 medan 4 tilraunum st6d. Allar tilraunir
voru framkvemdar 4 2 daga gdmlum raektum, nema annad sé tekid
fram.

Bid var til NB @ti samkvamt framleidanda (Difco) 4samt NB
@ti af tvofaldum styrk (2xNB). Afjonad og siad vatn (dH,O), NB eti
og 2xNB @ti var daudhreinsad i prystisjédara (atoklava) vio 121°C 1 15
min. Hid afjonada, siada og daudhreinsada vatn er kallad ddH,O

framvegis. Oll 4hdld voru daudhreinsud vid 121°C 1 20 min.

Buid var til NB &ti med vidbattu 2,0%; 3,5%; 4,0%; 5,0%:;
7,0%; 12,0%; 20,0% og 25,0% (w/v) af NaCl. Ztin voru daudhreinsud
vid 121°C 1 15 min og vatnsvirkni @tis mald tvisvar vid herbergishita i
Aqualab vatnsvirknimali. Dregid var upp samband [NaCl] og

vatnsvirkni i NB a&tinu med pvi ad nota reikniforritid Excel.

Skilgreint @ti (defined medium, DFM) var byggt 4 @ti Pattee
og Neveln*®, med breytingum samkvaemt Vilhelmsson®'. Gerdar voru
prjar stofnlausnir, A1, Bl og C1. Lausnirnar voru daudhreinsadar med
stun 1 gegn um 0,45um filter i daudhreinar floskur. Stofnlausnir voru
pynntar med ddH»O pannig ad lokastyrkur 1 g/L af ®ti veeri
eftirfarandi: (Lausn A1) K,HPO4 7g; KH,HPO, 2g; Nascitrate-2H,0O
0,4g; MgS0O4 0,05g; (NH4),SO4 1g. (Lausn B1) Thymine 20mg.
(Lausn C1) FeCl,-4H,0 2,19g; MgCl,-4H,0 1,01g; NaMoO4 11mg;
ZnS0O4 7H,0 10mg; CuSO4-5H,0 10mg; CoCl,-6H,0 11mg.

" Adalsteinsson, K. o.fl. 2007

% pattee, P. A. og Neveln, D. S. 1975 Sleppt var purines og pyrimidines, aminésyrum, vitaminum og
agar

81 Vilhelmsson, O. 2000 Sleppt var H,BO,
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DFM var batt med 26 mismunandi kolefnisgjofum: 1,4-
Diaminobutane, a-Ketobutyric Acid, a-Cyclodextrin, a-D-Glucose-1-
Phosphate, a-Methyl-D-Glucoside, N-Acetyl-D-Glucosamine,
Glycogen, Gly-Glu (Glycyl-L-Glutamic Acid), D(+)Cellobiose, D-
Fructose, D(+)Galacturonic Acid, D(-)Mannitol, D(+)Xylose, D-Malic
Acid, D-Galactonic Acid A-Lactone, Lactose, Itaconic Acid, L-
Phenylalanine, 2-Phenylethylamine, i-Erythritol, Methyl pyruvate, L-
Arginine L-Asparagine, L-Threonine, Tween 40 og Tween 80.
Molstyrkur koletnisgjafa var 27,75mM nema fyrir Glycogen, par sem
styrkur var 0,25mg/ml. Kolefnisgjafalausninar voru siadar i gegn um
0,45um filter 1 daudhreinar floskur.

Tvennskonar syrustigs diar voru bunir til samkvaemt Breznak
og Costilow, * Citrat-fosfat dui fyrir syrustig 4.0 til 7,0 og Tris-HCl
dui fyrir syrustig 7,2 til 9,0. Gerd var 0,1M citric acid lausn (Lausn
A2); 0,2M Na,HPO, (Lausn B2); 0,2 M Tris (Lausn C2); 0,2 M HCI
(Lausn D2). Lausnum A2 og B2 var blandad saman til ad f4 Citrate-
phoshate dua og svo lausn C2 og D2 til ad fa Tris-hydrocloride dua.
bynnt upp i 100 ml med ddH,0O asamt ad mela syrustig dianna med
Orion4Star fra Thermo electron corp. Syrustigs daarnir (pH duar) voru

siadir 1 gegnum 0,45um filter i daudhreinar floskur.

2.2 Vaxtartilraunir

Vaxtatilraunir & stofnum 2gg1, 2R1, SaGb10 og AnSk8 voru
framkvaemdar til ad meta kjorhitastig, -vatnsstyrk og -syrustig
stofnanna. Vatnsstyrks og syrustigs vaxtatilraunirnar voru
framkvaemdar 4 100 brunna plétum i Bioscreen microplate reader
(Growth Curves Ltd, Finland). Gerd var prefold akvordun (¢riplicate) &
Ollum vatnsstyrks og syrustigs vaxtamalingum. Fyrir
kjorsyrustigsmelingu var stofnum sad i 10 ml af 2xNB (3% saning).
Blandad 200pl af sadu 2xNB @ti hvers stofns og 200ul pH dua i hvern
brunn. Framkvemt var kjorsyrustigsmelingar vid pH 5,22; 5,52; 5,78;

%2 Breznak, J. B. og Costilow, R. N. 2007
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5,94; 6,11; 8,26 og 8,89 skv. syrustigsmelingum pH dua. Fyrir
kjorvatnsvirknimealingu var stofnum sad i 10 ml af NB @ti med
tilgreindum styrki NaCl (1% séning). Pipettad var 400ul i hvern brunn.
Framkvamt var kjorvatnsvirknimelingar vid 2,0%; 4,0%; 7,0%;
12,0%; 20,0% og 25,0% (w/v) af NaCl.

Vaxtartilraunirnar fyrir kjorvatnsvirkni og -syrustig voru
framkvemdar vid 26°C og var ljosgleypnin meld vid 600 nm. Mlt
var med 20 min. millibili med 10 sek. midlungs hristingi fyrir
melingar i 96 klst. Reiknadur var kynslédatimi og vaxtarhradi med pvi
a0 nota reikniforritid Excel.

Vaxtatilraunirnar fyrir kjorhitastig voru framkvamdar i
vatnsbadi med stodugum hristingi. Stofnum var sad i 75 mL af NB eti
(1,3% séaning) og latnir vaxa i vatnsbadi med 100rpm 4 min. vid 14, 24,
28, 34 0og 45°C. Fylgst var med vexti med pvi ad mela ljosgleypni i
reektinni med akvednu millibili 1 samtals 72 klst. en pa hafoi voxturinn
nad hamarki og ljosgleypnin farin ad minnka & ny. Ljosgleypnin var
meld 1 [jésgleypnimeli vid 600 nm. Kynslodatimi og vaxtarhradi var
reiknadur ut med pvi ad nota reikniforritid Excel.

Vi0 utreikning 4 kynsl6datima og vaxtarhrada i reikniforritinu
Excel var dreginn upp maldur lifmassi (X) sem fall af tima. Algengast
er a0 kynslodatimi og vaxtarhradi séu reiknud med fallinu;
upphafsmagn sinnum exponential veldi af vaxtahrada (i) og tima (t)
(X,). Eda X=X, *e"'. Samkvamt pvi er kynslodatimabil 1/u.** En par
sem einstok fruma skiptir sér &fram 1 rununni: 1,2,4,8,16,32... , pa var

gildi reiknud Ut samkvemt formulunni: X=X,*2",

2.3 Profanir

Akvordud var lagmarksporf (grunnlausn) stofnanna fjogurra fyrir
lausnum A, B og C. Blandad var saman lausnum A, B (ef porf var 4)

og C dsamt mismunandi kolefnisgjafa.

8 Koch, A. L. 2007
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Kolefnisgjafaprofanir & stofnum 2ggl, 2R1, SaGb10 og AnSk8
voru framkvemdar til ad meta voxt stofnanna 4 mismunandi
kolefnisgjofum. Kolefnisgjafapréfanirnar voru framkvaemdar med
Bioscreen microplate reader frda Growth Curves Ltd., med 100 brunna
plotum sem taka rima 500ul hver. Stofnum var sad i 5 ml af
lagmarksaeti an kolefnisgjafa (5% saning). Microplate brunnarnir voru
hladnir med 100 pl af fjorfoldum styrki kolefnislausna og sidan 300 pl
grunnlausn, alls 400ul. Témasyni (blank) var keyrt med ddH»O 1 stad
koletnisgjafalausnar og gerd var prefold akvordun fyrir hvern
koletnisgjafa og tobmasyni.

Kolefnisgjafaprofanirnar voru framkvaemdar vio 26°C og var
lj6sgleypnin meld vid 600 nm. Malingar voru gerdar med 30 min.
millibili, med 10 sek. midlungshristing fyrir maelingar, 1 50 klst. en pa
hafdi voxturinn ekki ndd hamarki. Fylgst var afram med vextinum med
malingum annan hvor dag. Voxtur var metinn med pvi ad nota
reikniforritid Excel.

Framkvaemd var Gramlitun® og katalasaprof®’. Framkvaemt var

oxidasaprof med BBL DrySlide Oxidase snepilbladi.

