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Abstract 
In this research four aerobic and organotrophic bacteria, isolated in a 

previous project, strains 2gg1, 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 

Eyjafjörður 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 AnSk8), and a 

borderline psychrophilic, halotolerant, slightly alkaliphilic 

Stenotrophomonas sp. (strain SaGb10). Both A. 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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Útdráttur 
Í þessari tilraun voru notaðir fjórir súrefnisháðir eða valfrjálsir og 

ófrumbjarga bakteríustofnar, 2gg1, 2R1b, SaGb10 og AnSk8, sem voru 

einangraðir í fyrra verkefni. Stofnarnir voru einangraðir úr eða af 

fjórum mismunandi fléttutegundum án blábaktería (landfræðiflikra, 

Rhizocarpon geographicum, ryðkarta, Porpidia flavicunda,

grábreyskja, Stereocaulon alpinum og surtarkræða, Alectoria 

nigricans) úr Eyjafirði og nágrenni. Verulegra valáhrifa virðist gæta og 

mögulegt er að bakteríurnar séu órjúfanlegur hluti af samlífinu. Líklegt 

hlutverk þeirra í sambýlinu má telja að sé að binda köfnunarefni fyrir 

sveppinn og ljósbýlinginn. Allir stofnarnir eru ljósóháðar 

sambýlisbakteríur íslenskra fléttna og gaf fyrri bráðabirgðagreining 

vísbendingar um að stofnarnir gætu verið af áður óþekktum tegundum. 

Gerð var tegundagreining með raðgreiningu 16S rRNA gensins 

ásamt vaxtatilraunum við mismunandi hitastig, sýrustig og vatnsvirkni. 

Einnig var vöxtur kannaður á mismunandi kolefnisgjöfum og gerð var 

Gramlitun ásamt oxidasa- og katalasaprófum. Stofnarnir reyndust vera 

kuldakærir eða á mörkum þess að vera miðlungshitakærir og 

kuldakærir. Tveir stofnanna voru greindir til tegunda,  stofn 2R1b 

reyndist tilheyra Agreia patensis og 2gg1 Bacillus pumilus. Hinir 

stofnarnir tveir eru annars vegar kuldakær, lítið eitt sýrukær, lítið eitt 

saltkær baktería af Micrococcus ættkvísl sem getur einnig nýtt sér 

xylose og cellobiose sem kolefnisgjafa (stofn AnSk8), og hins vegar 

miðlungshitakær til kuldakær, saltþolin, lítið eitt basakær baktería af 

ættkvísl Stenotrophomonas (stofn SaGb10). Bæði A. patensis og B. 

pumilus eru þekktir anatagonistar, annar gegn bakteríum og hin gegn 

sveppi, og gæti því verið áhugavert að skima eftir lífvirkum efnum úr 

þeim. 

Lykilorð: Sameindalíffræðileg örveruþýðisgreining, 16S 

rDNA, fléttur, samlífi.
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Markmið 
Megin tilgangur þessarar rannsóknar var að greina valda fulltrúa 

ljósóháðrar sambýlisbakteríubíótu fjögurra fléttutegunda til ættkvísla 

með sameindalíffræðilegum og örverufræðilegum aðferðum. Valdir 

voru stofnar sem fyrri greining gaf til kynna að veruleg óvissa væri um 

flokkunarfræðilega stöðu þeirra, eða jafnvel að um nýjar tegundir væri 

að ræða.  

Einnig var áformað að draga ályktanir um hlutverk þessara stofna í 

fléttusambýlinu, svo og um mögulega þróunarsögu ljósóháðra 

sambýlisbaktería fléttna.  

 

Til að nálgast þessi markmið voru eftirfarandi rannsóknaspurningar 
skilgreindar: 
 
• Gefur 16S rDNA raðgreining tilefni til að ætla að um óþekktar 

tegundir sé að ræða? 

• Samsvara vaxtareinkenni og næringarþarfir stofnanna þeim 

lýsingum sem birtar hafa verið? 

• Er aðferðafræðin sem beitt er hentug til að skilgreina áður 

óþekktar tegundir sem kunna að finnast við frekari greiningu á 

sambýlisbíótu fléttna? 

• Má draga ályktanir um hlutverk stofnanna í sambýlinu út frá 

fyrirliggjandi heimildum um þær bakteríutegundir sem 

greindust? 

• Hafa þessir bakteríustofnar aðgreinst þróunarfræðilega vegna 

langvarandi sambýlis við fléttur? 

 

Til að leita svara við þessum spurningum voru gerðar tiltölulega 

einfaldar tilraunir í lokuðum ræktum. Notaðir voru stofnar sem búið 

var að einangra í tengslum við fyrri verkefni sem hafa verið í gangi við 

Háskólann á Akureyri. 
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1 Inngangur 

1.1 Bakgrunnur rannsóknar 
Litlar rannsóknir hafa verið gerðar á bakteríubíótu fléttna. Slíkar 

rannsóknir samtvinna fræðilegar rannsóknir á samlífi fléttna og 

samskipti svepps við ljósbýling (photobiont) ásamt hagnýtum 

rannsóknum á mögulegri framleiðslu lífvirkra efna. 

Sumarið 2007 vann undirritaður að verkefninu 

„Sameindafræðileg greining sambýlisbaktería fimm fléttu tegunda“, en 

það var styrkt af Nýsköpunarsjóði Námsmanna og rannsóknasjóði 

Háskólans á Akureyri. Einangraðir voru alls 174 stofnar úr 11 

fléttutegundum úr Eyjafirði og nágrenni. Framkvæmd var 

bráðabirgðagreining og var lokamarkmið hennar að setja upp skilgreint 

bakteríustofnasafn. Gerð var hlutaraðgreining 16S rDNA gensins 

ásamt DGGE greiningu ITS svæðis milli 16S og 23S rDNA genanna. 

Stofnar voru greindir til ættkvísla eða tegunda og búið til skyldleikatré, 

sbr. meðfylgjandi greinagerð. 

 Bráðabirgðagreiningin gaf til kynna að nokkrir stofnanna gætu 

svarað til áður óþekktra tegunda. Með raðgreiningu, DGGE flokkun og 

efnafræðiprófunum voru stofnarnir flokkaðir í 18 hópa, fjórir tilheyrðu 

Stenotrophomonas, fjórir Rhodococcus, tveir Bacillus, tveir 

Microbacterium, tveir Micrococcus, og stakir stofnar greindust af 

Chryseobacterium, Pseudomonas, Sporosarcina og Methylobacterium 

(sjá  Mynd 11, bls. 56 og Töflu 2, bls. 13). Af alls 174 stofnum 

reyndust 43 geta vaxið á köfnunarefnisfríu æti og má því telja líklegt 

að hlutverk þeirra í sambýlinu sé að binda köfnunarefni fyrir sveppinn 

og ljósbýlinginn. Þótt sambýlisbakteríur fléttna, aðrar en ljósbýlingar, 

hafi lítið verið rannsakaðar, hvort sem er hér á landi eða á heimsvísu, 

þá hafði um helmingur þeirra ættkvísla sem greindust í verkefninu 

einnig fundist á fléttum í Austurríki. Verulegra valáhrifa virðist gæta 

og mögulegt er að bakteríurnar séu órjúfanlegur hluti af samlífinu.1

1 Aðalsteinsson, K., Coe, J. E., Heiðmarsson, S. og Vilhelmsson, O. 2007 
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1.2 Almennt um fléttur 
Flétta er sveppur, asksveppur (Ascomycetes) eða sjaldnar kólfsveppur 

(Basidiomycetes) sem lifir í sambýli með ljóstillifandi lífveru, hvort 

sem er grænþörungi (Chlorophyta), blábakteríu (cyanobacteria) eða 

hvoru tveggja.2 Fléttur eru svokallaðir frumkvöðlar, setjast að við erfið 

umhverfisskilyrði og greiða leiðina fyrir aðrar tegundir til að setjast að. 

Fléttur geta sest að á beru bergi og smámsaman unnið á því þangað til 

að þær mynda lífvænleg skilyrði fyrir aðrar tegundir. Talið er að 

bergsæknar (saxicolous) fléttur hafi verið meðal þeirra fyrstu lífsforma 

til að setjast á yfirborð jarðar.3 Fléttur fyrirfinnast í fjölbreytilegu 

umhverfi allt frá köldum heimskautasvæðum til hitabeltissvæða, á 

steinum, súrum jarðvegi eða sitja á plöntum (epiphytes).4

Margar fléttur mynda svokölluð annars stigs efni (secondary 

metabolites) og gegna mörg hver hlutverki varnarefna gegn örverum.5

Efnin eru mjög fjölbreytt og hægt er að grófflokka lífvirkni þeirra í: 

Örveruhemjandi virkni, krabbameins- og stökkbreytinga hindrunar 

virkni, virkni gegni Human Immunodeficiency Virus (HIV), 

plöntuvaxtahindrunar virkni, ensím hindrunar virkni, ofnæmis virkni 

og aðra virkni.6 Á íslandi hefur fundist örveruhemjandi virkni s.s. 

depsíða7 og úsniksýru8,9. Nýlega hafa áhrif ýmissa fléttufjölsykra á 

angafrumur ónæmiskerfisins verið könnuð.10 Þar sem ekki er vitað 

hvort einangruðu efnin séu framleidd af fléttunni eða af 

sambýlisbakteríu, þá er verðugt verkefni að leita sérstaklega að 

lífvirkum efnum framleiddum af sambýlisbakteríum.11,12 Þrátt fyrir að 

 
2 Ryan, B. D., Bungartz, F. og Nash III, T. H. 2002 
3 Gadd, G. M. 2007 
4 Ryan, B. D. o.fl. 2002 
5 Ingólfsdóttir K., Chung G. A. C., Gissurarson S. R, Skúlason V. G., og Vilhelmsdóttir M. 1998 
6 Huneck S. og Yoshimura I. 1996 
7 Ingólfsdóttir, K., Bloomfield, S. F. og Hylands, P. J. 1985 
8 Ingólfsdóttir, K. o.fl. 1998 
9 Ingólfsdóttir, K. 2002 
10 Freysdóttir J., Ómarsdóttir S., Ingólfsdóttir, K., Víkingsson, A. og Ólafsdóttir, E. S. 2007 (í prentun) 
11 Ingólfsdóttir, K. o.fl. 1985 
12 Ingólfsdóttir, K. o.fl. 1998 
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dregið hafi í efa örveruhemjandi hlutverk annar stigs efna (þ.a.m. 

úsniksýru) hjá Cladonia stellaris.13 

Sveppahlutinn (mycobiont) og ljóstillifandi hluti/félagi 

(photobiont) fléttunnar mynda saman þal (thallus) sem er „líkami“ 

fléttunnar. Vanalega er sveppurinn (mycobiont) ríkjandi hluti (er allt að 

80-90% af lífmassa fléttunnar) sambýlisins.14 Sveppir eru þekktir fyrir 

að taka þátt í margskonar samlífi ekki bara í fléttum, heldur líka með 

plöntum sem svepprót (mycorrhizae), inni í plöntum (endophytes) eða í 

meltingarkerfi jórturdýra og annarra grasbíta.15 Dæmi eru um að 

bakteríur sem sitji á (epiphytes) svepp hafi áhrif á efnaskipti sveppsins 

að því markmiði að framleiða fenól efnasambönd.16 Talið er að meðal 

asksveppa hafi fléttu samlífi þróast a.m.k. tvisvar óháð hvort öðru og 

meðal kólfsveppa hafi það gerst þrisvar sinnum.17 

Plöntulík bygging fléttna, þal (thalli), er mismunandi á lit og 

stærð og eru gjörólík frá báðum samlífshlutunum samanborið við þegar 

þeir eru ræktaðir stakir.18 Bygging þeirra getur verið (sjá mynd 1, bls. 

5) (a) hrúðurkennd (crustose, crust-like), (b) blaðkennd (foliose, leaf-

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

(endolithic).19 

13 Stark, S., Kytöviita, M. –M. og Neumann, A. B. 2007 
14 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 
18 DePriest, P. T. 2004 
19 Ryan, B. D., Bungartz, F. og Nash III, T. H. 2002 
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Mynd 1 – Bygging fléttna20 

Blábakteríur í fléttum tilheyra 14 til 16 ættkvíslum, flokkuðum 

í fjóra aðskilda ættbálka (orders). Nostoc er ein þeirra ættkvísla og hún 

getur eining myndað sambýli við burkna (ferns), köngulpálma (cycads)

ásamt háplöntuættkvíslinni Gunnera.21 Sýnt hefur verið að 

hreinræktaður Nostoc ljósbýlingur (cyanobionts) himnuskófar, 

Peltigera membranacea, var öðruvísi útlitslega (phenotype) en beint úr 

þali fléttna.22 Flutningur frá sambýli í hreinrækt hefur því 

formbreytingar (transformative event) í för með sér fyrir ljósbýlinginn. 

Og leiða má líkum að því að samband Nostac við fléttu sé 

einhverskonar samhjálp eða sýking (contiminating) blábakteríunnar. 

 Talið er um að einungis 10% fléttumyndandi sveppa stundi 

samlífi með blábakteríu (cyanobionts), sem sjá sveppnum fyrir 

ljóstillífuðu kolefni ásamt köfnunarefni (N2).23 Sýnt hefur fram að 

engin köfnunarefnisbinding er framkvæmd af grænþörungs 

fléttusambýli Cladonia impexa, samanborið við köfnunarefnisbindingu 

Peltigera praetextata.24 En líklegt hlutverk ljós-óháðra baktería í 

sambýli fléttna má telja að sé að binda köfnunarefni fyrir sveppinn og 

ljósbýlinginn. 