2.4 16S rDNA greining

Stotnar 2ggl, 2R 1, SaGb10 og AnSk8 voru radgreindir med pad ad
markmidi ad ad fa 3-5falda pekju (coverage) 4 16S rRNA geni peirra.
PCR afurdir og DNA utdrattur var rafdreginn, eftir hentugleika, i
agarosageli (150V, 200mA 1 30 min), litad med EtBr (ethidium
bromide) lausn og skodadur undir UV lampa, asamt DNA ladder. Syni
til PCR mognunar voru undirbuin pannig: 1,5 ml af priggja daga
gamalli (NB) vokvarakt af stofnunum voru spunnir nidur endurtekid
(alls prisvar) vid 16.000 falda pyngdarhrédun (xg) 1 5 min. Ofanfloti
var hellt af 4 milli endurtekninga. Utdrattur DNA @r frumumassa var
framkvemdur med PureGene Utdrattar-kitti fra samkvaemt

leidbeiningum framleidanda.

84 Beveridge, T. J., Lawrence, J. R. og McMurray, R. G. E. 2007
% Tindall, B. I., Sikorski, J., Smibert, R. A. og Krieg, N. R. 2007
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DNA utdratturinn var notadur sem mognunarsnid (femplate) og
16S rDNA magnad med 7EG DNA polymerasa (frd Prokaria, na
Matis) og almennu (universal) visapérunum 27F (5-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-"3) og 1522R (5'-AAG GAG GTG ATC CAA
CCG CA-"3)*. Blandad var i 25 pl PCR hvarfi: 2,5 ul Buffer, 1,25 pl
dNTP, 1,25 ul MgCl,, 1 pl af hvorum visi, 0,4 ul TEG polymerasa,
14,6 pul ddH>O og 3 pl af DNA tutdratti. Keyrt var stiglekkandi PCR:
94°C 1 5:00 min.; 18 hringi: 94°C 1 1:00 min., 65°C (-0,5°C vid hvern
hring) 1 1:00 min., 72°C 1 0:50 min.; 35 hringi: 94°C i 1:00 min., 54°C
1 0:50 min., 72°C 1 0:50 min.; 4°C stanslaust.

PCR afurd allra stofnanna var pvi nest endurmognud 1 50 pl
hvarfi med somu visum, sama styrkleik hvarfefna og sama PCR
keyrsla. Notad var Tag DNA polymerase (fra New England BioLabs
inc.) med somu virknieiningum og TEG DNA polymerasa fyrra hvarfs,
asamt 0,2pul 1 alls 50ul hvarfi af Bovine Serum Albumin (BSA).

PCR afurdinar voru radgreindar med BigDye Terminator v1.1
cycle Seqgencing Kit fra Applied BioSystems med 0,3 pl af stokum
visi, 8,7 ul ddH,O, 8,0 ul BDT mix (4 pul BDT, 2 pl 5x Buffer og 2 pl
ddH,0) og 2,0 pl af PCR afurd i alls 20 pl hvarfi. Keyrt var kontrol 4
ul BDT mix, 3 pl Pgem, 4 ul M13 og 9 ul ddH,0. Keyrt var hot-start
PCR: 96°C 1 5:00; 35 hringi: 96°C 1 0:30, 55°C 1 0:15, 72°C 1 0:50;
4°C stanslaust. PCR afurdin var radgreind med almennu 16S rRNA
visaporunum 27F, 1522R, 357F (5'-CTC CTA CGG GAG GCA GCA
G-'3), 704F (5'-GTA GCG GTG AAA TGC GTA GA-"3), 1114F (5'-
GCA ACG AGC GCA ACC C-"3), 519R (5'-GAA TTA CCG CGG
C(GT)G CTG-"3), 685R (5'-TCT ACG CAT TTC ACC GCT AC-'3)
og 1100R (5'-GGG TTG CGC TCG TTG-"3).*’

Afurdin var felld ur lausn med einum hluta 3M natrium asetat
(pH 8.0) og 5 hlutum 96% etanol. Spunnid var nidur vid 10.300xg i 20
min., pipettad upp ofanflotid og pellettan pvegin med 200 ul af 70%
etanol. Etanolid var 14tid standa i 15 min. 4dur en lausnin var spunnin

vid 10.300xg 1 10 min. Flotid var pipettad upp, eppendorfglasinu hvolft

8 Johnson, J. L. 2007
87 Johnson, J. L. 2007
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4 pappir og 1atid porna vid herbergishita i 4 tima. Pellettan var leyst
upp 1 HiDi Formamide, bedid i 30min. og radgreint i ABI Prim 310 fra
Applied BioSystems.

Farid var handvirkt yfir radir i FinchTV (DNA
sequencing chromatogram trace viewer) og fyllt inn samkvaemt I[UB
koda. Videigandi radir voru keyrdar i ClustalW forriti® og lokar6d

(consensus sequence) valin handvirkt.

88 Larkin, M. A., Blackshields, G., Brown, N. P., Chenna, R., McGettigan, P. A., McWilliam, H.,
Valentin, F., Wallace, I. M., Wilm, A., Lopez, R., Thompson, J. D., Gibson, T. J. og Higgins, D. G.

2007
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3 Nidurstoour

Samantekt vaxtatilrauna og a,, malinga NB @tis er ad finna i vidauka
II1. Lokaradir 4samt einfoldum radgreininarrodum fra fyrra verkefni er
a0 finna i vidauka IV. Dregid var upp samband [NaCl] og vatnsvirkni i

NB @tinu med pvi ad nota reikniforritid Excel.

aw stadalklrva

1,00

y = -26399x + 26495 | 4000
2 _
R? = 0,9954 - 3500
/ 2000
e 1500
1000
% T T T T T T T O

0,98 0,96 0,94 0,92 0,90 0,88 0,86 0,84 0,82

aw

5000
- 4500

- 3000
2500

500

[NaCl] (mM)

Mynd 7 — a,, maeld i NB &eti vid stofuhita (22,6°C)

Voxtur & koletnisgjofum var flokkadur i enginn voxtur (-),
veikur voxtur (w), voxtur (+), goour voxtur (++) og besti voxtur (+++).
Af kjorhitastigs vaxtatilraunum fengust vaxtahradi ([max) stofna vid
24°C og 28°C, enginn voxtur stofnanna vid 45°C og gefid stofnunum
einkunn vid 14°C og 34°C, sambearilegum kolefnisgjafa tilraunum.
Voxtur var meiri hja 6llum stofnum vid 24°C en 28°C en mjog misjafn

milli stofna vid 14°C og 34°C.
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3.1 Stofn 2gg1

Ymsar lifedlisfreedilegar tilraunir voru gerdar a stofninum og i 1jos
kom ad um er ad reda Gram-jakvaeda, oxidasa og katalasa jakvada

bakteriu.

3.1.1 16S rDNA radgreining

Samkvaemt 16S rDNA hlutradgreiningu reyndist stofn 2ggl tilheyra
attkvislinni Bacillus var skyldastur B.pumilus og Bacillus sp. (99,2%),
og nam gildissvid einsleitninnar 100,0% af alls 483 bp. Af 100 r6dum
sem kom upp i GeneBank voru allar med sama r6dina og voru 53 radir
fra Bacillus pumilus, 42 fra Bacillus sp., 3 fra Marine Bacterium og 2
fra Uncultured Bacterium. I 6llum rédum var sama misreemi UBI k6da
en KR gekk 4 méti GA og svo var einum C basi ofaukid 4 60rum stad.
Gildissvid radgreiningarada vid gerd 4 consensus ro0 var fra tvofaldri

rod til fjorfaldri (2x-4x coverage).

Tafla 3 — Blast hlutradgreiningar 16S rDNA stofns 2gg1

Adgangsnumer Lysing Skor Expect  Einsleitni Got

EU373329.1  Bacillus pumilus 880 bits (476) 0.0 479/483 (99%) 1/483 (0%)
EU515205.1  Bacillus pumilus 880 bits (476) 0.0 479/483 (99%) 1/483 (0%)
EU515204.1  Bacillus pumilus 880 bits (476) 0.0 479/483 (99%) 1/483 (0%)
EU430090.1  Bacillus pumilus 880 bits (476) 0.0 479/483 (99%) 1/483 (0%)
EU430089.1  Bacillus pumilus 880 bits (476) 0.0 479/483 (99%) 1/483 (0%)

3.1.2 Kjérhitastig

Gerdar voru vaxtartilraunir 4 stofninum vid mismunandi hitastig (sja

Téflu 10, bls. 57). Vaxtarhradi var harri vid 24°C (0,43 h™") en vid

28°C (0,22 h™"). Voxtur var haegari, en vel greinanlegur vid 14°C.

Litill/hegur voxtur var vid 34°C og enginn voxtur var merkjanlegur

vi0 45°C. Stofninn ma pvi teljast kuldakeer (psychrophilic).
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3.1.3 Vatnsvirkni

Gerdar voru vaxtartilraunir 4 stofninum vid mismunandi vatnsstyrk vid
26°C(sja Toflu 11, bls. 57). Stofninn 6x best vid 1,00 ay, eda 0% (w/v)
NaCl en pa var vaxtarhradinn (pmay) 0,215 h™', sem samsvarar
kynsldédatima 4,65 h. Mesti frumupéttleiki fekkst po vid 0,977 a,, eda
4% (w/v) NaCl eda 0,41 ODgoonm. VOxtur greindist (p 0,024 h'l) vid
0,961 a,, eda 7% (w/v) NaCl, en enginn voxtur var merkjanlegur vid
0,930 ay,. Stofninn telst pvi fremur saltpolinn (halotolerant) og

mogulega 1itid eitt saltkeer (slightly halophilic).

3.1.4 Kjorsyrustig

Voxtur stofnsins vid mismunandi syrustig var kannadur (sja Toflu 12,
bls. 57). Nidurstodur syna ad vaxtahradinn var mestur vid pH 6,11 en
kjorsyrustig stofnsins getur legid a bilinu pH 6,11 til 8,26.
Vaxtarheimtur voru mestar (mestur frumupéttleiki nadist) vio pH 5,52-
5,78 med 0,62-0,60 ODgoonm. Stofninn er pvi litid eitt syrukeer (slightly
acidophilic).

3.1.5 Voxtur a mismunandi kolefnisgjofum

Lamarksati stofnsins an kolefnisgjafa innihelt s6lt A og C en ekkert
Thymine (lausn B).

Voxtur stofnsins 4 26 mismunandi kolefnagjofum var
kannadur. Nidurstddur syna ad stofninn brytur nidur amindsyrur, ein-
og tvisykrur en jafnframt getur hann nytt sér Tween 40 og Tween 80 til
vaxtar. Besti voxturinn kom fram & D(-)Mannitol og N-Acetyl-D-
Glucosamine. Godur voxtur kom fram 4 1,4-Diaminobutane, a-Methyl-
D-Glucoside, D(+)Xylose, L-Asparagine, L-Threonine, Methyl
pyruvate og D-Fructose. Voxtur kom fram & D(+)Cellobiose,
D(+)Galacturonic Acid, Glycogen, L-Phenylalanine, Tween 40 og
Tween 80. Veikur voxtur kom & 2-Phenylethylamine, Gly-Glu (Glycyl-
L-Glutamic Acid), i-Erythritol og L-Arginine. Enginn véxtur kom fram
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a a-Ketobutyric Acid, a-Cyclodextrin, a-D-Glucose-1-Phosphate, D-
Malic Acid, D-Galactonic Acid A-Lactone, Lactose og Itaconic Acid.

3.2 Stofn 2R1

Stofninn, sem einangradist ur émedhdndludu pali Porpidia flavicunda,

er Gram jakvadur, katalasa og oxidasa jadkvaedur og neikvadur.

3.2.1 16S rDNA radgreining

16S rDNA hlutaradgreining var framkvaemd og nam gildissvid
einsleitninnar 94% af alls um 1250 bp i prem portum (sja Toflu 8, bls.
57). Gildissvid radgreiningarada vid gerd a lokardd (consensus
sequence) var fra tvofaldri rod til fjorfaldrar (2x-4x coverage). Stofn
2R1 reyndist tilheyra @ttkvislinni Subtercola og var skyldastur S.
boreus, stofni DSM 13056 (1153/1177, 98,0%) (sja Toflu 4 ad nedan).

Tafla 4 — briskipt hlutaradgreining 16S rDNA stofns 2R1

Adgangsnumer  Lysing Skor E gildi Einsleitni Got

AM410674.1  Subtercola boreus 1040 bits (563) 0.0 593/607 (97%) 4/607 (0%)
534 bits (289)  3¢*®  294/298 (98%) 1/298 (0%)
475 bits (257) 20 266/272 (97%) 2/272 (0%)

AF224722.1  Subtercola boreus 1040 bits (563) 0.0 593/607 (97%) 4/607 (0%)
534 bits (289)  3¢*®  294/298 (98%) 1/298 (0%)
475 bits (257) 20 266/272 (97%) 2/272 (0%)

AJ310412.1 Subtercola pratensis* 913 bits (494) 0.0 570/606 (94%) 8/606 (1%)
540 bits (292)  6e"°  299/304 (98%) 1/304 (0%)
425 bits (230)  2e'° 258/273 (94%) 4/273 (1%)

* S. pratensis hefur verid feert i settkvislina Agreia®

3.2.2 Kjorhitastig

Gerdar voru vaxtartilraunir 4 stofninum vid mismunandi hitastig (sja
Téflu 10, bls. 57). Vaxtarhradi var heerri vid 24°C (0,39 h™") en vid
28°C (0,22 h™"). Voxtur var haegari, en vel greinanlegur vid 34°C.

Litill/hagur voxtur var vid 14°C og enginn voxtur var merkjanlegur

% Schumann, P., Behrendt, U., Ulrich, A., og Suzuki, K. 2003
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vid 45°C. Stofninn ma pvi teljast & morkum pess ad vera

midlungshitakeer (mesophilic) og kuldaker (psychrophilic).

3.2.3 Vatnsvirkni

Gerdar voru vaxtartilraunir 4 stofninum vid mismunandi vatnsvirkni
vid 26°C (sja Toflu 11, bls. 57). Stofninn 6x best vid 0,989 a,, eda 2%
(w/v) NaCl en pa var vaxtarhradinn (pmay) 0,23 h™', sem samsvarar
kynslédatima 4,35 h. Mestur frumupéttleiki fékkst p6 vid 0,977 ay, eda
4% (w/v) NaCl eda 0,50 ODgoonm. VOxtur greindist (p 0,062 h™) vid
0,930 ay eda 12% (w/v) NaCl, en enginn voxtur var merkjanlegur vid
0,873 ay,. Stofninn telst pvi 1iti0 eitt saltkeer (slightly halophilic) og

fremur saltpolinn (halotolerant).

3.2.4 Kjorsyrustig

Voxtur stofnsins vid mismunandi syrustig var kannadur (sja Toflu 11,
bls. 57). Nidurstodur syna ad vaxtahradinn var mestur vid pH 6,11 en
kjorsyrustig stofnsins getur legid 4 bilinu pH 6,11 til 8,26. Tiltolulega
stodugar vaxtaheimtur voru hja stofninum fra 0,48-0,60 ODgoonm.
Vaxtarheimtur voru mestar (mestur frumupéttleiki nadist) vio pH 5,52
med 0,60 ODgoonm. Stofninn er pvi litid eitt syrukeer (slightly
acidophilic).

3.2.5 Voxtur a mismunandi kolefnisgjofum

Lagmarkseti stofnsins innihelt s6lt A, C og einnig Thymine (lausn B)
Voxtur stofnsins 4 26 mismunandi kolefnagjofum var
kannadur. Nidurstodur syna ad stofninn brytur nidur amindsyrur, ein-
og tvisykrur en jafnframt getur hann nytt sér Tween 80 til vaxtar. Besti
voxturinn kom fram 4 D(-)Mannitol og N-Acetyl-D-Glucosamine.
Goour voxtur kom fram 4 Gly-Glu (Glycyl-L-Glutamic Acid), L-
Asparagine og D-Fructose. Voxtur kom fram 4 a-Methyl-D-Glucoside,

D(+)Xylose, Lactose, L-Threonine og Tween 80. Veikur voxtur kom &
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1,4-Diaminobutane, a-D-Glucose-1-Phosphate, D(+)Cellobiose, D-
Galactonic Acid A-Lactone, i-Erythritol, L-Arginine og Methyl
pyruvate. Enginn voxtur kom fram 4 a-Ketobutyric Acid, 2-
Phenylethylamine, a-Cyclodextrin, D(+)Galacturonic Acid, D-Malic
Acid, Glycogen, Itaconic Acid, L-Phenylalanine og Tween 40.

3.3 Stofn SaGb10

Ekki fengust nidurstodur ar 16S rRNA radgreiningu. Ymsar
lifedlisfreedilegar tilraunir voru gerdar 4 stofninum og i 1j6s kom ad um

er ad reda Gram neikvada, oxidasa og katalasa jakveada bakteriu.

3.3.1 Kjorhitastig

Gerdar voru vaxtartilraunir 4 stofninum vid mismunandi hitastig (sja
Téflu 10, bls. 57). Vaxtarhradi var harri vid 24°C (0,63 h™) en vid
28°C (0,41 h™"). Voxtur var hagari, en vel greinanlegur vid 14°C og
34°C. Enginn voxtur var merkjanlegur vid 45°C. Stofninn er pvi &
morkum pess ad vera midlungshitakeer (mesophilic) eda kuldakaer

(psychrophilic).

3.3.2 Vatnsvirkni

Gerdar voru vaxtartilraunir 4 stofninum vid mismunandi vatnsvirkni
vid 26°C (sja Toflu 11, bls. 57). Stofninn 6x best vid ay, milli 0,989 og
0,977 eda 2-4% (w/v) NaCl, en pa var vaxtarhradinn ({imax) 0,24 h',
sem samsvarar kynslodatima upp & 4,2 h. Mestar vaxtarheimtur fekkst
b6 vid 2% (w/v) NaCl. Véxtur greindist ad lagmarki (pmax 0,043 h™)
vid 0,930 aw eda 12% (w/v) NaCl. Stofninn telst pvi 1itid eitt saltker
(slightly halophilic) og fremur saltpolinn (halotolerant).
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3.3.3 Kjorsyrustig

Voxtur stofnsins vid mismunandi syrustig var kannadur (sja Toflu 12,
bls. 57). Nidurstodur syna ad kjorsyrustig stofnsins er a bilinu pH 6,11
— 8,26 en hann 6x best vid pH 8,26 (max 0,20 h™). Stofninn 6x ekki
vid pH 5,22 en meeldist med vaxtarhradinn (umex) 0,07 h™' vid pH 5,52.
Stofninn er pvi 1itid eitt basakeer (slightly alkaliphilic).