 
20 Lisci, M., Monet, M. og Pacini, E. 2003 
21 DePriest, P.T. 2004 
22 Miao, V. P. W., Rabenau, A. og Lee, A. 1997 
23 DePriest, P.T. 2004 
24 Scott, G. D. 1956 
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1.3 Samlífi fléttna 
Þrjár nýlegar greinar eru samhljóma um að bakteríur sem lifa ásamt 

fléttum gætu spilað vegamikið hlutverk í samlífi svepps og ljósbýlings. 

Fimm tegundir fléttna án blábakteríu í Brasilíu reyndust vera með 

köfnunarefnisbindandi samlífisbakteríur. Bakteríubíótan virtist 

einungis samanstanda af γ-próteóbaktería, en greindar ættkvíslir voru 

Acinetobacter, Pantoea, Pseudomonas, Serratia og

Stenotrophomonas.25 Í rannsókn á fléttum í Alaska, Hawaii og Réunion 

eyju var metinn möguleika baktería af fylkingu Actinobacteria til að 

framleiða lífvirk efnasambönd. Greindar voru ættkvíslir af 

Rhodococcus, Pseudonocardia, Streptomyces and Micromonospora.26 Í 

sameindalíffræðilegri örveruþýðisgreiningu átta fléttutegunda í 

Austurríki og Frakklandi, var flokkað í 25 svipgerðaflokka og greindust 

fulltrúar hvers flokks í fylkingar Actinobacteria, Proteobacteria og

Firmicutes (sjá mynd 2, bls.9). Greindar voru ættkvíslirnar 

Curtobacterium, Micromonospora, Streptomyces, Streptosporangium,

Peanibacillus, Bacillus, Inquilinus, Luteibacto og Burkholderia.27 

Hið nána samlífi svepps og ljósbýlings er mjög víð skilgreining 

þar sem hún fellur ekki snyrtilega inn í hina mismunandi flokka 

samlífa; sníkjulífi, samhjálp eða gistilífi. Samlífið er sérkennileg blanda 

samhjálpar og sníkjulífs. Talað er um að samlífið sé svokallað stjórnað 

sníkjulífi (controlled parasitism) þar sem ljóstillífandi hlutinn sé frekar 

fórnalambið heldur en samstarfsfélagi. Hinn ófrumbjarga félagi 

(sveppurinn) reiðir sig á ljóstillífunarhlutann til að sjá sér fyrir kolefni 

með ljóstillífun (fixed carbon). Ekki hefur fyllilega verið sýnt fram á 

ágóða ljóstillífunar hlutans en sveppurinn er talin verja ljóstillífunar 

hlutann gegn ytri umhverfisþáttum og sjá honum fyrir steinefnum.28,29 

Samlífið eykur þol gegn umhverfisáreiti og vörn gegn andoxunarefnum 

og ljósvarnarmekanismar eru meiri en þegar sambýlisfélagarnir eru 
 
25 Liba, C. M., Ferrara, F. I. 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 González, I., Ayuso-Sacido, A., Anderson, A., og Genilloud, O. 2005 
27 Cardinale, M., Puglia, A. M., og Grube, M. 2006 
28 DePriest, P.T. 2004 
29 Ryan, B. D. o.fl. 2002 
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aðskildir.30 Við kuldaáreiti og við áreiti af völdum útfjólublás ljóss 

hefur verið sýnt að Heterodea muelleri stýrir vexti grænþörungs 

(ljósbýlings) og mítósu fléttunnar.31 Hvort sem það er samhjálp eða 

stjórnað sníkjulíf, þá er þetta samstarf stöðugt, sjálfu sér nægt (self-

supporting), og viðheldur sjálfum sér (self-reproducing).32 Svo virðist 

einnig að samþróun fléttusamlífsins sé ekki stýrt vegna vals fyrir bestu 

(optimal) samlífissvipgerð.33 

Fléttumyndun er í sumum tilvikum formbreytingaraðgerð 

(transformative event) fyrir sveppinn. Því hafa sameindalíffræðilegar 

(molecular-genetic), sameindaflokkunarfræðilegar (molecular 

systamatics) og þróunarfræðilegar (phylogenetic) nálganir umbylt 

fléttufræðum á seinni árum. Sýnt hefur verið fram á að fléttumyndun 

hefur komið fram og tapast innan sveppa, grænþörunga og blábakteríu 

tegunda.34 Mörkin á milli fléttusveppa og ekki fléttusveppa eru einnig 

ekki alltaf ljós. Þar sem sumar tegundir eru valfrjálsar til 

fléttumyndunar og ekki allir fléttumyndandi sveppir hafa ljóstillifandi 

félaga fyllilega felldan inn í þalið. Auk þess er fjöldinn allur af 

sveppum sem ekki eru fléttumyndandi en lifa á fléttum sem sníkill 

(parasite), rotvera (saprophyte) eða ásæta (epiphyte). Þeir deila þal og 

jafnvel photobiont hýsilfléttunnar.35 Efnabrigða (chemotype/chemovar)

eða tegunda-pars flokkun getur því ekki ein og sér fyllilega aðgreint 

samlífstegundir. 

 

30 Kranner, I., Cram, W. J., Zorn, M., Wornik, S., Yoshimura, I., Stabentheiner, E., og Pfeifhofer, H. 
W. 2005 
31 Hager, A., Brunauer, G., Türk, R., og Stocker-Wörgötter, E. 2008 
32 DePriest, P.T. 2004 
33 DePriest, P.T. 2004 
34 DePriest, P.T. 2004 
35 Ryan, B. D. o.fl. 2002 
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1.4 Bakteríubóta 
Takmarkaðar rannsóknir hafa verið gerðar á bakteríubíótu fléttna og 

því ekki hægt að fullyrða um vistfræðilegt hlutverk sambýlisbaktería í 

fléttum. Sveppurinn hvatar líklegast ákveðin efnaferli í Actinomycetes 

og jafnvel fleiri tegundum.36 Stjórnunarhættir sveppsins gætu samrýmst 

rannsóknum á stjórnun svepps gagnvart ljósbýlingi sínum. En sýnt 

hefur verið að fléttumyndandi sveppurinn Heterodea muelleri stjórnar 

vexti grænþörungs ljósbýlingsins og mítósu innan fléttunnar með 

kuldastress og útfjólubláljós hvataðri barbatiksýrutillífun.37 

Ljósóháð sambýlisbíóta fléttna hefur afar lítið verið rannsökuð 

til þessa. Í grein Liba o.fl. er vísað í torfengnar rússneskar heimildir frá 

því fyrir daga sameindalíffræðilegra aðferða (1938-1973), um að 

Azotobacter, Clostridium, Bejerinckia, Bacillus og Pseudomonas hafi 

greinst í fléttum,38 en að öðru leyti hefur heimildaleit engu skilað um 

þetta efni utan þriggja nýlegra greina sem að neðan er frá greint. 

 
36 González, I. o.fl. 2005 
37 Hager, A. o.fl.  2008 
38 Liba, C. M. o.fl. 2006 
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Mynd 2 – Skyldleikatré39 

Í sameindafræðilegri örveruþýðisgreindu Cardinale o.fl. (sjá 

nánar á mynd 2 að ofan) greindust tvær ættkvíslir af Firmicutes, fjórar 

af Actinobacteria og þrjár af Proteobacteria. Af 34 útlitslega 

frábrugðum bakteríum sem flokkaðar voru í 25 svipgerðaflokka. 

Paenibacillus, Burkholderia og Luteibactor voru algengar og greindust 

í mismunandi fléttum frá ólíkum landsvæðum. Sama tegund 

(Luteibactor rhizovicina) greindist á þrem mismunandi fléttum á tveim 

mismunandi stöðum. Út frá því má álykta að samsetning 

bakteríusamfélagsins í fléttum sé háð fjölþættum lífrænum og 

ólífrænum þáttum s.s. tegund svepps (phylogenetic position), 

landfræðilegrar staðsetningar, undirlags (substrate), ástands 

örverusamfélags og framleiðsluferlum annars stigs efna (secondary 

metabolism) í sveppinum.40 

Ólíklegt má teljast að með aðferðafræðinni sem beitt var, þ.e. 

flokkun stofnanna í svipgerðaflokka, og vali eins stofns úr hverjum 

 
39 Cardinale, M. o.fl. 2006 
40 Cardinale, M. o.fl. 2006 
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svipgerðaflokki sem fulltrúa til frekari greiningar, hafi náðst að greina 

erfðafræðilega ólíka stofna með svipuð útlitseinkenni. Annar möguleiki 

væri að flokka stofnana eftir DGGE (Denaturing Gradient Gel 

Elecrophoresis) á innröðum milli 16S og 32S rDNA. 

Mörgum spurningum er ósvarað þegar kemur að því hvort þær 

bakteríur sem lifa með og á fléttum hafa þróað með sér ónæmi gegn 

örveruhemjandi efnum fléttna eða hvort bakteríustofnar eru valdir 

(selective) fyrir hýsilfléttu.41 Ef bakteríur eru þátttakendur í samlífi 

fléttna þá hljóta þær að nýtast samlífinu eitthvað. Framleiðsla annars 

stigs efna frá Actinobacterium er möguleiki 42 en einnig hafa hæfileikar 

köfnunarefnisbindandi γ-próteóbaktería til að leysa upp fosfat og seyta 

út amínósýrum og plöntuhormónum verið rannsakaðir.43 

Tafla 1 – Útseyting plöntuhormóna og uppleysing fosfats44 

41 Ingólfsdóttir K o.fl. 1985 
42 González, I. o.fl. 2005 
43 Liba, C. M. o.fl. 2006 
44 Liba, C. M. o.fl. 2006 

 

Phosphate 
solubilization* IAA† Ethylene‡ 

Ste. maltophilia (CBMAI 458) − + +
Pseudomonas stutzeri (CBMAI 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 (CBMAI 459) + + −
Ser. marcescens (CBMAI 469) + + −
Ser. marcescens (CBMAI 472) + + +
Ser. marcescens (CBMAI 473) + + −
Ser. marcescens (CBMAI 474) + + −
*‘+’ signs indicate solubilization halo diameters between 1·5 and 3 cm. 
†‘+’ signs indicate production of IAA (qualitative). 

‡‘+’ signs indicate ethylene values between 0·44 and 0·71 nmol produced by 9-day cultures. 
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Í rannsókn Liba o.fl. á köfnunarefnisbindandi  

samlífisbakteríum fléttna, seyttu 14 stofnar amínósýrum og 3-

indoleacetic acid auxin (IAA) sem vaxtaörvandi plöntuhormón og getur 

haft plöntusýkjandi virkni (phytopathogenicity). Átta stofnar af 14 

leystu upp fosfat og fjórir seyttu út plöntuhormóninu ethylene (sjá töflu 

1, bls. 10). Bakteríurnar seyttu ekki fleiri en átta mismunandi 

amínósýrum,45 þó var mólstyrkurinn mun meiri en til samanburðar 

Azospirillum sp. við sömu skilyrði.46 Þrír af fjórum hreinræktuðum 

Stenotrophomonas maltophilia framleiddu plöntuhormón í æti með 

methionine. Einungis einn stofn Serratia marcescens seytti út 

plöntuhormóni.   

Svo virðist að ófrumbjarga (organotrophic)

köfnunarefnisbindandi bakteríur í fléttum án blábaktería framleiði 

lífræn efni sem gætu nýst fléttunni (hýsli) ef þau eru tjáð þegar 

bakterían er í fléttunni.47 Sýnt hefur þó verið fram á að ethylene 

framleiðsla frá plöntusýkjandi bakteríunni Ralstonia solanacearum 

stilli tjáningu vissra gena með að hindra þýðingu mRNA í hýsilplöntu 

Arabidopsis.48 Geta því sambýlisbakteríur fléttna verið ráðandi þáttur í 

framgang og vöxt fléttunnar og því mögulegt er að bakteríurnar séu 

órjúfanlegur hluti af samlífinu. Hvort sem er af indoleacetic acid eða 

ethylene. 

 

1.4.1 Annars stigs efni samlífs baktería fléttna 

Góðar líkur eru taldar á að tegundir geislagerla í fléttum framleiði 

lífvirk efnasambönd. Geislagerlar (Actinomycetales) er vel þekktur og 

fjölbreyttur ættbálkur Gram jákvæðra, þráðmyndandi baktería innan 

fylkingarinnar Actinobacteria49 Geislagerlar eru algengir í jarðvegi og 

öðrum svæðum þar sem þeir taka þátt í því mikilvæga vistfræðilega 

hlutverki að umbreyta næringu í jarðvegi (soil nutrient turnover). 

 
45 Liba, C. M. o.fl. 2006 
46 Thuler, D.S., Floh, E. I. S., Handro,W. og Barbosa, H. R. 2003 
47 Liba, C. M. o.fl. 2006 
48 Valls, M., Genin, S. og Boucher, C. 2006 
49 Stackebrandt, E., Rainey, F. A., og Ward-Rainey, N. I. 1997 
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Flestir stofnar eru rotverur (saprophytic) og geta nýtt sér til framdráttar 

næstum því hvaða næringu sem er. Hin margvíslegu efnaskipti sem 

bakterían getur framkvæmt eru iðulega í tengslum við 

framleiðsluaukandi efnaskipti (secondary metabolism). Hin feiknarlega 

fjölbreyttu efni eru talin spila mikilvægt hlutverk í viðhaldi, tjáskiptum 

(signaling) milli baktería og landnámi nýrra svæða og baktería.50 

Við skimun á ákveðnum genum í geislagerlum einangruðum úr 

fléttum, kom í ljós há tíðni af genum tengdum framleiðslu sameinda og 

samskipta polyketide og non-ribosomal peptíða (PKS-I, PKS-II og 

NRPS (biosynthetic systems)). Magn svörunar var meira en í 

samanburðarstofnun og umhverfissýnum. Lág tíðni af APH og HMG 

ber saman við niðurstöður á actinomycetes úr öðruvísi 

umhverfissýnum. Lág tíðni aminoglycoside phosphotransferase gena 

sem virðist hindra biosynthetic ferla eru líklega ekki einkennandi fyrir 

sambýlisbakteríur actinomycetes. Athyglisvert er að genin PKS-I, 

PKS-II og NRPS sem skimað var fyrir, voru ekki tjáð sem leiðir að 

þeim séu líklegast stjórnað með samskiptum við hýsil, sem er líklegast 

sveppur.51 

50 González, I. o.fl. 2005 
51 González, I. o.fl. 2005 
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1.5 Stofnar 
Í sumarverkefni Aðalsteinsson o.fl.52,53,54 voru einangraðir 

neðangreindir stofnar, úr þrem fléttum sem allar hafa grænþörung sem 

ljósbýling, frá Eyjafjarðarsvæðinu, á Nutrient Broth agar við 20°C. 