3.3.4 Voxtur 8 mismunandi kolefnisgjofum

Lagmarkseti stofnsins an kolefnisgjafa innihelt saltlausn A og C en
ekkert Thymine (lausn B). Stofninn gat einnig verid an saltlausnar C en
koletnisprofanir voru samt sem adur gerdar med saltlausn A og C
dsamt mismunandi kolefnisgjofum.

Voxtur stofnsins 4 26 mismunandi kolefnisgjofum var
kannadur. Nidurstddur syna ad stofninn brytur nidur amindsyrur, ein-
og tvisykrur en jafnframt getur hann nytt sér Tween 80 til vaxtar. Besti
voxturinn kom fram 4 a-Methyl-D-Glucoside, D(-)Mannitol og N-
Acetyl-D-Glucosamine. Godur voxtur kom fram a 1,4-Diaminobutane,
D(+)Xylose, L-Asparagine, D-Fructose og Methyl pyruvate. Voxtur
kom fram &, D(+)Cellobiose, D(+)Galacturonic Acid, L-Arginine, L-
Phenylalanine, og Tween 80. Veikur voxtur kom & a-Cyclodextrin,
Gly-Glu (Glycyl-L-Glutamic Acid), D-Galactonic Acid A-Lactone,
Lactose, Glycogen og L-Threonine. Enginn voxtur kom fram 4 a-
Ketobutyric Acid, 2-Phenylethylamine, a-D-Glucose-1-Phosphate, D-
Malic Acid, i-Erythritol, Itaconic Acid, og Tween 40.

3.4 Stofn Ansk8

Ekki fengust nidurstodur ar 16S rRNA radgreiningu. Ymsar
lifedlisfreedilegar tilraunir voru gerdar 4 stofninum og i 1j6s kom ad um

er ad reda var Gram jakvaedur og katalasa og oxidasa jakvadur.
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3.4.1 Kjorhitastig

Gerdar voru vaxtartilraunir 4 stofninum vid mismunandi hitastig (sja
Téflu 10, bls. 57). Vaxtarhradi var herri vid 24°C (0,64 h™) en vid
28°C (0,27 h™"). Voxtur var hagari, en vel greinanlegur vid 14°C.
Litill/hegur voxtur var vid 34°C og enginn voxtur var merkjanlegur

vid 45°C. Stofninn ma pvi teljast kuldaker (psychrophilic).

3.4.2 Vatnsvirkni

Gerdar voru vaxtartilraunir 4 stofninum vid mismunandi vatnsvirkni
vid 26°C (sja Toflu 11, bls. 57). Stofninn 6x best vid a,, 0,989 eda 2%
(w/v) NaCl en pa var vaxtarhradinn (pmax) 0,24, sem samsvarar
kynsldédatima upp 4 4,17 h. Mestar vaxtarheimtur fengust einnig vid
2% (w/v) NaCl. Voxtur greindist ad lagmarki (tmax 0,050 h™") vid ay,
0,930 eda 12% (w/v) NaCl. Stofninn telst pvi litid eitt saltkaer (slightly

halophilic) og fremur saltpolinn (halotolerant).

3.4.3 Kjorsyrustig

Voxtur stofnsins vid mismunandi syrustig var kannadur (sja Toflu 12,
bls. 57). Nidurstodur syna ad vaxtahradinn var mestur vid pH 6,11 en
kjorsyrustig stofnsins getur legid a bilinu pH 6,11 til 8,26.
Vaxtarheimtur voru mestar (mestur frumupéttleiki nadist) vio pH 5,78.

Stofninn er pvi 1itid eitt syrukeer (slightly acidophilic).

3.4.4 Voxtur a mismunandi kolefnisgjofum

Voxtur stofnsins 4 26 mismunandi kolefnagjofum var kannadur.
Nidurstdodur syna ad stofninn brytur nidur aminésyrur, ein- og
tvisykrur en jafnframt getur hann nytt sér Tween 40 og Tween 80 til
vaxtar. Besti voxturinn kom fram & D(-)Mannitol og N-Acetyl-D-
Glucosamine. Godur voxtur kom fram 4 L-Asparagine, D(+)Xylose, a-
Methyl-D-Glucoside og D-Fructose. Voxtur kom fram 4, o-

Cyclodextrin, D(+)Cellobiose, Glycogen, Methyl pyruvate, Tween 40
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og Tween 80. Veikur voxtur kom a 1,4-Diaminobutane, Glycyl-L-
Glutamic Acid, D(+)Galacturonic Acid, D-Galactonic Acid A-Lactone,
Lactose og L-Arginine. Enginn voxtur kom fram 4 a-Ketobutyric Acid,
2-Phenylethylamine, a-D?-Glucose-1-Phosphate, D-Malic Acid, i-
Erythritol, Itaconic Acid, L-Threonine og L-Phenylalanine.
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4 Umraeda

. . ;o r o1 : o £ 1
Eins og minnst var 4 { upphafi for mikil vinna fram 4 sidasta ari’"’

sem notadud var i rannsokninni. Verdur pvi fjallad um stofnana ttfra
nidurstodum beggja verkefna. Stofnarnir 2ggl, 2R1, SaGb10 og
AnSk8 voru valdir vegna pess ad bradabirgdagreiningin (flokkun med
DGGE, 16S rDNA endaradgreining, o.fl.) gaf til kynna ad um adur
Opekktar tegundir gaeti verid ad reeda. Einkum var horft til pess hversu
djapt peir greindust frd nanustu ettingjum skv. 16S rDNA
endaradgreiningunni. { pessari rannsokn var pvi lagt upp med ad afla
itarlegri radgreiningagagna til ad stadfesta eda afsanna grun um ad
adurnefndir stofnar vaeru 6pekktar tegundir, og jafnframt ad hefja
orverufradilega greiningarvinnu (characterization) pessara stofna.
Verkefninu, 4samt adurnefndu sumarverketni, er &tlad ad mynda
freedilegan grunn og teknilega faerni undir fyrirhugad M.Sc.-nam

undirritads.

4.1 Aoferdafraedi

Vaxtatilraunir tokust vel og ekki parf ad ad gefa fyrirvara 4 hin hega
vaxtarhrada stofna 2R1, SaGb10 og AnSkS8 fra 0,087-0,137 h'! sem
meldist vid ay, 1,00, 1 Bioscreen teeki med 10 sek. midlungs hristingu
(4 20 min. fresti) vid 26°C, jafnvel p6 vaxtahradi hafi melst heerri
(0,223-0,637 h™) i kjorhitastigsmaelingum vid 24°C og 28°C vid
100rpm. { peirri maelingu voru stofnarnir raektadir vid stodugan hristing
og ma buast vid auknum vaxtarhrada vid per adsteedur. Auk pess sem
hamarks frumupéttleiki studdi alyktun um ad stofnarnir voru ad
einhverju leiti saltkerir.

Stodugt var unnid ad proun 4 skilvirkustu adferdum vid 16S
rDNA radgreiningu. Byrjad var med hotstart Taq PCR: 94°C 1 5:00
min.; 35 hringi: 94°C 1 0:50 min., 55°C 1 1:00 min., 72°C 1 0:50 min.,

90 Adalsteinsson, K. 2007
I Kolbeinn Adalsteinsson 2007
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72°C 1 60:00 min.; 4°C stanslaust. En stiglekkandi TEG PCR reyndist
betur. Vegna slemrar reynslu innanhuss, i sameiginlegri
rannsoknaradstodu Haskolans a Akureyri, Nattarufraedistofnun {slands
og Matis ohf., 4 radgreiningu frd TEG PCR afurd var TEG PCR
afurdin endurmdgnud med Taq PCR vid somu skilyrdi (efni og PCR
keyrsluforrit) nema notad var 1 ul PCR afurd s.b. 3 ul DNA ttdratt.
Afurdin var rafdregin og samkvamt stodludum bjarma DNA ladder
voru heimtur metnar. Par sem ljésmagn eda bjarmi DNA ladder undir
UV lampa er i beinu sambandi vid magn DNA, pa gefur bjarmi DNA
ladder visbendingu um magn DNA i syninu. Heimtur voru tiltdlulega
litlar og eilitid minni en i fyrri TEG afurd. Aukid var ba&di magn TEG
PCR afurdar i Taq hvarfinu, l&ekkad pattapdrunarhitastig (annealing
point) vid hot-start Taq PCR og endad med hid samsvarandi
stiglekkandi PCR keyrslu og fyrir TEG PCR dsamt vidbattu 0,2l 1
50ul hvarfi af Bovine Serum Albumin (BSA). Eftir ad radgreining 4
stofnum 2ggl og 2R1 tokst ad einhverju marki, pa var reynt ad hreinsa
TEG PCR afurd stofna SaGb10 og AnSk8 med QIAquick PCR
Purification kit fra QIAGEN og svo magnad med stiglekkandi Taq
PCR. En ekki tokst ad radgreina neitt af stofnum SaGb10 eda AnSkS.
Af heppnudum radgreiningum stofna 2ggl og 2R1 fengust skyrustu
radgreininga radinar fra visum 357F, 704F, 519R og 685R.

bar sem nidurstdodur verkefnisins fyrir stofn 2R 1 stangast a vid
fyrri greiningu,’” sem gaf til kynna ad stofninn hefdi 96% einsleitni
(tveggja 450bp) endaradgreiningar 16S rRNA gensins vid
Methylobacterium og ad stofninn vari Gram neikvadur, pa eru adrar
nidurstodur fyrri vinnu sem snua ad stofninum ekki notadar, p.e.a.s.
vardandi utlit, l6gun og mogulega kdfnunarefnisbindingu. Ekki pykir
liklegt a0 badi radgreining og Gram litun fyrra verkefnis hafi farid
forgdrdum, liklegra pykir ad mistok liggi i merkingu stofnasafns vid
uppraktun stofnsins. Sidar verdur rett athverju alitlegt sé ad hin nyji
stofn med nafnid 2R /b sé upprunnin ur islenskum fléttum. Liklegt er

ad um sama fléttusynis upprunna sé¢ um ad reda vegna pess ad eitt syni

%2 Kolbeinn Adalsteinsson 2007
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var tekid fyrir hverja fléttutegund og samberilegrar nafnagiftir innan

fléttu upprunastofnanna.

4.2 Stofn 2gg1

Samkvaemt endaradgreiningu fyrra verkefnis 4 16S rRNA geni
stofnsins er (330bp) med 81% einsleitni fyrir Bacillus pumilus.” bar
nidurstodur samramast um 30% (483bp) 2x-4x coverage radgreiningu
a 16S rRNA geninu. En st 1608 var med 99% einsleitni fyrir Bacillus
pumilus og Bacillus sp. Asamt fyrirliggjandi lifedlisfreedilegum
eiginleikum hans pa virdist stofn 2ggl vera af attkvisl Bacillus.
Stofninn er Gram-jakved, staflaga bakteria, katalasa og oxidasa
jakvaed, sem samraemist lysingu innn attkvislarinnar’*

Xu og Coté toku 40 Bacillaceae tegundir, par af 21 af attkvisl
Bacillus og fylkjagreindu ut fra 16S rDNA og 16S-23S ITS rodum.
peirri rannsokn greindist @ttkvislin Bacillus 1 sj6 6lika (heterogeneous)
en innbyrdis einsleita (homologous) hopa. B. pumilus greindist 1 hopi
med B. azotoformans, B. megaterium, B. maroccanus, B. simplex, B.
psychrophilus og B. psychrosaccarolyticus.”’

Samkvamt samberilegri DGGE flokkun fyrra verkefnis 4 stofn
CbSb14 pa var B. psychrophilus mogulegur en fyrir stofn 2ggl er pad
oliklegt pvi hann 6x ekki vid 7% NaCl eda vid pH 5,7 dsamt pess ad
vaxa illa eda ekki 4 nutrient broth eda nutrient agar. Pad sama 4 vid um
B. psychrosaccarolyticus.”® B. megaterium®’ og B. simplex’ eru
oxidasa neikvaedir, 4samt pvi ad annar getur vaxiod vid vid 50°C 4
medan hinn getur ekki vaxid vid 7% NaCl.

Svo virdist sem 16S DNA radgreining veitir ekki endalega
urlausn pegar kemur ad skyldum tegundum B. pumilus. Par sem t.d.

Bacillus safensis sem er med 99,9% einsleitni fyrir 16S rRNA geni B.

% Kolbeinn Adalsteinsson 2007

9 Priest, F. G., Goodfellow, M. og Todd, C. 1988

% Xu, D. og Coté, J. C. 2003

% El-Rahman, H. A. A., Fritze, D., Sproer, C., og Claus, D. 2002

?7 Priest, F. G. 0.fl. 1988

% Heyrman, J., Logan, N. A., Rodriguez-Diaz, M., Scheldeman, P., Lebbe, L., Swings, J., Heyndrickx,
M., og Vos, P. D. 2005
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pumilus er einungis 91,2% fyrir gyrasa undireiningu B (gyrB). Einnig
var haegt ad adgreina tegundingar a forsendum rep-PCR
fingrafaragreiningar og DNA-DNA bléndun (hybridization).* Bacillus
altitudinis sem er med 100% einsleitni fyrir 16S rRNA geni B. pumilus
er einungis med DNA-DNA tengsl uppa 55 %. Adgreindust
tegundirnar einnig & pvi ad B. altitudinis gat vaxid vid pH 5,0 en ekki
vid 2% (w/v) NaCl.'"” En rannsoknir benda til ad radgreining gyrasa
undireiningu B (gyrB) veiti betri Grlausn til ad greina til tegunda innan
Bacillaceae en 16S rRNA genid.'”!

Samanburdur & stofni 2ggl vid B. pumilus og B. safensis er
ogerlegur med 16S rDNA radgreiningagégnum og almennum
lifedlisfredilegum einkennum stofns 2ggl. Til endanlegrar greiningar
pyrfti ad radgreinina gyrasa undireiningu B (gyrB), framkvaema DNA—
DNA blondun (hybridization) og/eda peptidmassafingraforun 4 gréum
Bacillus."® Munur er 4 milli kolefnisnytingargetu tegundanna par sem
breytilegur voxtur er milli stofna B. pumilus, en greinilegur voxtur i
stofnum B. safensis, Inositol, Methyl-a-D-Glucopyranoside, Melibiose,
Raffinose, Maltose og D-Turanose.'” Pessir kolefnisgjafar voru ekki
profadir fyrir stofn 2ggl. Samkvemt fyrirliggjandi gdgnum telst stofn
2ggl po til Bacillus pumilus. Par sem B. pumilus er pekktur
sambylingur (symbiont) svepps en B. safensis greindist i geimskipinu
Mars Odyssey Orbiter. Einnig getur stofn 2ggl nytt sér Tween 80 til
vaxtar & medan B. pumilus getur afvatnad Tween 80 en ekki B.

. 104
safensis.

% Satomi, M., Duc, M. T. L., og Venkateswaran, K. 2006

100 Shivaji, S., Chaturvedi, P., Suresh, K., Reddy, G. S. N., Dutt, C. B. S., Wainwright, M., Narlikar, J.
V. og Bhargava, P. M. 2006

""" Wang, L.-T., Lee, F.-L., Tai, C.-J. og Kasai, H. (2007)

102 Dickinson, D. N., Duc, M. T. L., Satomi, M.,Winefordner, J. D., Powell, D. H. og Venkateswaran,
K. 2004

'3 Satomi, M. o.fl. 2006

1% Satomi, M. o.fl. 2006
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4.3 Stofn 2R1b

Samkvamt alls 1250 bp 16S rDNA briskiptu 2x-4x coverage
hlutaradgreiningu stofns 2R1b er hann med 98-97% einsleitni til
Subtercola boreus og 98-94% einsleitni til Agreia patensis. Stofn 2R1b
er greinilega af annadhvorri @ttkvislinni Subtercola eda Agreia en paer
tilheyrir &tt Microbacteriaceae (fylkingu Actinobacteria). Tegundinar
S. boreus og S. frigoramans eru par einu innan Subtercola'® en S.
pratensis var ferd i ttkvislina Agreia,'® sem innihelt pa einungis eina
adra tegund, Agreia bicolorata."”’” Fram hafa komid efasemdir um ad
haegt sé¢ ad adgreina attkvislirnar med 6tvireedum heetti med
upprunaflokkun (phylogenetic analysis) byggdri 4 radgreiningu (sja
mynd 8 ad nedan).'® St kenning samrymist rannsékn sem gerd var 4
Microbacteriaceae &ttinni, par sem radgreind voru gen fyrir gyrasa
undireiningu B (gyrB), RNA-pdlymerasa undireiningu B (rpoB),
rekombinasa A (recA) og pélyfosfat kinasa (ppk). I peirri rannsokn
adgreindust @ttkvislirnar tvaer ekki og hopudust «tid saman.'”

Adgreining @ttkvislanna felst i samsetningu frumuveggjar' '

111

og 1,1-
dimethoxy-alkane rofi. " Nalago ®ttkvisla Subtercola og Agreia er
pad mikil ad fjallad verdur um stofn 2R1b i samhengi pessara fjogurra

tegunda.