Fyrir auðgunarræktun var reynt að aðgreina innri bakteríur frá ytri 

bakteríum á fléttusýnunum. Fléttusýnum var því dýft í 10% H2O2 við 4 

mín. Þá voru bæði ómeðhöndluð sýni og meðhöndluð sýni með H2O2

ræktuð upp. Einangraðar bakteríur úr meðhöndluðum sýnum eru því 

upprunnar innan úr fléttunum á meðan ómeðhöndluðu einangruðu 

bakteríurnar geta verið bæði verið upprunnar innan og utan á þali 

fléttunnar.55 Í verkefninu verður lýst nánar stofnunum 2gg1, 2R1,  

SaGb10 og AnSk8. 

 

Tafla 2 – Greindir stofnar56 
Strain # Source lichen Sampling 

site
∇

Thallus 
treat-

ment
$

Growth 
temp-
erature 

Colony 
morph-

ology
∆

Gram 
reactn 

Cell 
morph-
ology# 

N2-
fixing¥

Most closely related GenBank 16S 
rDNA sequence (Accession number) 

Max 
seq 
idty 

DGGE 
phylo-
type 

Phylum 

2gg1 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 

AnSk8 A. nigricans K P 20 Y, FE + C (P&T) - Micrococcus sp. (EU029625) 82%  Actinobacteria 

AoSk6 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 

CaK14 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 

CrGk3 C. rangiferina M none 20 W, S + CB +   C   

CvSm5 C. verruculifera S none 20 YG - CB +   A   

CvSm9 C. verruculifera S P 20 Y - CB -   A   

CvSm11 C. verruculifera S P 20 P + C (T&C) - Sporosarcina saromensis (AB243864) 96% Firmicutes 

CvSm14 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 W - B +   A   

SaGb6 S. alpinum K none 20 B - CB - Chryseobacterium sp. (AM232809) 95% Bacteroidetes 

SaGb7 S. alpinum K none 30 W + C + Rhodococcus erythropolis (EF362636) 94% C Actinobacteria 

SaGb10 S. alpinum K P 20 W - B + Stenotrophomonas sp. (EU073955) 93% A Proteobacteria 

∇A = Lowland rocky outcrops in-town in Akureyri, K = Craggy highland area above Kjarnaskógur forest, M = Moorish highland area at Lake 
Mývatn, NE-Iceland, S = seashore, Eyjafjörður, NE-Iceland  
$P = thallus surface sterilized with H2O2, none = no surface sterilization 
∆Y = yellow, YG = yellow with a green tinge, R = red, FE = “fried egg” shape, 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 

 
52 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
53 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
54 Oddur Vilhelmsson 2007 
55 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
56 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
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1.5.1 Stofn 2gg1 (Bacillus pumilus)

Stofn 2gg1 einangraðist frá ómeðhöndluðu hrúðurfléttusýni, 

Rhizocarpon geographicum (landfræðiflikra), á klöpp innan bæjamarka 

Akureyrar, og tilheyrir bakteríum af ættkvíslinni Bacillus. Samkvæmt 

hlutaraðgreiningu 330bp á 16S rRNA geni stofnsins var röðin með 

81% einsleitni fyrir Bacillus pumilus. Þar sem einungis hefur farið 

fram einföld (x1) hlutraðgreining á stofninum er ekki vitað hvort um 

nýja tegund sé að ræða en margt bendir þó til að svo sé. 57 

Mynd 3 – Stofn 2gg1 

 

DGGE flokkun bar saman við stofn CbSb14 (DGGE flokkun 

D) sem einangraðist úr runnfléttu, Cladonia borealis (skarlatbikar), frá 

hálendi vestan Mývatns (við Hrútakvísl). Samkvæmt einfaldri 435bp 

hlutraðgreiningu 16S rRNA gensins var 99% einsleitni við Bacillus sp. 

og Bacillus psychrodurans. Útlit kólónía stofns 2gg1 er gul (sést ílla á 

mynd 2 að ofan) en stofn CbSb14 er hvít. Báðir stofnarnir er Gram 

jákvæðir, staflaga (bacilli) og geta ekki lifað á köfnunarefnisfríu æti 

(sjá Töflu 2, bls. 9). Nánar er fjallað um stofn 2gg1 og lífeðlisfræðilega 

eiginleika hans í niðurstöðum.58 

1.5.2 Almennt um Bacillus 

Greinst hefur Bacillus í fléttum áður, Cardinale o.fl. greindu fjóra 

svipgerðaflokka sem taldir voru tilheyra ættkvíslinni Bacillus.59 B. 

pumilus hefur sýnt ætisóháða fjölvirka (multi-target) antagonista virkni 

 
57 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
58 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
59 Cardinale, M. o.fl. 2006 
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gegn sveppnum A. cochleoides.60 Þar af leiðir að B. pumilus er mjög 

líkleg sambýlisbaktería fléttna og gæti einnig verið áhugaverð til að 

skima eftir lífvirkum efnum. 

 

1.5.3 Stofn 2R1 (Methylobacterium sp.)

Stofn 2R1 einangraðist frá ómeðhöndluðu fléttusýni Porpidia 

flavicunda (ryðkarta) á klöpp innan bæjamarka Akureyrar, og tilheyrir 

bakteríum af ættkvíslinni Methylobacterium. Samkvæmt 

endahlutraðgreiningu 16S rRNA gensins (um 450bp og 450bp) sem 

gerð var á stofninum var röðin með hámark 94% einsleitni við 

Methylobacterium sp. 61 

Mynd 4 – Stofn 2R1 

 

Þar sem einungis hefur farið fram einföld (x1) hlutraðgreining á 

stofninum er ekki vitað hvort um nýja tegund sé að ræða en margt 

bendir þó til að svo sé. Stofn 2R1 er Gram neikvæður, staflaga (bacilli) 

og gat lifað á köfnunarefnisfríu æti. Nánar er fjallað um stofninn og 

lífeðlisfræðilega eiginleika hans í niðurstöðum.62 

1.5.4 Almennt um Methylobacterium 

Ekki er vitað til að Methylobacterium hafi áður verið greind í fléttum 

en hún hefur fundist í háplöntum. Nýlegar rannsóknir sýna að 

Methylobacterium stofnar bindi köfnunarefni og séu sambýlisbakteríur 

 
60 Nielsen, P. og Sørensen, J. 1997 
61 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
62 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 



Háskólinn á Akureyri                                                      Viðskipta- og raunvísindadeild                                            

16

með plöntum (í rótakerfi þeirra).63 Eru jafnvel sérhæfðar gagnvart 

ákveðnum háplöntutegundum.64 Sýnt hefur verið fram á að 

Methylobacterium getur framleitt cytokin zeatin65,66 og vaxtaörvandi 

plöntuhormónið indoleacetic acid (IAA)67.

1.5.5 Stofn SaGb10 (Stenotrophomonas sp.)

Stofn SaGb10 einangraðist úr Sterocaulon alpinum (grábreyskja) á 

klettum ofan Kjarnaskógar og tilheyrir bakteríum af ættkvíslinni 

Stenotrophomona. Fléttusýnið hafði verið H2O2 meðhöndlað fyrir 

uppræktun og einangrun. Samkvæmt endahlutraðgreiningu 16S rRNA 

gensins (um 400bp og 350bp) er stofninn með 91% og 93% einsleitni 

við Stenotrophomona sp. ásamt Stenotrophomona maltophilia. Þar sem 

einungis hefur farið fram einföld (x1) hlutraðgreining á stofninum er 

ekki vitað hvort um nýja tegund sé að ræða en margt bendir þó til að 

svo sé. Stofn SaGb10 er Gram neikvæður, staflaga og gat lifað á 

köfnunarefnisfríu æti.  

 

Mynd 5 – Stofn SaGb10 

 

DGGE flokkun bar saman við þrjá aðra stofna (DGGE flokkun 

A) úr Stereocaulon alpinum (stofn SaGb2) og hrúðurfléttu, Caloplaca 

verruculifera (strandmerla), (stofnar CvSm5 og CvSm9) af strönd 

Eyjafjarðar (sjá Töflu 2, bls. 9). Útlit kólónía stofns 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, I. 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 (Útdráttur) Heimild á Rússnesku 
66 Koenig, R. L., Morris, R. O. og Polacco, J. C. 2002 
67 Ivanova, E. G., Doronina, N. V. og Trotsenko, Y. A. 2001 
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er hvít og voru stofnarnir báðir staflaga. Útlit kólónía stofns CvSm5 og 

CvSm9 er gul með má grænum lit annars vegar og gul hinsvegar og 

voru stofnarnir báðir „smá“ staflaga (coccobacilli). Einungis einn 

stofninn (hin guli CvSm9) lifði ekki á köfnunarefnisfríu æti og eru þeir 

allir Gram neikvæðir. Nánar er fjallað um stofn SaGb10 og 

lífeðlisfræðilega eiginleika hans í niðurstöðum.68 

1.5.6 Almennt um Stenotrophomonas 

Ættkvíslinni Stenotrophomonas var lýst sem nýrri ættkvísl árið 1993, 

af einni þá greindri tegund Xanthomonas maltophilia (áður 

Pseudomonas maltophilia).69 Aðgreint var stofnum innan S.

maltophilia sem eru antagonistar gegn sveppum (frá umhverfissýnum) 

og sjúkdómsvaldandi (frá sjúklingum). Hægt var að greina antagonista 

í tvo aðgreinda hópa ásamt einum stökum stofni.70 Annar hópurinn var 

síðar skírður S. rhizophila.71 

Af greindum bakteríum S. maltophilia og Pseudomonas sp. í

fléttum í Brasil þá voru þeir stofnar jákvæðir gagnvart nifH þreifurum 

fyrir genum sem eru þekkt í köfnunarefnisbindandi ferlum. Auk þess 

þar sem allir stofnar S. maltophilia seyttu plöntuvaxtarhormóninu 

Ethylene.72 

1.5.7 Stofn AnSk8 (Micrococcus sp.) 

Stofn AnSk8, einangraður (innan) úr runnfléttu, Alectoria nigricans 

(surtarkræða), á klettum ofan Kjarnaskógar og tilheyrir bakteríum af 

ættkvíslinni Micrococcus. Samkvæmt hlutraðgreiningu 16S rRNA sem 

gerð var á stofninum var um 260bp röð með 82% einsleitni við 

Micrococcus sp. og Micrococcus luteus (E gildi 1e-71).73 

68 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
69 Palleroni, N. J. og Bradbury, J. F. 1993 
70 Minkwitz, A. og Berg, G. 2001 
71 Wolf, A., Fritze, A., Hagemann, M. og Berg, G. 2002 
72 Liba, C. M. o.fl. 2006 
73 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
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Mynd 6 – Stofn AnSk8 

 

Þar sem einungis hefur farið fram einföld (x1) hlutaraðgreining 

á stofninum er ekki vitað hvort um nýja tegund sé að ræða. Stofn 

AnSk8 er Gram jákvæður, kúlulaga (cocci) og gat ekki lifað á 

köfnunarefnisfríu æti. Nánar er fjallað um stofninn og lífeðlisfræðilega 

eiginleika hans í niðurstöðum.74 

1.5.8 Almennt um Micrococcus 

Micrococcus ættkvíslin var endurskilgreind 1995 og innihélt þá 

einungis tvær tegundir M. luteus og M. lylae.75 Kuldakær 

(psychrophilic) tegund greindist árið 2000, M. antarcticus.76 Var 

ættkvíslin síðan árið 2002 M. luteus aftur skilgreind og lýst 

þrennskonar Biovar innan tegundinnar.77 

Ekki er vitað til að Micrococcus hafi áður verið greind í 

fléttum. Annar stofn var þó greindur, CvSm14, af Aðalsteinsson o.fl. 

til Micrococcus og er líklegast ekki sama tegundin þar sem ekki fékkst 

sambærileg DGGE flokkun (sjá Töflu 2, bls. 9). Stofninn einangraðist 

úr hrúðurfléttu, Caloplaca verruculifera (strandmerla), af strönd 

Eyjafjarðar og samkvæmt einfaldri 450bp hlutraðgreiningu 16S rRNA 

gensins var 96% einsleitni við Micrococcus luteus ásamt mögulegum 

röðum frá Micrococcus antarcticus og Micrococcus sp. Stofn CvSm14 

 
74 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
75 Stackebrandt, E., Koch, C., Gvozdiak, O. og Schumann, P. 1995 
76 Liu, H., Ma, Y. og Zhou, P. 2000 
77 Wieser, M. Denner, E. B. M., Kämpfer, 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 



Háskólinn á Akureyri                                                      Viðskipta- og raunvísindadeild                                            

19

er Gram jákvæður, kúlulaga (coccoidal) eða sporvala (ellipsoid), gat 

ekki lifað á köfnunarefnisfríu æti og útlit kólónía stofnsins er gul.78 

78 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Æti og stofnar 
Unnið var með stofna 2gg1, 2R1, SaGb10 og AnSk8 sem safnað var í 

sumarverkefni undirritaðs. Og voru stofnanir geymdir við -20°C í 40% 

(v/v) glýceróllausn eftir viku frystingu við -80°C.79 Öllum stofnum var 

sáð í Nutrient Broth (NB) og svo endursáð (10% sáning) með þriggja 

daga millibili við stofuhita, á meðan á tilraunum stóð. Allar tilraunir 

voru framkvæmdar á 2 daga gömlum ræktum, nema annað sé tekið 

fram.  