Subtercola frigoramans DSM 130577 (AF224723)

Subtercola boreus DSM 13056 (AF224722)

Subtercola pratensis DSM 142467 (AJ310412)

L Agreia bicolorata VKM Ac-1804T (AF159363)

Mynd 8 — Maximum-likelihood tré fyrir Subtercola og Agreia112

lOSMéinnistéj, M. K., Schumann, P., Rainey, F. A., Kampfer, P., Tsitko, I., Tiirola, M. A., og Salkinoja-
Salonen, M. S. 2000

1% Schumann, P. 0.f1 2003

197 Evtushenko, L. I., Dorofeeva, L.V., Dobrovolskaya, T. G., Streshinskaya, G. M., Subbotin, S. A.,
Tiedje, J. M. 2001

1% Schumann, P. o.fl. 2003

19 Stackebrandt, E., Brambilla, E., og Richert, K. 2007

"% Schleifer, K. H. 1985

"' Schumann, P. o.f1. 2003

"2 §chumann, P. o.fl. 2003
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Litid hefur verid birt um pessa tegundir en S. boreus og S.
frigoramans hafa verid einangrad ur grunnvatni.'"> 4. bicolorata var
einangrud ur Narrow reed grasi (Calamagrostis neglecta) par sem
synin voru sykt af gallmyndandi orminum (gall-forming nematode)
Heteroanguina graminophila."'* 4 medan A. pratensis'" (4dur .
pratensis) er sambylingur i grasi''® og einnig i sykurréfum''” 4.
pratensis er midlungshitaker og pekktur antagonisti gegn 60rum
bakterium og gaeti pvi verid ahugaverd til ad skima eftir lifvirkum

, 18
efnum tr honum.!

Tafla 5 — Samanburdur & afvétnun og syrumyndun A. pratensis vid véxt vid
kolefnisgjafa stofns 2R1b

A. pratensis'"”® Stofn 2R1b
Afvotnun: Kolefnisgjafar:
Tween 80 + |Tween 80 +
Tween 60 + [Tween 60 ND
Cellulose - |Cellulose 4

Lofthad syrumyndun:

D-Fructose + [D-Fructose +
D-Xylose + [D-Xylose +
[D-Mannitol + |D-Mannitol +
Lactose - |Lactose +

IND téknar ekki vitad og V taknar breytilegt milli stofna

+ taknar voxtur og - taknar ekki voxtur

Agreia adgreininst medal annars fra Subtercola pvi hiin hefur
L-DAB og D-Ormn i peptidglykan lagi sinu'* og vid pad ad vera
midlungshitaker en Subercola kuldakeer."?' Stofn 2R1b var greinilega
ekki kuldaker (frekar midlungshitaker) og flokkast hann pvi undir
&ttkvisl Agreia. bar sem stofn 2R1b er oxidasa neikvaedur pa telsta

hann til 4. pratensis.

'3 Ménnists, M. K. o.fl. 2000

4 Evtushenko, L. I. 0.fl. 2001

15 Schumann, P. o.fl. 2003

16 Behrendt, U., Ulrich, A., Schumann, P., Naumann, D.og Suzuki, K.-1. 2002
"7 zachow, C., Tilcher, R. og Berg, G. 2008

18 Zachow, C. 0.11 2008

'Y Behrendt, U. o.fl. 2002

2% Schleifer, K. H. 1985

12 Schumann, P. o.f1. 2003
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4.4 Stofn SaGb10

Samkvamt endaradgreiningu fyrra verkefnis 4 16S rRNA geni
stofnsins er (um 400bp og 350bp) stofninn med 91% og 93% einsleitni
vi0 badi Stenotrophomonas sp. og S. maltophilia 4samt pess ad vera

staflaga.'?

Af greindum antagonista stofnum innan S. maltophilia gegn
sveppum greindust pa i tvo adgreinda hopar dsamt S. rhizophila sem
pridja hopinn.'* Munur 16S rDNA radgreiningar S. rhizophila og S.

maltophilia voru 44 basar eda 3%.'**

Tafla 6 — Samanburdur SaGb10 vid S. rhizophila

S. rhizophila'> |saGb10
Koléniur gul gul
Oxidase -* +
Voxtur vid :
4 °C + ND
14 °C + w
23 °C + +
34 °C + +
37 °C + ND
41 °C - ND
45 °C - -
\Voxtur vid
4% NaCl + +
5% NaCl - +
Voxtur a:
Xylose + +
glycogen + w
Tween 80 + +
N-acetyl-d-glucosamine |+ +
D-fructose + +
Methylpyruvate + +
L-alanine + +
L-asparagine + +
Glycyl-L-glutamic acid |+ w
L-threonine + w
Mannitol -* +
i-Erythritol -* -
w taknar veikur voxtur stofns/tegund 4 viokomandi kolefnisgjafa
IND taknar ekki vitad og V téknar breytilegt milli stofna
+ taknar voxtur og - tdknar ekki voxtur & videigandi kolefnisgjafa

*Gogn fra Yang o.fl.'°

122 Kolbeinn Adalsteinsson 2007

' Minkwitz, A. og Berg, G. 2001

124 Wolf, A., Fritze, A., Hagemann, M. og Berg, G. 2002
123 Wolf, A. o.fl. 2002
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bratt fyrir ad Stofn SaGb10 sé¢ med mjog samberilega
kolefnisnytingu (sja toflu 6, bls. 41) pa er ekki greina hann til S.
rhizophila. S. rhizophila er oxidasa neikvaedir.'”” Stofn SaGb10 er
mogulega annad hvort af hina pekkta antagonista S. rhizophila eda af
antagonista stofnum innan S. maltophilia gegn sveppum sem ekki var
greint sem einstakar tegundir einsog S. rhizophila. '*® Greint hefur
verid S. maltophilia 1 fléttum i Brasil sem binda kéfnunarefni og seyta

plontuvaxtarhorméninu Ethylene.'*

En samkvemt Wolf o.fl. greindust
allir prir hoparnir mismikid fra S. maltophilia skv. lifedlisfredilegum
og fitusyrugreiningu en einungis S. rhizophila taldist greinast
nzgjanlega samkvamt 16S rDNA greiningu til ad teljast ny tegund. '*°

Ahugavert vaeri ad endurtaka tilraunir wolf o.fl. og greina
erfoafredilegan og lifedlisfredilega fjarlegd stofnum innan S.
maltophilia sem eru antagonistar gegn sveppum (einangradir fra
umhverfissynum) og sjikdomsvaldandi (einangradir fra sjuklingum).
En ad taka sérstaklega fyrir greinda S. maltophilia i fléttum og

radgreina gyrasa.

4.5 Stofn AnSk8

Stofn AnSk8 er virdist vera af ®ttkvisl Micrococcus samkvaemt 16S
rDNA hlutaradgreiningu fyrra verkefnis og fyrirliggjandi gogn um
lifedlisfredilega eiginleika hans. Po er ekki hagt ad segja fyrir vist ad
stofninn sé af @ttkvisl Micrococcus. Par sem fyrra verkefni paradi
einungis 82% af um 260bp rdd."*" bratt fyrir allt er stofninn Gram
jékvaedur, katalasa og oxidasa jakveaedur coccus sem samramist lysingu
wttkvislarinnar.'** Stofninn fellur ekki innan peirra biovar I og III fyrir
M. luteus né M. lylae, par sem stofninn er kuldakeerari (kjorhitastig er

liklegast milli 14-24°C) og vex vid pH 6. Kjorhitastig M. luteus og M.

2 yang, H. -C., Im, W. -T., Kang, S., M., Shin, D. -Y. og Lee, S. -T. 2006
> Yang, H. —C. 0.fl. 2006

128 Minkwitz, A. og Berg, G. 2001

' Liba, C. M. o.1l. 2006

B0 Wolf, A. 0.fl. 2002

B! Kolbeinn Adalsteinsson 2007

132 Stackebrandt, E. o.fl. 1995
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Iylae er 37°C'* og hvorugar tegundinar geta vaxid vid pH 6 ad

undanskyldu biovar I1."**

Tafla 7 — Samanburdur Ansk8 vid M. antarcticus og M. luteus Biovar I

M. antarcticus'” AnSk8 Biovar I1'*°
Ko6lonur Gul Gul Gul
Kjor hitastig 16,8°C laegri en 28°C 37°C
Voxtur vid pH 6 ND + \Y
Voxtur a:
Pyruvate - + +
L-Alanine + W \Y
L-Phenylalanine - \Y
Fructose + + ND
Gluconic acid + W ND
D-galacturonic acid - W ND
D-lactose - w ND
Mannitol + + \Y
Methyl pyruvate + + ND
Glycyl-L-glutamic + W ND
Glycogen - + ND
Cellobiose - + -
D-Galacturonic acid - w ND
D-Xylose - + \Y
Tween 40 +* + V*
Tween 80 +%* + V*
w taknar veikur voxtur stofns/tegund & vidkomandi kolefnisgjafa
IND taknar ekki vitad og V taknar breytilegt milli stofna
+ taknar voxtur og - taknar ekki voxtur 4 videigandi kolefnisgjafa

* Tween 40 og Tween 80 afvétnun

Af 8 stofnum M. [uteus biovar II syndi helmingur stofna veikan
vOxt og um helmingur (3) greinilegan voxt."?” En vaxtahradi stofns
AnSkS8 lekkadi einungis fra pmax 0,195h'1 vio pH 6,11 1 0,156h'1 vid
pH 5,22 sem gerir hann 1itid eitt syrukaeran. ZAtla ma ad stofninn sé af
&ttkvisl Micrococcus en hann samramist illa peim tegundum sem hafa
verid greindar og lyst. Hvort sem stofninn er borinn saman vid M.
antarcticus €da M. luteus biovar II (sja toflu 7 ad ofan). bvi er
moguleiki ad stofn AnSk8 sé fjorda biovar typan innan M. luteus par
sem M. luteus hefur mjog fjolbreytt lifefnafradileg flokkunarmork. >