Búið var til NB æti samkvæmt framleiðanda (Difco) ásamt NB 

æti af tvöfaldum styrk (2xNB). Afjónað og síað vatn (dH2O), NB æti 

og 2xNB æti var dauðhreinsað í þrýstisjóðara (átóklava) við 121°C í 15 

mín. Hið afjónaða, síaða og dauðhreinsaða vatn er kallað ddH2O

framvegis. Öll áhöld voru dauðhreinsuð við 121°C í 20 mín. 

 Búið var til NB æti með viðbættu 2,0%; 3,5%; 4,0%; 5,0%; 

7,0%; 12,0%; 20,0% og 25,0% (w/v) af NaCl. Ætin voru dauðhreinsuð 

við 121°C í 15 mín og vatnsvirkni ætis mæld tvisvar við herbergishita í 

AquaLab vatnsvirknimæli. Dregið var upp samband [NaCl] og 

vatnsvirkni í NB ætinu með því að nota reikniforritið Excel.  

Skilgreint æti (defined medium, DFM) var byggt á æti Pattee 

og Neveln80, með breytingum samkvæmt Vilhelmsson81. Gerðar voru 

þrjár stofnlausnir, A1, B1 og C1. Lausnirnar voru dauðhreinsaðar með 

síun í gegn um 0,45µm filter í dauðhreinar flöskur. Stofnlausnir voru 

þynntar með ddH2O þannig að lokastyrkur í g/L af æti væri 

eftirfarandi: (Lausn A1) K2HPO4 7g; KH2HPO4 2g; Na3citrate·2H2O

0,4g; MgSO4 0,05g; (NH4)2SO4 1g. (Lausn B1) Thymine 20mg. 

(Lausn C1) FeCl2·4H2O 2,19g; MgCl2·4H2O 1,01g; NaMoO4 11mg; 

ZnSO4·7H2O 10mg; CuSO4·5H2O 10mg; CoCl2·6H2O 11mg.  
 
79 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
80 Pattee, P. A. og Neveln, D. S. 1975 Sleppt var purines og pyrimidines, amínósýrum, vítamínum og 
agar 
81 Vilhelmsson, O. 2000 Sleppt var H2BO4
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DFM var bætt með 26 mismunandi kolefnisgjöfum: 1,4-

Diaminobutane, α-Ketobutyric Acid, α-Cyclodextrin, α-D-Glucose-1-

Phosphate, α-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 λ-Lactone, Lactose, Itaconic Acid, L-

Phenylalanine, 2-Phenylethylamine, i-Erythritol, Methyl pyruvate, L-

Arginine L-Asparagine, L-Threonine, Tween 40 og Tween 80. 

Mólstyrkur kolefnisgjafa var 27,75mM nema fyrir Glycogen, þar sem 

styrkur var 0,25mg/ml. Kolefnisgjafalausninar voru síaðar í gegn um 

0,45µm filter í dauðhreinar flöskur. 

Tvennskonar sýrustigs dúar voru búnir til samkvæmt Breznak 

og Costilow, 82 Cítrat-fosfat dúi fyrir sýrustig 4,0 til 7,0 og Tris-HCl 

dúi fyrir sýrustig 7,2 til 9,0. Gerð var 0,1M citric acid lausn (Lausn 

A2); 0,2M Na2HPO4 (Lausn B2); 0,2 M Tris (Lausn C2); 0,2 M HCl 

(Lausn D2). Lausnum A2 og B2 var blandað saman til að fá Citrate-

phoshate dúa og svo lausn C2 og D2 til að fá Tris-hydrocloride dúa. 

Þynnt upp í 100 ml með ddH2O ásamt að mæla sýrustig dúanna með 

Orion4Star frá Thermo electron corp. Sýrustigs dúarnir (pH dúar) voru 

síaðir í gegnum 0,45µm filter í dauðhreinar flöskur. 

 

2.2 Vaxtartilraunir 
Vaxtatilraunir á stofnum 2gg1, 2R1, SaGb10 og AnSk8 voru 

framkvæmdar til að meta kjörhitastig, -vatnsstyrk og -sýrustig 

stofnanna. Vatnsstyrks og sýrustigs vaxtatilraunirnar voru 

framkvæmdar á 100 brunna plötum í Bioscreen microplate reader 

(Growth Curves Ltd, Finland). Gerð var þreföld ákvörðun (triplicate) á

öllum vatnsstyrks og sýrustigs vaxtamælingum. Fyrir 

kjörsýrustigsmælingu var stofnum sáð í 10 ml af 2xNB (3% sáning). 

Blandað 200µl af sáðu 2xNB æti hvers stofns og 200µl pH dúa í hvern 

brunn. Framkvæmt var kjörsýrustigsmælingar við pH 5,22; 5,52; 5,78; 

 
82 Breznak, J. B. og Costilow, R. N. 2007 
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5,94; 6,11; 8,26 og 8,89 skv. sýrustigsmælingum pH dúa. Fyrir 

kjörvatnsvirknimælingu var stofnum sáð í 10 ml af NB æti með 

tilgreindum styrki NaCl (1% sáning). Pípettað var 400µl í hvern brunn. 

Framkvæmt var kjörvatnsvirknimælingar við 2,0%;  4,0%; 7,0%; 

12,0%; 20,0% og 25,0% (w/v) af NaCl.  

Vaxtartilraunirnar fyrir kjörvatnsvirkni og -sýrustig voru 

framkvæmdar við 26°C og var ljósgleypnin mæld við 600 nm. Mælt 

var með 20 mín. millibili með 10 sek. miðlungs hristingi fyrir 

mælingar í 96 klst. Reiknaður var kynslóðatími og vaxtarhraði með því 

að nota reikniforritið Excel. 

Vaxtatilraunirnar fyrir kjörhitastig voru framkvæmdar í 

vatnsbaði með stöðugum hristingi. Stofnum var sáð í 75 mL af NB æti 

(1,3% sáning) og látnir vaxa í vatnsbaði með 100rpm á mín. við 14, 24, 

28, 34 og 45°C. Fylgst var með vexti með því að mæla ljósgleypni í 

ræktinni með ákveðnu millibili í samtals 72 klst. en þá hafði vöxturinn 

náð hámarki og ljósgleypnin farin að minnka á ný. Ljósgleypnin var 

mæld í ljósgleypnimæli við 600 nm. Kynslóðatími og vaxtarhraði var 

reiknaður út með því að nota reikniforritið Excel. 

Við útreikning á kynslóðatíma og vaxtarhraða í reikniforritinu 

Excel var dreginn upp mældur lífmassi (X) sem fall af tíma.  Algengast 

er að kynslóðatími og vaxtarhraði séu reiknuð með fallinu; 

upphafsmagn sinnum exponential veldi af vaxtahraða (µ) og tíma (t) 

(Xo). Eða X=Xo*eµt. Samkvæmt því er kynslóðatímabil 1/µ.83 En þar 

sem einstök fruma skiptir sér áfram í rununni: 1,2,4,8,16,32... , þá var 

gildi reiknuð út samkvæmt formúlunni: X=Xo*2µt.

2.3 Prófanir 
Ákvörðuð var lágmarksþörf (grunnlausn) stofnanna fjögurra fyrir 

lausnum A, B og C. Blandað var saman lausnum A, B (ef þörf var á) 

og C ásamt mismunandi kolefnisgjafa. 

 
83 Koch, A. L. 2007 
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Kolefnisgjafaprófanir á stofnum 2gg1, 2R1, SaGb10 og AnSk8 

voru framkvæmdar til að meta vöxt stofnanna á mismunandi 

kolefnisgjöfum. Kolefnisgjafaprófanirnar voru framkvæmdar með 

Bioscreen microplate reader frá Growth Curves Ltd., með 100 brunna 

plötum sem taka rúma 500µl hver. Stofnum var sáð í 5 ml af 

lágmarksæti án kolefnisgjafa (5% sáning). Microplate brunnarnir voru 

hlaðnir með 100 µl af fjórföldum styrki kolefnislausna og síðan 300 µl

grunnlausn, alls 400µl. Tómasýni (blank) var keyrt með ddH2O í stað 

kolefnisgjafalausnar og gerð var þreföld ákvörðun fyrir hvern 

kolefnisgjafa og tómasýni.  

Kolefnisgjafaprófanirnar voru framkvæmdar við 26°C og var 

ljósgleypnin mæld við 600 nm. Mælingar voru gerðar með 30 mín. 

millibili, með 10 sek. miðlungshristing fyrir mælingar, í 50 klst. en þá 

hafði vöxturinn ekki náð hámarki. Fylgst var áfram með vextinum með 

mælingum annan hvor dag. Vöxtur var metinn með því að nota 

reikniforritið Excel. 

Framkvæmd var Gramlitun84 og katalasapróf85. Framkvæmt var 

oxidasapróf með BBL DrySlide Oxidase snepilblaði. 

2.4 16S rDNA greining 
Stofnar 2gg1, 2R1, SaGb10 og AnSk8 voru raðgreindir með það að 

markmiði að að fá 3-5falda þekju (coverage) á 16S rRNA geni þeirra. 

PCR afurðir og DNA útdráttur var rafdreginn, eftir hentugleika, í 

agarósageli (150V, 200mA í 30 mín), litað með EtBr (ethidium 

bromide) lausn og skoðaður undir UV lampa, ásamt DNA ladder. Sýni 

til PCR mögnunar voru undirbúin þannig: 1,5 ml af þriggja daga 

gamalli (NB) vökvarækt af stofnunum voru spunnir niður endurtekið 

(alls þrisvar) við 16.000 falda þyngdarhröðun (xg) í 5 mín. Ofanfloti 

var hellt af á milli endurtekninga. Útdráttur DNA úr frumumassa var 

framkvæmdur með PureGene útdráttar-kitti frá samkvæmt 

leiðbeiningum framleiðanda.   

 
84 Beveridge, T. J., Lawrence, J. R. og McMurray, R. G. E. 2007 
85 Tindall, B. J., Sikorski, J., Smibert, R. A. og Krieg, N. R. 2007 
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DNA útdrátturinn var notaður sem mögnunarsnið (template) og 

16S rDNA magnað með TEG DNA polymerasa (frá Prókaría, nú 

Matís) og almennu (universal) vísapörunum 27F (5´-AGA GTT TGA 

TCC TGG CTC AG-´3)  og 1522R (5´-AAG GAG GTG ATC CAA 

CCG CA-´3)86. Blandað var í 25 µl PCR hvarfi: 2,5 µl Buffer, 1,25 µl

dNTP, 1,25 µl MgCl2, 1 µl af hvorum vísi, 0,4 µl TEG polymerasa, 

14,6 µl ddH2O og 3 µl af DNA útdrætti. Keyrt var stiglækkandi PCR: 

94°C í 5:00 mín.; 18 hringi: 94°C í 1:00 mín., 65°C (-0,5°C við hvern 

hring) í 1:00 mín., 72°C í 0:50 mín.; 35 hringi: 94°C í 1:00 mín., 54°C 

í 0:50 mín., 72°C í 0:50 mín.; 4°C stanslaust. 

PCR afurð allra stofnanna var því næst endurmögnuð í 50 µl

hvarfi með sömu vísum, sama styrkleik hvarfefna og sama PCR 

keyrsla. Notað var Taq DNA polymerase (frá New England BioLabs 

inc.) með sömu virknieiningum og TEG DNA polymerasa fyrra hvarfs, 

ásamt 0,2µl í alls 50µl hvarfi af Bovine Serum Albumin (BSA). 

PCR afurðinar voru raðgreindar með BigDye Terminator v1.1 

cycle Seqencing Kit frá Applied BioSystems með 0,3 µl af stökum 

vísi, 8,7 µl ddH2O, 8,0 µl BDT mix (4 µl BDT, 2 µl 5x Buffer og 2 µl

ddH2O) og 2,0 µl af PCR afurð í alls 20 µl hvarfi. Keyrt var kontrol 4 

µl BDT mix, 3 µl Pgem, 4 µl M13 og 9 µl ddH2O. Keyrt var hot-start 

PCR: 96°C í 5:00; 35 hringi: 96°C í 0:30, 55°C í 0:15, 72°C í 0:50; 

4°C stanslaust. PCR afurðin var raðgreind með almennu 16S rRNA 

vísapörunum 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).87 

Afurðin var felld úr lausn með einum hluta 3M natríum asetat 

(pH 8.0) og 5 hlutum 96% etanól. Spunnið var niður við 10.300xg í 20 

mín., pípettað upp ofanflotið og pellettan þvegin með 200 µl af 70% 

etanól. Etanólið var látið standa í 15 mín. áður en lausnin var spunnin 

við 10.300xg í 10 mín. Flotið var pípettað upp, eppendorfglasinu hvolft 
 
86 Johnson, J. L. 2007 
87 Johnson, J. L. 2007 
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á pappír og látið þorna við herbergishita í 4 tíma. Pellettan var leyst 

upp í HiDi Formamide, beðið í 30mín. og raðgreint í ABI Prim 310 frá 

Applied BioSystems. 

 Farið var handvirkt yfir raðir í FinchTV (DNA 

sequencing chromatogram trace viewer) og fyllt inn samkvæmt IUB 

kóða. Viðeigandi raðir voru keyrðar í ClustalW forriti88 og lokaröð 

(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 Niðurstöður 
 

Samantekt vaxtatilrauna og aw mælinga NB ætis er að finna í viðauka 

III. Lokaraðir ásamt einföldum raðgreininarröðum frá fyrra verkefni er 

að finna í viðauka IV. Dregið var upp samband [NaCl] og vatnsvirkni í 

NB ætinu með því að nota reikniforritið Excel. 

 

aw staðalkúrva

y = -26399x + 26495
R2 = 0,9954
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Mynd 7 – aw mæld í NB æti við stofuhita (22,6°C) 

 

Vöxtur á kolefnisgjöfum var flokkaður í enginn vöxtur (-), 

veikur vöxtur (w), vöxtur (+), góður vöxtur (++) og besti vöxtur (+++). 

Af kjörhitastigs vaxtatilraunum fengust vaxtahraði (µmax) stofna við 

24°C og 28°C, enginn vöxtur stofnanna við 45°C og gefið stofnunum 

einkunn við 14°C og 34°C, sambærilegum kolefnisgjafa tilraunum. 

Vöxtur var meiri hjá öllum stofnum við 24°C en 28°C en mjög misjafn 

milli stofna við 14°C og 34°C. 
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3.1 Stofn 2gg1 
Ýmsar lífeðlisfræðilegar tilraunir voru gerðar á stofninum og í ljós 

kom að um er að ræða Gram-jákvæða, oxidasa og katalasa jákvæða 

bakteríu. 

 

3.1.1 16S rDNA raðgreining 

Samkvæmt 16S rDNA hlutraðgreiningu reyndist stofn 2gg1 tilheyra 

ættkvíslinni Bacillus var skyldastur B.pumilus og Bacillus sp. (99,2%), 

og nam gildissvið einsleitninnar 100,0% af alls 483 bp. Af 100 röðum 

sem kom upp í GeneBank voru allar með sama röðina og voru 53 raðir 

frá Bacillus pumilus, 42 frá Bacillus sp., 3 frá Marine Bacterium og 2 

frá Uncultured Bacterium. Í öllum röðum var sama misræmi UBI kóða 

en KR gekk á móti GA og svo var einum C basi ofaukið á öðrum stað. 

Gildissvið raðgreiningaraða við gerð á consensus röð var frá tvöfaldri 

röð til fjórfaldri (2x-4x coverage).  

 

Tafla 3 – Blast hlutraðgreiningar 16S rDNA stofns 2gg1 

Aðgangsnúmer   Lýsing Skor Expect Einsleitni Göt 
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 Kjörhitastig 

Gerðar voru vaxtartilraunir á stofninum við mismunandi hitastig (sjá 

Töflu 10, bls. 57). Vaxtarhraði var hærri við 24°C (0,43 h-1) en við 

28°C (0,22 h-1). Vöxtur var hægari, en vel greinanlegur við 14°C. 

Lítill/hægur vöxtur var við 34°C og enginn vöxtur var merkjanlegur 

við 45°C. Stofninn má því teljast kuldakær (psychrophilic). 
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3.1.3 Vatnsvirkni 

Gerðar voru vaxtartilraunir á stofninum við mismunandi vatnsstyrk við 

26°C(sjá Töflu 11, bls. 57). Stofninn óx best við  1,00 aw eða 0% (w/v) 

NaCl en þá var vaxtarhraðinn (µmax) 0,215 h-1, sem samsvarar 

kynslóðatíma 4,65 h. Mesti frumuþéttleiki fékkst þó við 0,977 aw eða 

4%  (w/v) NaCl eða 0,41 OD600nm. Vöxtur greindist (µ 0,024 h-1) við 

0,961 aw eða 7%  (w/v) NaCl, en enginn vöxtur var merkjanlegur við 

0,930 aw. Stofninn telst því fremur saltþolinn (halotolerant) og

mögulega lítið eitt saltkær (slightly halophilic). 

 

3.1.4 Kjörsýrustig 

Vöxtur stofnsins við mismunandi sýrustig var kannaður (sjá Töflu 12, 

bls. 57). Niðurstöður sýna að vaxtahraðinn var mestur við pH 6,11 en 

kjörsýrustig stofnsins getur legið á bilinu pH 6,11 til 8,26. 

Vaxtarheimtur voru mestar (mestur frumuþéttleiki náðist) við pH 5,52-

5,78 með 0,62-0,60 OD600nm. Stofninn er því lítið eitt sýrukær (slightly 

acidophilic).  

 

3.1.5 Vöxtur á mismunandi kolefnisgjöfum 

Lámarksæti stofnsins án kolefnisgjafa innihelt sölt A og C en ekkert 

Thymine (lausn B). 

Vöxtur stofnsins á 26 mismunandi kolefnagjöfum var 

kannaður. Niðurstöður sýna að stofninn brýtur niður amínósýrur, ein- 

og tvísykrur en jafnframt getur hann nýtt sér Tween 40 og Tween 80 til 

vaxtar. Besti vöxturinn kom fram á D(-)Mannitol og N-Acetyl-D-

Glucosamine. Góður vöxtur kom fram á 1,4-Diaminobutane, α-Methyl-

D-Glucoside, D(+)Xylose, L-Asparagine,  L-Threonine, Methyl 

pyruvate og D-Fructose. Vöxtur kom fram á D(+)Cellobiose, 

D(+)Galacturonic Acid, Glycogen, L-Phenylalanine, Tween 40 og 

Tween 80. Veikur vöxtur kom á 2-Phenylethylamine, Gly-Glu (Glycyl-

L-Glutamic Acid), i-Erythritol og L-Arginine. Enginn vöxtur kom fram 
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á α-Ketobutyric Acid, α-Cyclodextrin, α-D-Glucose-1-Phosphate, D-

Malic Acid, D-Galactonic Acid λ-Lactone, Lactose og Itaconic Acid. 

 

3.2 Stofn 2R1 
Stofninn, sem einangraðist úr ómeðhöndluðu þali Porpidia flavicunda,

er Gram jákvæður, katalasa og oxidasa jákvæður og neikvæður. 

 

3.2.1 16S rDNA raðgreining 

16S rDNA hlutaraðgreining var framkvæmd og nam gildissvið 

einsleitninnar 94% af alls um 1250 bp í þrem pörtum (sjá Töflu 8, bls. 

57). Gildissvið raðgreiningaraða við gerð á lokaröð (consensus 

sequence) var frá tvöfaldri röð til fjórfaldrar (2x-4x coverage). Stofn 

2R1 reyndist tilheyra ættkvíslinni Subtercola og var skyldastur S.

boreus, stofni DSM 13056 (1153/1177, 98,0%) (sjá Töflu 4 að neðan). 

Tafla 4 – Þrískipt hlutaraðgreining 16S rDNA stofns 2R1 

 

* S. pratensis hefur verið fært í ættkvíslina Agreia89 

3.2.2 Kjörhitastig 

Gerðar voru vaxtartilraunir á stofninum við mismunandi hitastig (sjá 

Töflu 10, bls. 57). Vaxtarhraði var hærri við 24°C (0,39 h-1) en við 

28°C (0,22 h-1). Vöxtur var hægari, en vel greinanlegur við 34°C. 

Lítill/hægur vöxtur var við 14°C og enginn vöxtur var merkjanlegur 

 
89 Schumann, P., Behrendt, U., Ulrich, A., og Suzuki, K. 2003 

Aðgangsnúmer   Lýsing Skor E gildi Einsleitni Göt 
AM410674.1 Subtercola boreus 1040 bits (563) 0.0 593/607 (97%) 4/607 (0%)

534 bits (289) 3e-148 294/298 (98%) 1/298 (0%)
475 bits (257) 2e-130 266/272 (97%) 2/272 (0%)

AF224722.1 Subtercola boreus 1040 bits (563) 0.0 593/607 (97%) 4/607 (0%)
534 bits (289) 3e-148 294/298 (98%) 1/298 (0%)
475 bits (257) 2e-130 266/272 (97%) 2/272 (0%)

AJ310412.1 Subtercola pratensis* 913 bits (494) 0.0 570/606 (94%) 8/606 (1%)
540 bits (292) 6e-150 299/304 (98%) 1/304 (0%)
425 bits (230) 2e-115 258/273 (94%) 4/273 (1%)
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við 45°C. Stofninn má því teljast á mörkum þess að vera 

miðlungshitakær (mesophilic) og kuldakær (psychrophilic). 

 

3.2.3 Vatnsvirkni 

Gerðar voru vaxtartilraunir á stofninum við mismunandi vatnsvirkni 

við 26°C (sjá Töflu 11, bls. 57). Stofninn óx best við  0,989 aw eða 2% 

(w/v) NaCl en þá var vaxtarhraðinn (µmax) 0,23 h-1, sem samsvarar 

kynslóðatíma 4,35 h. Mestur frumuþéttleiki fékkst þó við 0,977 aw eða 

4%  (w/v) NaCl eða 0,50 OD600nm. Vöxtur greindist (µ 0,062 h-1) við 

0,930 aw eða 12%  (w/v) NaCl, en enginn vöxtur var merkjanlegur við 

0,873 aw. Stofninn telst því lítið eitt saltkær (slightly halophilic) og

fremur saltþolinn (halotolerant). 

 

3.2.4 Kjörsýrustig 

Vöxtur stofnsins við mismunandi sýrustig var kannaður (sjá Töflu 11, 

bls. 57). Niðurstöður sýna að vaxtahraðinn var mestur við pH 6,11 en 

kjörsýrustig stofnsins getur legið á bilinu pH 6,11 til 8,26. Tiltölulega 

stöðugar vaxtaheimtur voru hjá stofninum frá 0,48-0,60 OD600nm.

Vaxtarheimtur voru mestar (mestur frumuþéttleiki náðist) við pH 5,52 

með 0,60 OD600nm. Stofninn er því lítið eitt sýrukær (slightly 

acidophilic).  

 

3.2.5 Vöxtur á mismunandi kolefnisgjöfum 

Lágmarksæti stofnsins innihelt sölt A, C og einnig Thymine (lausn B) 

Vöxtur stofnsins á 26 mismunandi kolefnagjöfum var 

kannaður. Niðurstöður sýna að stofninn brýtur niður amínósýrur, ein- 

og tvísykrur en jafnframt getur hann nýtt sér Tween 80 til vaxtar. Besti 

vöxturinn kom fram á D(-)Mannitol og N-Acetyl-D-Glucosamine. 

Góður vöxtur kom fram á Gly-Glu (Glycyl-L-Glutamic Acid), L-

Asparagine og D-Fructose. Vöxtur kom fram á α-Methyl-D-Glucoside, 

D(+)Xylose, Lactose, L-Threonine og Tween 80. Veikur vöxtur kom á
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1,4-Diaminobutane, α-D-Glucose-1-Phosphate, D(+)Cellobiose, D-

Galactonic Acid λ-Lactone, i-Erythritol, L-Arginine og Methyl 

pyruvate. Enginn vöxtur kom fram á α-Ketobutyric Acid, 2-

Phenylethylamine, α-Cyclodextrin, D(+)Galacturonic Acid, D-Malic 

Acid, Glycogen, Itaconic Acid, L-Phenylalanine og Tween 40. 

 

3.3 Stofn SaGb10 
Ekki fengust niðurstöður úr 16S rRNA raðgreiningu. Ýmsar 

lífeðlisfræðilegar tilraunir voru gerðar á stofninum og í ljós kom að um 

er að ræða Gram neikvæða, oxidasa og katalasa jákvæða bakteríu. 

 

3.3.1 Kjörhitastig 

Gerðar voru vaxtartilraunir á stofninum við mismunandi hitastig (sjá 

Töflu 10, bls. 57). Vaxtarhraði var hærri við 24°C (0,63 h-1) en við 

28°C (0,41 h-1). Vöxtur var hægari, en vel greinanlegur við 14°C og 

34°C. Enginn vöxtur var merkjanlegur við 45°C. Stofninn er því á 

mörkum þess að vera miðlungshitakær (mesophilic) eða kuldakær 

(psychrophilic). 

 

3.3.2 Vatnsvirkni 

Gerðar voru vaxtartilraunir á stofninum við mismunandi vatnsvirkni 

við 26°C (sjá Töflu 11, bls. 57). Stofninn óx best við aw milli 0,989 og 

0,977 eða 2-4% (w/v) NaCl, en þá var vaxtarhraðinn (µmax) 0,24 h-1,

sem samsvarar kynslóðatíma upp á 4,2 h. Mestar vaxtarheimtur fekkst 

þó við 2%  (w/v) NaCl. Vöxtur greindist að lágmarki (µmax 0,043 h-1)

við 0,930 aw eða 12%  (w/v) NaCl. Stofninn telst því lítið eitt saltkær 

(slightly halophilic) og fremur saltþolinn (halotolerant). 
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3.3.3 Kjörsýrustig 

Vöxtur stofnsins við mismunandi sýrustig var kannaður (sjá Töflu 12, 

bls. 57). Niðurstöður sýna að kjörsýrustig stofnsins er á bilinu pH 6,11 

– 8,26 en hann óx best við pH 8,26 (µmax 0,20 h-1). Stofninn óx ekki 

við pH 5,22 en mældist með vaxtarhraðinn (µmax) 0,07 h-1 við pH 5,52. 

Stofninn er því lítið eitt basakær (slightly alkaliphilic). 

 

3.3.4 Vöxtur á mismunandi kolefnisgjöfum 

Lágmarksæti stofnsins án kolefnisgjafa innihelt saltlausn A og C en 

ekkert Thymine (lausn B). Stofninn gat einnig verið án saltlausnar C en 

kolefnisprófanir voru samt sem áður gerðar með saltlausn A og C 

ásamt mismunandi kolefnisgjöfum. 