33 Liu, H. 0.f. 2000
34 Wieser. M. o.fl. 2002
5 Liu, H. 0.f. 2000
136 Wieser. M. o.11. 2002
137 Wieser. M. o.11. 2002
138 Wieser. M. o.11. 2002
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Eda stofnin er nynemi af M. antarcticus sem er syrukar og getur nytt
sér D-Cellobiose sem samkvamt nyju lysingunni & Micrococcus

ettkvislinni 4 ekki ad geta gert. 139

4.6 islenskar sambylisbakteriur fléttna

Allir 1j6s6hddu sambylisstofnarnir gatu nytt Xylose og Cellobiose ad
einhverju leiti sem er mjog mikilvaegur hafileiki ef peir eiga ad geta
lifad med og 4 fléttum. Stofnarnir reyndust vera kuldakaerir eda a
morkum pess ad vera midlungshitakerir og kuldakerir. Verulegra
valahrifa gaetir pvi 1 pessum fléttu tengdu stofnum. Géatu allar
bakteriurnar polad vatnsvirkni upp ad a,, 0,93 eda 12% (w/v) NaCl ad
undan skyldum stofni 2ggl. Par sem fléttur eru dberandi i islenskum
purrlendisvistkerfum, purfa bakteriurnar ad pola purrk og laga
vatnsvirkni. Ahugavert gzeti verid ad kanna polni stofnanna gegn
leekkun 4 a,, med 60rum rakastillandi efnum, s.s. sykrungum og

amindsyruafleioum.

Vaxtarhradi vié aw (duad med NaCl)

0,3
—SaGb10 0,25
—— AnSk8 7/\\ oA
2R1b / \\ 011
2991 \ - 0,05
0
0,97 0,92 0,87

aw

Umax

Mynd 9 — Vbxtur meeldur i NB eeti duad ad a,, med NaCl. Reektad var vid

26°C i Bioscreen taeki

Vid malingu 4 vaxtahrada vid mismunandi syrustig var
kjorsyrustig allra stofnanna & milli pH 6,11 og pH 8,26. AnSk8 og
2R1b hofdu vaxtahradan O,l6-0,18h'1 vid pH 5,52. Virdist stofn AnSk8
vera litid eitt syruker (0,156h™ vid pH 5,22). Naudsynlegt pykir ad

13 Wieser. M. o.f1. 2002
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pegar p6lmork syrustigs verda gerd ad pau verdi gerd asamt 2% NaCl,
vegna hins aukna vaxtahrada vid 2% NaCl en munurinn er fr4 0,11 h™

til 0,23 h™' fyrir 2R1b 0g 0,14 h™ til 0,24 h™ fyrir AnSkS.

Vaxtarhradi vid pH

0,25

0,20 1

:Q‘ —e—5aGb10
—@— AnSk8

2R1b

2gg1

0,15 L

mmax

0,10

\\\”&m

0,05

0,00 ‘ v/
5

6 7 8 9 10

pH

Mynd 10 — Véxtur meeldur i NB eeti duad med citrat-fosfat dua og Tris-HCI

dua. Raektad var vid 26°C i Bioscreen taeki

Allri stofnarnir nema SaGb10 gatu vaxid vid pH 5,22 og
Voxtur vid lagt syrustig getur verid medal radandi patta bakterianna ad
geta lifad /4 fléttum. Enda eru fléttur uppspretta allskyns syruafleida

10 Fyrri nidurstodur syndu ad helmingur peirra attkvisla

s.s. Usniksyru
sem greindust 1 islenskum fléttum fundust einnig 4 fléttum i
Austurriki'*'. En nt sést hvada peattir eru radandi og hvada
sameiginlegu patti stofnarnir hafa sem skyra ma lif og vidurveru i
fléttum. Hugleida ma pann moguleika hvort syrustigspol bakterianna

gefi til kynna, pvert 4 tilraunir Stark o.fl., '**

a0 vistfredilegt hlutverk
annar stigs efna fra fléttum geti m.a. verid érveruhemjandi virkni
peirra. Slikar hugleidingar parf p6 ad stydja med beinum
vaxtatilraunum par sem mismunandi syruafleidur eru til stadar i &tinu.
Einnig vaeri dhugavert ad rannsaka ahrif ymissa fléttufjolsykra 4 voxt

bakterianna.

19 Ingolfsdottir, K. o.fl. 1998
141 Adalsteinsson, K. o.fl. 2007
142 Stark, S. 0.fl. 2007
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Stofnar 2ggl og 2R1b sem eru af B. pumilus'* og A.
pratensis’* eru badir pekktir anatagonistar, 4. pratensis gegn
bakterium en B. pumilus hefur synt @tisdbhada fjolvirka (multi-target)
antagonista virkni gegn sveppnum 4. cochleoides. Samkvamt
samanburdi 4 kolefnisnytingu SaGb10 og S. rhizophila er haegt halda
fram ad naringarparfir séu sambearilegar 4samt vaxtareinkennum.

Vid frekari greiningu sambylisbidtu fléttna parf ad huga ad
peim valdhrifum sem virdist geta. Prounarfraedileg adgreining er pd
ekki synileg pegar kemur ad radgreiningu 16S rRNA gensisns. Ekki
gaf 16S rDNA radgreining tilefni til ad &tla ad um Opekktar tegundir
séu ad reda. En baxdi tegundagreining milli skyldra tegunda B.

7 145,146
pumilus

og adgreining milli @ttkvisla Subtercola og Agreia eru
16S rRNA 6hadar. Areidanlegri radgreiningagdgn vaeru po porf til ad
dema af eda 4 um hvort stofnarnir eru i raun fjarskyldir tegundum
innan @&ttkvislar sinnar, en pad ma telja liklegt ef bakteriustofnarnir

hafa adgreinst vegna langvarandi sambylis vid fléttur.

'3 Nielsen, P. og Serensen, J. 1997
144 zachow, C. 0.11 2008
145 Satomi, M. o.fl. 2006
16 Shivaji, S. o.fl. 2006
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5 Samantekt

{ upphafi voru settar fram eftirfarandi rannsoknarspurningar:

. Gefur 16S rDNA radgreining tilefni til ad @tla ad um 6pekktar
tegundir sé ad raeda?

. Samsvara vaxtareinkenni og neringarparfir stofnanna peim
lysingum sem birtar hafa verid?

. Er adferdafraedin sem beitt er hentug til ad skilgreina adur
opekktar tegundir sem kunna ad finnast vid frekari greiningu a
sambylisbiotu fléttna?

. Ma draga alyktanir um hlutverk stofnanna i sambylinu 0t fra
fyrirliggjandi heimildum um par bakteriutegundir sem
greindust?

. Hafa pessir bakteriustofnar adgreinst prounarfraedilega vegna

langvarandi sambylis vid fléttur?

Nidurstodur verkefnisins gera undirritudum kleift ad nalgast svor vid
flestum spurningunum, po6 frekari rannsoknir séu naudsynlegar, einkum
vardandi sidustu spurninguna. Allir stofnarnir reyndust vera kuldakaerir
eda 4 morkum pess ad vera midlungshitakerir og kuldakerir, &samt pvi
ad nyta Xylose og Cellobiose ad einhverju leyti. Stofn SaGb10 er
saltpolin 1itid eitt basakar bakteria af attkvisl Stenotrophomonas.
AnSk8 sem ad likindum tilheyra attkvisl Micrococcus og 2R1b
liklegast Agreia patensis, eru litid eitt syrukarir, en pad vekur upp
spurningar um mogulegt 6rveruhemjandi hlutverk annars stigs efna fra
fléttum. Agreia patensis og 2ggl sem greindist til Bacillus pumilus, eru

pekktir anatagonistar annar gegn bakterium og hinn gegn sveppi.

[ framhaldi af pessari rannsokn tel ég ad ahugavert veeri ad skoda
eftirfarandi peetti:

o Ahrif fléttuefna 4 stofna 1 raekt
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. bolni stofnanna gegn leekkun 4 a,, med 60rum rakastillandi
efnum

. Anatagonista virkni 2ggl og SaGb10 gegn sykingarhefum og
fléttumyndandi sveppum

. Anatagonista virkni 2R1b gegn pekktum bakterium

. Radgreina gyrasa i Bacillus tegundum og anatagonista
Stenotrophomonas tegundum

Verkefnid hefur pvi vakid margar spurningar og myndar tvimalalaust

grunn ad frekari rannsdknavinnu & 1j6s6hadri sambylisbiotu islenskra

fléttna.
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Vidauki |
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Vidauki Il

Tafla 8 — Besta pérun priggja radgreindra rada stofns 2R1 samkvaemt GenBank

Hamarks Gildissvid Hamarks
Adgangsnumer Lysing skor  Skor Alls Alls E gildi  Einsleitni
AM410674.1 Subtercola boreus, DSM 13056 1040 2051 94% 0.0 98%
AF224722.1  Subtercola boreus 1040 2051 94% 0.0 98%
Uncultured bacterium
AM696982.1 BF0001B008 1033 1914 94% 0.0 97%
Uncultured bacterium
AM697495.1 BF0002D006 1009 1890 94% 0.0 97%
Subtercola pratensis*, DSM
AJ310412.1 14226T 913 1879 95% 0.0 98%
Subtercola frigoramans, DSM
AM410673.1 13057 955 1831 94% 0.0 97%
AF224723.1  Subtercola frigoramans 955 1831 94% 0.0 97%
Uncultured bacterium,
AM697221.1 BF0001C062 924 1757 94% 0.0 94%
AY688358.1  Curtobacterium sp. 2340 917 1753 94% 0.0 95%
AF128869.1  Curtobacterium sp. B20 926 1687 91% 0.0 94%
DQ086779.1 Curtobacterium pusillum strain 13 17 1622 86% 0.0 98%

* S. pratensis hefur verid feert i aettkvislina Agreia
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Vidauki Il

Mzalinganidurstodur vaxtatilrauna asamt a,, melinga NB atis.

Tafla 9 — a,, meelingar i NB eeti

a,, meld i NB vid stofuhita (22,6°C)

a, 1,000 0,989 0,980 0,977 0,961 0,945 0,930, 0,000, 0,000
|[NaC1] (mM) 0] 343,87 598,27 691,17 1197,56| 1710,81| 2056,4/ 3425,0, 4280.,4
Tafla 10 — Kj6rhitastigsmeelingar
Iimax (W) { NB zti vid 100rpm

Stofn\T 14°C* | 24°C | 28°C | 34°C* | 45°C
Dggl + 10429 |0215| w 0
2R1b w | 0,391 | 0,223 + 0
SaGb10 w | 0,629 | 0,414 + 0
IAnSk8 + 0,637 | 0,273 w 0
*Voxtur metin w=Litill/Haegur eda +=Vel greinanlegur
Tafla 11 — Kj6rvatnsvirknimaelingar

max () Vid a,, (d1ad med NaCl):
stofn\a,, 1,00 0,99 0,98 0,96 0,93 0,87
Rggl 0,215 0,204] 0,180 0,024 0 0
2R1b 0,108 0,227 0,204 0,145 0,062 0
SaGb10 0,137 0238 0,240 0,124/ 0,043 0
IAnSk8 0,087 0,241] 0,225 0,094 0,050 0

Hémarks frumupéttleiki ODgyonm
stofn\a,, 1,000 099 098 096 093 0,87
Dggl 0,28 030 041 020 0,16 0,13
2R1b 0,35 048 0,50 033 027 0,14
SaGb10 0,56 0,65 0,54 0,35 0,26 0,15
IAnSk8 0,34 0,58 0,53 0,32 0,29 0,16

Tafla 12 - Kjérsyrustigsmeelingar

max (K1) 1 NB zti d1ad med citrat-fosfat og Tris-HCI dua
stofn\pH 522 552 5,78 594 6,11 826 8,89
2ggl 0,079, 0,107 0,127, 0,157, 0,195 0,168 0,157
2R1b 0,086 0,183 0,204/ 0,216 0,237 0,209 0,174
SaGb10 0,0000 0,073 0,160, 0,162 0,170, 0,195 0,170
IAnSk8 0,156 0,163 0,178 0,181 0,195 0,164 0,147
Héamarks frumupéttleiki ODgyonm
stofn\pH 522 552 578 594 6,1 826 8,89
Rggl 0,52 0,62 0,600 0,555 048 041 0,41
2R1b 0,54 0,600 048 050 047 049 0,48
SaGb10 0,12 024 041 0,41 0,39 0,54 0,44
IAnSk8 0,68 0,74 0,52 0,51 0,52 0,52 0,53
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Vidauki IV

Consensus radir stofna 2R1b og 2gg1

>2R1b 50-700 (-380 4con, 380+ 8con, 460+ 4con, 670+ 2con) (642bp)
GGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGATGCTGAGCTTGCTT
AGCGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGC
ACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACCGGATATGA
CAACCGAACGCCTGTTGTGGTTGTGGAAAGATTTTTTGGTCAAGSGATG
GACTCGCGGCCTATCAGGTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAACGCCTACGACGGGTAGCCGG
CCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACG
GCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGTAAGGAAGAAGAACTTCGGTTTGACGGTACTT
GCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTG
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCTG
GAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTT
GGATCACCTCCTTAMTCCTGGTGTAMCGGTGGAA

>2R1b 840-1150(3) (265bp)
TCCWWGCCGTAAACGTTGGGAACTAGATGTAGGGACCATT
CCACGGTTTCTGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATG
AACGAGAACNGNTCAGAAATGTGGAACTCTTTGGACACT
CGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCKTCAGCTCGTGTCGT

>2R1b 1280 (3-2) (320bp)
TTCACRCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCNATACCGTAAGGTG
GAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAT
TGAGGTCTGCAACTCGNCCTCATGAAGTCGGAGTCGCT
AGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAA
GTCGGTAACACCCAACGCCAGTGGCCTAACCTTCGGGAG
GGAGCTGTCTAAGGTGGGATTGGTGATTANGGACTAAGT
CGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGTTATCAC

CCTCCTTAA

>2ggl (483 bp)
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGKRAACCGGRGCTAATACCGGATAGT
TCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTA
CAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA
TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGG
ATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCG
CACCTTGACGGTACCTAACCAGACAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG

Einfaldar radgreiningaradir fra fyrra verkefni

>CbSbl4 830 (435bp)

CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTAGAGATAGAGCTTTC
CCTTCGGGGACAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCA
CTCTAAGGTGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
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CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAGAGGGTCGCAACCCCG
CGAGGGTGAGCTAAT

>2ggl R 328
ACAAVCGGTDAAGNATKTTGTTTAATTNGAARCAACGVNAAGANCCTTAACAGGTCTTVA
ATTCTYNTNACAACCCTAGABATAGGDCTTTCCCTTCGGGNACAGAGTNACAGKTGGTG
CATGGTTGTBGTCAGCTCSTSTCSTCAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGNGCAACC
CTTGATNTTADTTAANAGCATTCAGTTGGGCACTCYMMMCYCMCCBCCVGGTGNCaaahm
raaaaaarrTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCNACACACATG
CTAMAATGGACAGAACAAATGGGTSCGAG

>2R1_F (458bp)
CTTCGGGTGNCAGCGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCCTTTGGTTCGGAA
TAACGCATGGAAACGTGCGCTAATACCGGATACGCCCTTTTGGGGAAAGGCTTGCTGCCG
AAGGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTTATATGGCCTACCAAGGCGACG
ATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCANGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAANGCCTGATCCAGCCATG
CCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGACNATAATGAC
GGNCCCGGAAGAATAAGCCCCCGGCTAACTTCGTGCCNCNGCCGCGGTATACGAAGGG
GCTAGCGTTGCTCGAATCCTGGCGTAANGGCNCGTAGGCG

>2R1 R (463 bp)
ACGGTTTAAAGCATTCCCCCTNGGGAGTAGGGTCGCAAGATTAANACTCAAAGGAATTA
CGGGGCCCGCANAATCGGTGAACCATGNGTTTAATTTCAAGCAACTGCGCAGAAACC
TTTACCATTCCCTTGACATGTCGTGCCATCCGGAGAGATCCGGGGTTCCCTTCGGGGACG
CGAACACAGGTGCNTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CCGCAACGGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGGGAG
ACTGCCCGGTGATAAAGCCCANGANGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT
ACGGGATGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGACGCGAAGGAGCGATCT
GGAGCAAATCCCCAAAAACCGTCTCAGTTCAGATTGCACTNTGCAA

>CvSml4 (450bp)
GCCCACCTTGNTGAGTGACATTAGTGGCGAACGCGGTGAGTAACACNTGAGTAACCTGCC
CTTGACTCTAGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCTAATACTGGATAGGAACGTCTACCGCA
TGGTGGATGTTGGAAAGAATTTCGGTCATGGATGGACTNNCNGCCTATCAGCTTGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACALC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGAAAGCCTGATGCANGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
CTTTCAGTAGGGAANAAGCGAAAGTGACGGTNCCTGCAGAAGAAGCACCGGCTTACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGC

>AnSk8 (257bp)
TGGGTGTCKGTCAGACTCTGGGTCGTGAGGGTGTTCNKGTTAATGTCCCGGBAACGGGGC
GGCAACCCTCCGTTYCATNGTTGACAGCANGTTCBGGTGGGGACTCChbssnvsaCYCCC
GGGGTCaamwaaaarraaGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG
CTTCACGCATGBBRCAATGGCCGGTNCAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATC
CCAAWAAGCCGGTCTCA

>8aGbl0 F (387bp)
TTAANTTCCCGCCTKGGAGTACGGTYSCAAGACTDAACTHAAGGAATTACNNGGGC
CCGCCAAACGGTGGAGTATGTGKTTAATTBGATCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCC
TTKACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATGGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTMMCCMSACCGCCGGTGACA
AACAMGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACAC
ACGTACTACAATGGTAGGKTACAGACKGGCTGCA

>5aGbl0_R (356bp)
ATAACNTAVGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCT
TCGGACCTTGCGCGATTGAATGakyyykwTGTCGGATTAGCTAGTKGGCGGGGTAAAGGC
CCACCAAGGCGACTATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCT
GATCCAGCCATACCGCGTGNGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGA
AAGAAATCCANCCGGCTATCCCTGNTGGGATACNGNCCCAAGAAAAVCCCBGC

TAA

59