Vöxtur stofnsins á 26 mismunandi kolefnisgjöfum var 

kannaður. Niðurstöður sýna að stofninn brýtur niður amínósýrur, ein- 

og tvísykrur en jafnframt getur hann nýtt sér Tween 80 til vaxtar. Besti 

vöxturinn kom fram á α-Methyl-D-Glucoside, D(-)Mannitol og N-

Acetyl-D-Glucosamine. Góður vöxtur kom fram á 1,4-Diaminobutane, 

D(+)Xylose, L-Asparagine, D-Fructose og Methyl pyruvate. Vöxtur 

kom fram á, D(+)Cellobiose, D(+)Galacturonic Acid, L-Arginine, L-

Phenylalanine, og Tween 80. Veikur vöxtur kom á α-Cyclodextrin, 

Gly-Glu (Glycyl-L-Glutamic Acid), D-Galactonic Acid λ-Lactone, 

Lactose, Glycogen og L-Threonine. Enginn vöxtur kom fram á α-

Ketobutyric Acid, 2-Phenylethylamine, α-D-Glucose-1-Phosphate, D-

Malic Acid, i-Erythritol, Itaconic Acid, og Tween 40. 

 

3.4 Stofn Ansk8 
Ekki fengust niðurstöður úr 16S rRNA raðgreiningu. Ýmsar 

lífeðlisfræðilegar tilraunir voru gerðar á stofninum og í ljós kom að um 

er að ræða var Gram jákvæður og katalasa og oxidasa jákvæður. 
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3.4.1 Kjörhitastig 

Gerðar voru vaxtartilraunir á stofninum við mismunandi hitastig (sjá 

Töflu 10, bls. 57). Vaxtarhraði var hærri við 24°C (0,64 h-1) en við 

28°C (0,27 h-1). Vöxtur var hægari, en vel greinanlegur við 14°C. 

Lítill/hægur vöxtur var við 34°C og enginn vöxtur var merkjanlegur 

við 45°C. Stofninn má því teljast kuldakær (psychrophilic). 

 

3.4.2 Vatnsvirkni 

Gerðar voru vaxtartilraunir á stofninum við mismunandi vatnsvirkni 

við 26°C (sjá Töflu 11, bls. 57). Stofninn óx best við aw 0,989 eða 2% 

(w/v) NaCl en þá var vaxtarhraðinn (µmax) 0,24, sem samsvarar 

kynslóðatíma upp á 4,17 h. Mestar vaxtarheimtur fengust einnig við 

2%  (w/v) NaCl. Vöxtur greindist að lágmarki (µmax 0,050 h-1) við aw

0,930 eða 12%  (w/v) NaCl. Stofninn telst því lítið eitt saltkær (slightly 

halophilic) og fremur saltþolinn (halotolerant). 

 

3.4.3 Kjörsýrustig 

Vöxtur stofnsins við mismunandi sýrustig var kannaður (sjá Töflu 12, 

bls. 57). Niðurstöður sýna að vaxtahraðinn var mestur við pH 6,11 en 

kjörsýrustig stofnsins getur legið á bilinu pH 6,11 til 8,26. 

Vaxtarheimtur voru mestar (mestur frumuþéttleiki náðist) við pH 5,78. 

Stofninn er því lítið eitt sýrukær (slightly acidophilic).  

 

3.4.4 Vöxtur á mismunandi kolefnisgjöfum 

Vöxtur stofnsins á 26 mismunandi kolefnagjöfum var kannaður. 

Niðurstöður sýna að stofninn brýtur niður amínósýrur, ein- og 

tvísykrur en jafnframt getur hann nýtt sér Tween 40 og Tween 80 til 

vaxtar. Besti vöxturinn kom fram á D(-)Mannitol og N-Acetyl-D-

Glucosamine. Góður vöxtur kom fram á L-Asparagine, D(+)Xylose, α-

Methyl-D-Glucoside og D-Fructose. Vöxtur kom fram á, α-

Cyclodextrin, D(+)Cellobiose, Glycogen, Methyl pyruvate, Tween 40 
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og Tween 80. Veikur vöxtur kom á 1,4-Diaminobutane, Glycyl-L-

Glutamic Acid, D(+)Galacturonic Acid, D-Galactonic Acid λ-Lactone, 

Lactose og L-Arginine. Enginn vöxtur kom fram á α-Ketobutyric Acid, 

2-Phenylethylamine, α-D?-Glucose-1-Phosphate, D-Malic Acid, i-

Erythritol, Itaconic Acid, L-Threonine og L-Phenylalanine. 
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4 Umræða 
Eins og minnst var á í upphafi fór mikil vinna fram á síðasta ári90,91 

sem notaðuð var í rannsókninni. Verður því fjallað um stofnana útfrá 

niðurstöðum beggja verkefna. Stofnarnir 2gg1, 2R1, SaGb10 og 

AnSk8 voru valdir vegna þess að bráðabirgðagreiningin (flokkun með 

DGGE, 16S rDNA endaraðgreining, o.fl.) gaf til kynna að um áður 

óþekktar tegundir gæti verið að ræða. Einkum var horft til þess hversu 

djúpt þeir greindust frá nánustu ættingjum skv. 16S rDNA 

endaraðgreiningunni. Í þessari rannsókn var því lagt upp með að afla 

ítarlegri raðgreiningagagna til að staðfesta eða afsanna grun um að 

áðurnefndir stofnar væru óþekktar tegundir, og jafnframt að hefja 

örverufræðilega greiningarvinnu (characterization) þessara stofna. 

Verkefninu, ásamt áðurnefndu sumarverkefni, er ætlað að mynda 

fræðilegan grunn og tæknilega færni undir fyrirhugað M.Sc.-nám 

undirritaðs. 

 

4.1 Aðferðafræði 
Vaxtatilraunir tókust vel og ekki þarf að að gefa fyrirvara á hin hæga 

vaxtarhraða stofna 2R1, SaGb10 og AnSk8 frá 0,087-0,137 h-1 sem 

mældist við aw 1,00, í Bioscreen tæki með 10 sek. miðlungs hristingu 

(á 20 mín. fresti) við 26°C, jafnvel þó vaxtahraði hafi mælst hærri 

(0,223-0,637 h-1) í kjörhitastigsmælingum við 24°C og 28°C við 

100rpm. Í þeirri mælingu voru stofnarnir ræktaðir við stöðugan hristing 

og má búast við auknum vaxtarhraða við þær aðstæður. Auk þess sem 

hámarks frumuþéttleiki studdi ályktun um að stofnarnir voru að 

einhverju leiti saltkærir. 

 Stöðugt var unnið að þróun á skilvirkustu aðferðum við 16S 

rDNA raðgreiningu. Byrjað var með hotstart Taq PCR: 94°C í 5:00 

mín.; 35 hringi: 94°C í 0:50 mín., 55°C í 1:00 mín., 72°C í 0:50 mín., 

 
90 Aðalsteinsson, K. 2007 
91 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
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72°C í 60:00 mín.; 4°C stanslaust. En stiglækkandi TEG PCR reyndist 

betur. Vegna slæmrar reynslu innanhúss, í sameiginlegri 

rannsóknaraðstöðu Háskólans á Akureyri, Náttúrufræðistofnun Íslands 

og Matís ohf., á raðgreiningu frá TEG PCR afurð var TEG PCR 

afurðin endurmögnuð með Taq PCR við sömu skilyrði (efni og PCR 

keyrsluforrit) nema notað var 1 µl PCR afurð s.b. 3 µl DNA útdrátt. 

Afurðin var rafdregin og samkvæmt stöðluðum bjarma DNA ladder 

voru heimtur metnar. Þar sem ljósmagn eða bjarmi DNA ladder undir 

UV lampa er í beinu sambandi við magn DNA, þá gefur bjarmi DNA 

ladder vísbendingu um magn DNA í sýninu. Heimtur voru tiltölulega 

litlar og eilítið minni en í fyrri TEG afurð. Aukið var bæði magn TEG 

PCR afurðar í Taq hvarfinu, lækkað þáttapörunarhitastig (annealing 

point) við hot-start Taq PCR og endað með hið samsvarandi 

stiglækkandi PCR keyrslu og fyrir TEG PCR ásamt viðbættu 0,2µl í

50µl hvarfi af Bovine Serum Albumin (BSA). Eftir að raðgreining á 

stofnum 2gg1 og 2R1 tókst að einhverju marki, þá var reynt að hreinsa 

TEG PCR afurð stofna SaGb10 og AnSk8 með QIAquick PCR 

Purification kit frá QIAGEN og svo magnað með stiglækkandi Taq 

PCR. En ekki tókst að raðgreina neitt af stofnum SaGb10 eða AnSk8. 

Af heppnuðum raðgreiningum stofna 2gg1 og 2R1 fengust skýrustu 

raðgreininga raðinar frá vísum 357F, 704F, 519R og 685R. 

Þar sem niðurstöður verkefnisins fyrir stofn 2R1 stangast á við 

fyrri greiningu,92 sem gaf til kynna að stofninn hefði 96% einsleitni 

(tveggja 450bp) endaraðgreiningar 16S rRNA gensins við 

Methylobacterium og að stofninn væri Gram neikvæður, þá eru aðrar 

niðurstöður fyrri vinnu sem snúa að stofninum ekki notaðar, þ.e.a.s. 

varðandi útlit, lögun og mögulega köfnunarefnisbindingu. Ekki þykir 

líklegt að bæði raðgreining og Gram litun fyrra verkefnis hafi farið 

forgörðum, líklegra þykir að mistök liggi í merkingu stofnasafns við 

uppræktun stofnsins. Síðar verður rætt afhverju álitlegt sé að hin nýji 

stofn með nafnið 2R1b sé upprunnin úr íslenskum fléttum. Líklegt er 

að um sama fléttusýnis upprunna sé um að ræða vegna þess að eitt sýni 

 
92 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
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var tekið fyrir hverja fléttutegund og sambærilegrar nafnagiftir innan 

fléttu upprunastofnanna.  

 

4.2 Stofn 2gg1 
Samkvæmt endaraðgreiningu fyrra verkefnis á 16S rRNA geni 

stofnsins er (330bp) með 81% einsleitni fyrir Bacillus pumilus.93 Þær 

niðurstöður samræmast um 30% (483bp) 2x-4x coverage raðgreiningu 

á 16S rRNA geninu. En sú röð var með 99% einsleitni fyrir Bacillus 

pumilus og Bacillus sp. Ásamt fyrirliggjandi lífeðlisfræðilegum 

eiginleikum hans þá virðist stofn 2gg1 vera af ættkvísl Bacillus.

Stofninn er Gram-jákvæð, staflaga baktería, katalasa og oxidasa 

jákvæð, sem samræmist lýsingu innn ættkvíslarinnar94 

Xu og Côté tóku 40 Bacillaceae tegundir, þar af 21 af ættkvísl 

Bacillus og fylkjagreindu út frá 16S rDNA og 16S-23S ITS röðum. Í 

þeirri rannsókn greindist ættkvíslin Bacillus í sjö ólíka (heterogeneous)

en innbyrðis einsleita (homologous) hópa. B. pumilus greindist í hópi 

með B. azotoformans, B. megaterium, B. maroccanus, B. simplex, B. 

psychrophilus og B. psychrosaccarolyticus. 95 

Samkvæmt sambærilegri DGGE flokkun fyrra verkefnis á stofn 

CbSb14 þá var B. psychrophilus mögulegur en fyrir stofn 2gg1 er það 

ólíklegt því hann óx ekki við 7% NaCl eða við pH 5,7 ásamt þess að 

vaxa illa eða ekki á nutrient broth eða nutrient agar. Það sama á við um 

B. psychrosaccarolyticus.96 B. megaterium 97 og B. simplex98 eru 

oxidasa neikvæðir, ásamt því að annar getur vaxið við við 50°C á 

meðan hinn getur ekki vaxið við 7% NaCl. 

Svo virðist sem 16S DNA raðgreining veitir ekki endalega 

úrlausn þegar kemur að skyldum tegundum B. pumilus. Þar sem t.d. 

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

 
93 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
94 Priest, F. G., Goodfellow, M. og Todd, C. 1988 
95 Xu, D. og Côté, J. C. 2003 
96 El-Rahman, H. A. A., Fritze, D., Spröer, C., og Claus, D. 2002 
97 Priest, F. G. o.fl. 1988 
98 Heyrman, J., Logan, N. A., Rodríguez-Díaz, M., Scheldeman, P., Lebbe, L., Swings, J., Heyndrickx, 
M., og Vos, P. D. 2005 
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pumilus er einungis 91,2% fyrir gýrasa undireiningu B (gyrB). Einnig 

var hægt að aðgreina tegundingar á forsendum rep-PCR 

fingrafaragreiningar og DNA-DNA blöndun (hybridization). 99Bacillus 

altitudinis sem er með 100% einsleitni fyrir 16S rRNA geni B. pumilus 

er einungis með DNA–DNA tengsl uppá 55 %. Aðgreindust 

tegundirnar einnig á því að B. altitudinis gat vaxið við pH 5,0 en ekki 

við 2% (w/v) NaCl.100 En rannsóknir benda til að raðgreining gýrasa 

undireiningu B (gyrB) veiti betri úrlausn til að greina til tegunda innan 

Bacillaceae en 16S rRNA genið.101 

Samanburður á stofni 2gg1 við B. pumilus og B. safensis er 

ógerlegur með 16S rDNA raðgreiningagögnum og almennum 

lífeðlisfræðilegum einkennum stofns 2gg1. Til endanlegrar greiningar 

þyrfti að raðgreinina gýrasa undireiningu B (gyrB), framkvæma DNA–

DNA blöndun (hybridization) og/eða peptíðmassafingraförun á gróum 

Bacillus.102 Munur er á milli kolefnisnýtingargetu tegundanna þar sem 

breytilegur vöxtur er milli stofna B. pumilus, en greinilegur vöxtur í 

stofnum B. safensis, Inositol, Methyl-α-D-Glucopyranoside, Melibiose, 

Raffinose, Maltose og D-Turanose.103 Þessir kolefnisgjafar voru ekki 

prófaðir fyrir stofn 2gg1. Samkvæmt fyrirliggjandi gögnum telst stofn 

2gg1 þó til Bacillus pumilus. Þar sem B. pumilus er þekktur 

sambýlingur (symbiont) svepps en B. safensis greindist í geimskipinu 

Mars Odyssey Orbiter. Einnig getur stofn 2gg1 nýtt sér Tween 80 til 

vaxtar á meðan B. pumilus getur afvatnað Tween 80 en ekki B. 

safensis. 104 

99 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  
101 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 
103 Satomi, M. o.fl. 2006 
104 Satomi, M. o.fl. 2006 
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4.3 Stofn 2R1b 
Samkvæmt alls 1250 bp 16S rDNA þrískiptu 2x-4x coverage 

hlutaraðgreiningu stofns 2R1b er hann með 98-97% einsleitni til 

Subtercola boreus og 98-94% einsleitni til Agreia patensis. Stofn 2R1b 

er greinilega af annaðhvorri ættkvíslinni Subtercola eða Agreia en þær 

tilheyrir ætt Microbacteriaceae (fylkingu Actinobacteria). Tegundinar 

S. boreus og S. frigoramans eru þær einu innan Subtercola105 en S.

pratensis var færð í ættkvíslina Agreia,106 sem innihelt þá einungis eina 

aðra tegund, Agreia bicolorata.107 Fram hafa komið efasemdir um að 

hægt sé að aðgreina ættkvíslirnar með ótvíræðum hætti með 

upprunaflokkun (phylogenetic analysis) byggðri á raðgreiningu (sjá 

mynd 8 að neðan).108 Sú kenning samrýmist rannsókn sem gerð var á 

Microbacteriaceae ættinni, þar sem raðgreind voru gen fyrir gýrasa 

undireiningu B (gyrB), RNA-pólýmerasa undireiningu B (rpoB), 

rekombinasa A (recA) og pólýfosfat kínasa (ppk).  Í þeirri rannsókn 

aðgreindust ættkvíslirnar tvær ekki og hópuðust ætíð saman.109 

Aðgreining ættkvíslanna felst í samsetningu frumuveggjar110 og 1,1-

dimethoxy-alkane rófi.111 Nálægð ættkvísla Subtercola og Agreia er 

það mikil að fjallað verður um stofn 2R1b í samhengi þessara fjögurra 

tegunda. 

 

Mynd 8 – Maximum-likelihood tré fyrir Subtercola og Agreia112 

105Männistö, M. K., Schumann, P., Rainey, F. A., Kämpfer, P., Tsitko, I., Tiirola, M. A., og Salkinoja-
Salonen, M. S. 2000 
106 Schumann, P. o.fl 2003 
107 Evtushenko, L. I., Dorofeeva, L.V., Dobrovolskaya, T. G., Streshinskaya, G. M., Subbotin, S. A., 
Tiedje, J. M. 2001 
108 Schumann, P. o.fl. 2003 
109 Stackebrandt, E., Brambilla, E., og Richert, K. 2007 
110 Schleifer, K. H. 1985 
111 Schumann, P. o.fl. 2003 
112 Schumann, P. o.fl. 2003 
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Lítið hefur verið birt um þessa tegundir en S. boreus og S.

frigoramans hafa verið einangrað úr grunnvatni.113 A. bicolorata var 

einangruð úr Narrow reed grasi (Calamagrostis neglecta) þar sem 

sýnin voru sýkt af gallmyndandi orminum (gall-forming nematode)

Heteroanguina graminophila.114 á meðan A. pratensis115 (áður S. 

pratensis) er sambýlingur í grasi116 og einnig í sykurrófum117 A. 

pratensis er miðlungshitakær og þekktur antagonisti gegn öðrum 

bakteríum og gæti því verið áhugaverð til að skima eftir lífvirkum 

efnum úr honum.118 

Tafla 5 – Samanburður á afvötnun og sýrumyndun A. pratensis við vöxt við 
kolefnisgjafa stofns 2R1b 

A. pratensis119 Stofn 2R1b 
Afvötnun: Kolefnisgjafar: 

Tween 80  + Tween 80  + 
Tween 60  + Tween 60 ND 
Cellulose  - Cellulose w 
Loftháð sýrumyndun:

D-Fructose  + D-Fructose  + 
D-Xylose  + D-Xylose  + 
D-Mannitol  + D-Mannitol  + 
Lactose  - Lactose  + 
ND táknar ekki vitað og V táknar breytilegt milli stofna 

+ táknar vöxtur og - táknar ekki vöxtur 

Agreia aðgreininst meðal annars frá Subtercola því hún hefur 

L-DAB og D-Orn í peptíðglýkan lagi sínu120 og við það að vera 

miðlungshitakær en Subercola kuldakær.121 Stofn 2R1b var greinilega 

ekki kuldakær (frekar miðlungshitakær) og flokkast hann því undir 

ættkvísl Agreia. Þar sem stofn 2R1b er oxidasa neikvæður þá telsta 

hann til A. pratensis.

113 Männistö, M. K. o.fl. 2000 
114 Evtushenko, L. I. o.fl. 2001 
115 Schumann, P. o.fl. 2003 
116 Behrendt, U.,  Ulrich, A., Schumann, P., Naumann, D.og Suzuki, K.-I. 2002 
117 Zachow, C., Tilcher, R. og Berg, G. 2008 
118 Zachow, C. o.fl 2008 
119 Behrendt, U. o.fl. 2002 
120 Schleifer, K. H. 1985 
121 Schumann, P. o.fl. 2003 



Háskólinn á Akureyri                                                      Viðskipta- og raunvísindadeild                                            

41

4.4 Stofn SaGb10 
Samkvæmt endaraðgreiningu fyrra verkefnis á 16S rRNA geni 

stofnsins er (um 400bp og 350bp) stofninn með 91% og 93% einsleitni 

við bæði Stenotrophomonas sp. og S. maltophilia ásamt þess að vera 

staflaga.122 Af greindum antagonista stofnum innan S. maltophilia gegn 

sveppum greindust þá í tvo aðgreinda hópar ásamt S. rhizophila sem 

þriðja hópinn.123 Munur 16S rDNA raðgreiningar S. rhizophila og S.

maltophilia voru 44 basar eða 3%.124 

Tafla 6 – Samanburður SaGb10 við S. rhizophila 

 S. rhizophila125 SaGb10 
Kólóníur gul gul 
Oxidase  -*  + 
Vöxtur við :     
4 °C  + ND 
14 °C  + w 
23 °C  +  + 
34 °C  +  + 
37 °C  + ND 
41 °C  - ND 
45 °C  -  - 
Vöxtur við     
4% NaCl  +  + 
5% NaCl  -  + 
Vöxtur á:     
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 táknar veikur vöxtur stofns/tegund á viðkomandi kolefnisgjafa 

ND táknar ekki vitað og V táknar breytilegt milli stofna 

+ táknar vöxtur og - táknar ekki vöxtur á viðeigandi kolefnisgjafa 
*Gögn frá Yang o.fl.126 

122 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
123 Minkwitz, A. og Berg, G. 2001 
124 Wolf, A., Fritze, A., Hagemann, M. og Berg, G. 2002 
125 Wolf, A. o.fl. 2002 
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Þrátt fyrir að Stofn SaGb10 sé með mjög sambærilega 

kolefnisnýtingu (sjá töflu 6, bls. 41) þá er ekki greina hann til S.

rhizophila. S. rhizophila er oxidasa neikvæðir.127 Stofn SaGb10 er 

mögulega annað hvort af hina þekkta antagonista S. rhizophila eða af 

antagonista stofnum innan S. maltophilia gegn sveppum  sem ekki var 

greint sem einstakar tegundir einsog S. rhizophila. 128 Greint hefur 

verið S. maltophilia í fléttum í Brasil sem binda köfnunarefni og seyta 

plöntuvaxtarhormóninu Ethylene.129 En samkvæmt Wolf o.fl. greindust 

allir þrír hóparnir mismikið frá S. maltophilia skv. lífeðlisfræðilegum 

og fitusýrugreiningu en einungis S. rhizophila taldist greinast 

nægjanlega samkvæmt 16S rDNA greiningu til að teljast ný tegund. 130 

Áhugavert væri að endurtaka tilraunir wolf o.fl. og greina 

erfðafræðilegan og lífeðlisfræðilega fjarlægð stofnum innan S.

maltophilia sem eru antagonistar gegn sveppum (einangraðir frá 

umhverfissýnum) og sjúkdómsvaldandi (einangraðir frá sjúklingum). 

En að taka sérstaklega fyrir greinda S. maltophilia í fléttum og 

raðgreina gýrasa. 

 

4.5 Stofn AnSk8 
Stofn AnSk8 er virðist vera af ættkvísl Micrococcus samkvæmt 16S 

rDNA hlutaraðgreiningu fyrra verkefnis og fyrirliggjandi gögn um 

lífeðlisfræðilega eiginleika hans. Þó er ekki hægt að segja fyrir víst að 

stofninn sé af ættkvísl Micrococcus. Þar sem fyrra verkefni paraði 

einungis 82% af um 260bp röð.131 Þrátt fyrir allt er stofninn Gram 

jákvæður, katalasa og oxidasa jákvæður coccus sem samræmist lýsingu 

ættkvíslarinnar.132 Stofninn fellur ekki innan þeirra biovar I og III fyrir 

M. luteus né M. lylae, þar sem stofninn er kuldakærari (kjörhitastig er 

líklegast milli 14-24°C) og vex við pH 6. Kjörhitastig M. luteus og M. 

 
126 Yang, H. –C., Im, W. –T., Kang, S., M., Shin, D. –Y. og Lee, S. –T. 2006 
127 Yang, H. –C. o.fl. 2006 
128 Minkwitz, A. og Berg, G. 2001 
129 Liba, C. M. o.fl. 2006 
130 Wolf, A. o.fl. 2002 
131 Kolbeinn Aðalsteinsson 2007 
132 Stackebrandt, E. o.fl. 1995 
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lylae er 37°C133 og hvorugar tegundinar geta vaxið við pH 6 að 

undanskyldu biovar II.134 

Tafla 7 – Samanburður Ansk8 við M. antarcticus og M. luteus Biovar II  

 M. antarcticus135 AnSk8 Biovar II136 
Kólónur Gul Gul Gul 
Kjör hitastig 16,8°C lægri en 28°C 37°C 
Vöxtur við pH 6 ND + V 
Vöxtur á:    

Pyruvate - + + 
L-Alanine + w V 
L-Phenylalanine  - V 
Fructose + + ND 
Gluconic acid + w ND 
D-galacturonic acid - w ND 
D-lactose - w ND 
Mannitol + + V 
Methyl pyruvate + + ND 
Glycyl-L-glutamic + w ND 
Glycogen - + ND 
Cellobiose - + - 
D-Galacturonic acid - w ND 
D-Xylose - + V 
Tween 40 +* + V* 
Tween 80 +* + V* 

w táknar veikur vöxtur stofns/tegund á viðkomandi kolefnisgjafa 
ND táknar ekki vitað og V táknar breytilegt milli stofna 
+ táknar vöxtur og - táknar ekki vöxtur á viðeigandi kolefnisgjafa 

* Tween 40 og Tween 80 afvötnun 

Af 8 stofnum M. luteus biovar II sýndi helmingur stofna veikan 

vöxt og um helmingur (3) greinilegan vöxt.137 En vaxtahraði stofns 

AnSk8 lækkaði einungis frá µmax 0,195h-1 við pH 6,11 í 0,156h-1 við 

pH 5,22 sem gerir hann lítið eitt sýrukæran. Ætla má að stofninn sé af 

ættkvísl Micrococcus en hann samræmist illa þeim tegundum sem hafa 

verið greindar og lýst. Hvort sem stofninn er borinn saman við M. 

antarcticus eða M. luteus biovar II (sjá töflu 7 að ofan). Því er 

möguleiki að stofn AnSk8 sé fjórða biovar týpan innan M. luteus þar 

sem M. luteus hefur mjög fjölbreytt lífefnafræðileg flokkunarmörk. 138 

133 Liu, H. o.fl. 2000 
134 Wieser. M. o.fl. 2002 
135 Liu, H. o.fl. 2000 
136 Wieser. M. o.fl. 2002 
137 Wieser. M. o.fl. 2002 
138 Wieser. M. o.fl. 2002 
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Eða stofnin er nýnæmi af M. antarcticus sem er sýrukær og getur nýtt 

sér D-Cellobiose sem samkvæmt nýju lýsingunni á Micrococcus 

ættkvíslinni á ekki að geta gert. 139 

4.6 Íslenskar sambýlisbakteríur fléttna 
Allir ljósóháðu sambýlisstofnarnir gátu nýtt Xylose og Cellobiose að 

einhverju leiti sem er mjög mikilvægur hæfileiki ef þeir eiga að geta 

lifað með og á fléttum. Stofnarnir reyndust vera kuldakærir eða á 

mörkum þess að vera miðlungshitakærir og kuldakærir. Verulegra 

valáhrifa gætir því í þessum fléttu tengdu stofnum. Gátu allar 

bakteríurnar þolað vatnsvirkni upp að aw 0,93 eða 12% (w/v) NaCl að 

undan skyldum stofni 2gg1. Þar sem fléttur eru áberandi í íslenskum 

þurrlendisvistkerfum, þurfa bakteríurnar að þola þurrk og lága 

vatnsvirkni. Áhugavert gæti verið að kanna þolni stofnanna gegn 

lækkun á aw með öðrum rakastillandi efnum, s.s. sykrungum og 

amínósýruafleiðum. 

 

Vaxtarhraði við aw (dúað með NaCl)
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Mynd 9 – Vöxtur mældur í NB æti dúað að aw með NaCl. Ræktað var við 

26°C í Bioscreen tæki 

 

Við mælingu á vaxtahraða við mismunandi sýrustig var 

kjörsýrustig allra stofnanna á milli pH 6,11 og pH 8,26. AnSk8 og 

2R1b höfðu vaxtahraðan 0,16-0,18h-1 við pH 5,52. Virðist stofn AnSk8 

vera lítið eitt sýrukær (0,156h-1 við pH 5,22). Nauðsynlegt þykir að 

 
139 Wieser. M. o.fl. 2002 
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þegar þölmörk sýrustigs verða gerð að þau verði gerð ásamt 2% NaCl, 

vegna hins aukna vaxtahraða við 2% NaCl en munurinn er frá 0,11 h-1 

til 0,23 h-1 fyrir 2R1b og 0,14 h-1 til 0,24 h-1 fyrir AnSk8.  

 

Vaxtarhraði við pH
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Mynd 10 – Vöxtur mældur í NB æti dúað með cítrat-fosfat dúa og Tris-HCl 

dúa. Ræktað var við 26°C í Bioscreen tæki 

 

Allri stofnarnir nema SaGb10 gátu vaxið við pH 5,22 og 

Vöxtur við lágt sýrustig getur verið meðal ráðandi þátta bakteríanna að 

geta lifað í/á fléttum. Enda eru fléttur uppspretta allskyns sýruafleiða 

s.s. úsniksýru140. Fyrri niðurstöður sýndu að helmingur þeirra ættkvísla 

sem greindust í íslenskum fléttum fundust einnig á fléttum í 

Austurríki141. En nú sést hvaða þættir eru ráðandi og hvaða 

sameiginlegu þætti stofnarnir hafa sem skýra má líf og viðurveru í 

fléttum. Hugleiða má þann möguleika hvort sýrustigsþol bakteríanna 

gefi til kynna, þvert á tilraunir Stark o.fl., 142 að vistfræðilegt hlutverk 

annar stigs efna frá fléttum geti m.a. verið örveruhemjandi virkni 

þeirra. Slíkar hugleiðingar þarf þó að styðja með beinum 

vaxtatilraunum þar sem mismunandi sýruafleiður eru til staðar í ætinu. 

Einnig væri áhugavert að rannsaka áhrif ýmissa fléttufjölsykra á vöxt 

bakteríanna. 

 
140 Ingólfsdóttir, K. o.fl. 1998 
141 Aðalsteinsson, K. o.fl. 2007 
142 Stark, S. o.fl. 2007 
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Stofnar 2gg1 og 2R1b sem eru af B. pumilus143 og A. 

pratensis144 eru báðir þekktir anatagonistar, A. pratensis gegn 

bakteríum en B. pumilus hefur sýnt ætisóháða fjölvirka (multi-target)

antagonista virkni gegn sveppnum A. cochleoides. Samkvæmt 

samanburði á kolefnisnýtingu SaGb10 og S. rhizophila er hægt halda 

fram að næringarþarfir séu sambærilegar ásamt vaxtareinkennum. 

Við frekari greiningu sambýlisbíótu fléttna þarf að huga að 

þeim valáhrifum sem virðist gæta.  Þróunarfræðileg aðgreining er þó 

ekki sýnileg þegar kemur að raðgreiningu 16S rRNA gensisns. Ekki 

gaf 16S rDNA raðgreining tilefni til að ætla að um óþekktar tegundir 

séu að ræða. En bæði tegundagreining milli skyldra tegunda B. 

pumilus145,146 og aðgreining milli ættkvísla Subtercola og Agreia eru 

16S rRNA óháðar. Áreiðanlegri raðgreiningagögn væru þó þörf til að 

dæma af eða á um hvort stofnarnir eru í raun fjarskyldir tegundum 

innan ættkvíslar sinnar, en það má telja líklegt ef bakteríustofnarnir 

hafa aðgreinst vegna langvarandi sambýlis við fléttur.  

 

143 Nielsen, P. og Sørensen, J. 1997 
144 Zachow, C. o.fl 2008 
145 Satomi, M. o.fl. 2006 
146 Shivaji, S. o.fl. 2006  
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5 Samantekt 
Í upphafi voru settar fram eftirfarandi rannsóknarspurningar: 

 

• Gefur 16S rDNA raðgreining tilefni til að ætla að um óþekktar 

tegundir sé að ræða? 

• Samsvara vaxtareinkenni og næringarþarfir stofnanna þeim 

lýsingum sem birtar hafa verið? 

• Er aðferðafræðin sem beitt er hentug til að skilgreina áður 

óþekktar tegundir sem kunna að finnast við frekari greiningu á 

sambýlisbíótu fléttna? 

• Má draga ályktanir um hlutverk stofnanna í sambýlinu út frá 

fyrirliggjandi heimildum um þær bakteríutegundir sem 

greindust? 

• Hafa þessir bakteríustofnar aðgreinst þróunarfræðilega vegna 

langvarandi sambýlis við fléttur? 

 

Niðurstöður verkefnisins gera undirrituðum kleift að nálgast svör við 

flestum spurningunum, þó frekari rannsóknir séu nauðsynlegar, einkum 

varðandi síðustu spurninguna. Allir stofnarnir reyndust vera kuldakærir 

eða á mörkum þess að vera miðlungshitakærir og kuldakærir, ásamt því 

að nýta Xylose og Cellobiose að einhverju leyti. Stofn SaGb10 er 

saltþolin lítið eitt basakær baktería af ættkvísl Stenotrophomonas. 

AnSk8 sem að líkindum tilheyra ættkvísl Micrococcus og 2R1b 

líklegast Agreia patensis, eru lítið eitt sýrukærir, en það vekur upp 

spurningar um mögulegt örveruhemjandi hlutverk annars stigs efna frá 

fléttum. Agreia patensis og 2gg1 sem greindist til Bacillus pumilus, eru 

þekktir anatagonistar annar gegn bakteríum og hinn gegn sveppi. 

 
Í framhaldi af þessari rannsókn tel ég að áhugavert væri að skoða 

eftirfarandi þætti: 

• Áhrif fléttuefna á stofna í rækt 
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• Þolni stofnanna gegn lækkun á aw með öðrum rakastillandi 

efnum 

• Anatagonista virkni 2gg1 og SaGb10 gegn sýkingarhæfum og 

fléttumyndandi sveppum 

• Anatagonista virkni 2R1b gegn þekktum bakteríum 

• Raðgreina gýrasa í Bacillus tegundum og anatagonista 

Stenotrophomonas tegundum 

Verkefnið hefur því vakið margar spurningar og myndar tvímælalaust 

grunn að frekari rannsóknavinnu á ljósóháðri sambýlisbíótu íslenskra 

fléttna. 
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Viðauki I 
Eins og minnst var á í upphafi fór mikil vinna farið fram á síðasta ári 

sem notaðir voru í rannsókninni. 

 Á þessu skyldleikatré má sjá 13 bakteríustofna af íslenskum 

fléttum og skyldleika þeirra við þekktar bakteríur skv. 16S rDNA 

raðgreiningu. 

 

Mynd 11 – Skyldleikatré sumarverkefnis 
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Viðauki II 

Tafla 8 – Besta pörun þriggja raðgreindra raða stofns 2R1 samkvæmt GenBank 

Aðgangsnúmer Lýsing 
Hámarks 

skor Skor Alls
Gildissvið 

Alls E gildi 
Hámarks 
Einsleitni

AM410674.1 Subtercola boreus, DSM 13056 1040 2051 94% 0.0 98% 

AF224722.1 Subtercola boreus  1040 2051 94% 0.0 98% 

AM696982.1
Uncultured bacterium  
BF0001B008 1033 1914 94% 0.0 97% 

AM697495.1
Uncultured bacterium 
BF0002D006 1009 1890 94% 0.0 97% 

AJ310412.1
Subtercola pratensis*, DSM 
14226T 913 1879 95% 0.0 98% 

AM410673.1
Subtercola frigoramans, DSM 
13057 955 1831 94% 0.0 97% 

AF224723.1 Subtercola frigoramans 955 1831 94% 0.0 97% 

AM697221.1
Uncultured bacterium, 
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 I3 917 1622 86% 0.0 98% 
* S. pratensis hefur verið fært í ættkvíslina Agreia 
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Viðauki III 
Mælinganiðurstöður vaxtatilrauna ásamt aw mælinga NB ætis. 
 
Tafla 9 – aw mælingar í NB æti 

 aw mæld í NB við stofuhita (22,6°C) 
aw 1,00 0,989 0,980 0,977 0,961 0,945 0,930 0,000 0,000
[NaCl] (mM) 0 343,87 598,27 691,17 1197,56 1710,81 2056,4 3425,0 4280,4

Tafla 10 – Kjörhitastigsmælingar 

 µmax (h-1) í NB æti við 100rpm 
Stofn\T 14°C* 24°C 28°C 34°C* 45°C
2gg1 + 0,429 0,215 w 0 
2R1b w 0,391 0,223 + 0 
SaGb10 w 0,629 0,414 + 0 
AnSk8 + 0,637 0,273 w 0 
*Vöxtur metin w=Lítill/Hægur eða +=Vel greinanlegur 
 
Tafla 11 – Kjörvatnsvirknimælingar 

 µmax (h-1) við aw (dúað með NaCl): 
stofn\aw 1,00 0,99 0,98 0,96 0,93 0,87
2gg1 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 0,238 0,240 0,124 0,043 0
AnSk8 0,087 0,241 0,225 0,094 0,050 0

Hámarks frumuþéttleiki OD600nm 
stofn\aw 1,00 0,99 0,98 0,96 0,93 0,87
2gg1 0,28 0,30 0,41 0,20 0,16 0,13
2R1b 0,35 0,48 0,50 0,33 0,27 0,14
SaGb10 0,56 0,65 0,54 0,35 0,26 0,15
AnSk8 0,34 0,58 0,53 0,32 0,29 0,16

Tafla 12 - Kjörsýrustigsmælingar 

 µmax (h-1) í NB æti dúað með cítrat-fosfat og Tris-HCl dúa 
stofn\pH 5,22 5,52 5,78 5,94 6,11 8,26 8,89
2gg1 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 0,000 0,073 0,160 0,162 0,170 0,195 0,170
AnSk8 0,156 0,163 0,178 0,181 0,195 0,164 0,147

Hámarks frumuþéttleiki OD600nm 
stofn\pH 5,22 5,52 5,78 5,94 6,11 8,26 8,89
2gg1 0,52 0,62 0,60 0,55 0,48 0,41 0,41
2R1b 0,54 0,60 0,48 0,50 0,47 0,49 0,48
SaGb10 0,12 0,24 0,41 0,41 0,39 0,54 0,44
AnSk8 0,68 0,74 0,52 0,51 0,52 0,52 0,53
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Viðauki IV 

Consensus raðir 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 
 
>2gg1 (483 bp) 
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGKRAACCGGRGCTAATACCGGATAGT 
TCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTA 
CAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA 
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG 
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA 
TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGG 
ATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCG 
CACCTTGACGGTACCTAACCAGACAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA 
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA 
AGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG 
 

Einfaldar raðgreiningaraðir frá fyrra verkefni 
 
>CbSb14 830(435bp) 
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA 
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC 
AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTAGAGATAGAGCTTTC 
CCTTCGGGGACAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT 
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCA 
CTCTAAGGTGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG 
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CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAGAGGGTCGCAACCCCG 
CGAGGGTGAGCTAAT 
>2gg1_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 
>CvSm14 (450bp) 
GCCCACCTTGNTGAGTGACATTAGTGGCGAACGCGGTGAGTAACACNTGAGTAACCTGCC 
CTTGACTCTAGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCTAATACTGGATAGGAACGTCTACCGCA 
TGGTGGATGTTGGAAAGAATTTCGGTCATGGATGGACTNNCNGCCTATCAGCTTGTTGGT 
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACAC 
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG 
GGCGAAAGCCTGATGCANGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT 
CTTTCAGTAGGGAANAAGCGAAAGTGACGGTNCCTGCAGAAGAAGCACCGGCTTACTACG 
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGC 
>AnSk8 (257bp) 
TGGGTGTCKGTCAGACTCTGGGTCGTGAGGGTGTTCNKGTTAATGTCCCGGBAACGGGGC 
GGCAACCCTCCGTTYCATNGTTGACAGCANGTTCBGGTGGGGACTCChbssnvsaCYCCC 
GGGGTCaamwaaaarraaGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG 
CTTCACGCATGBBRCAATGGCCGGTNCAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATC 
CCAAWAAGCCGGTCTCA 
>SaGb10_F (387bp) 
TTAANTTCCCGCCTKGGAGTACGGTYSCAAGACTDAACTHAAGGAATTACNNGGGC 
CCGCCAAACGGTGGAGTATGTGKTTAATTBGATCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCC 
TTKACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATGGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTG 
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA 
ACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTMMCCMSACCGCCGGTGACA 
AACAMGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACAC 
ACGTACTACAATGGTAGGKTACAGACKGGCTGCA 
>SaGb10_R (356bp) 
ATAACNTAVGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCT 
TCGGACCTTGCGCGATTGAATGakyyykwTGTCGGATTAGCTAGTKGGCGGGGTAAAGGC 
CCACCAAGGCGACTATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGA 
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCT 
GATCCAGCCATACCGCGTGNGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGA 
AAGAAATCCANCCGGCTATCCCTGNTGGGATACNGNCCCAAGAAAAVCCCBGC 
TAA 


