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Abstract

One could say that the first bacterium was described in the second half of the
17th century and have since then been thoroughly researched. Many methods
have been developed to analyse bacteria and there are detailed rules for naming

them.

The aim of this project was to work with two marine bacteria strains, isolate and
purify DNA and have the 16S rRNA sequenced. Various tests were performed
on the two strains. Both strains were found to be gram positive, catalase positive
and oxidase negative. Strain 631-2345 showed positive response to the
production of 8 different enzymes where as strain 633-1501 showed positive
response to the production of 3 different enzymes. The strains showed positive
response to the production of 2 common enzymes. Strain 631-2345 showed a
positive response to being able to degrade 10 different sugars but strain 633-
1501 showed a positive response to being able to degrade 12 different sugars.
There were only 6 sugars that both strains showed a positive response to beeing
able to degrade. Optimum growth conditions for the two strains were defined as
30°C, pH 7,0 and 2% (w/v) salt concentration. Strain 631-2345 is a strict aerobe
but strain 633-1501 is a facultive anaerobe. Both strains showed the most identity
to Demequina aurantiaca strain NBRC 106 265 (99%). GC content of strain
631-2345 is 56,23% and of strain 633-1501 is 56.04%. No antimicrobial activity

was seen in the tests.

Keywords: Sequencing, marinebacteria, species analysis, characteristics,

optimum growth.
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Utdrattur

Ma segja ad fyrsta bakterian hafi verid greind um seinni hluta 17. aldar og hafa
verid miklar rannsoknir & peim sidan. Margar adferdir hafa verid proadar til

greiningar a peim og eru nakveemar reglur til um nafngiftir.

Markmid pessa verkefnis var ad vinna med tvo sjavarbakteriu stofna, einangra
og hreinsa erfdaefni peirra og senda til 16S rRNA radgreiningar. Framkvaemdar
voru ymiskonar préfanir & stofnunum tveimur. Stofnarnir tveir reyndust vera
gram jakveedir stafir, katalasa jakvaedir og oxidasa neikvaedir. Stofn 631-2345
syndi jakveeda svorun vid framleidslu & 8 mismunandi ensimum & medan stofn
633-1501 syndi einungis jakvaeda svorun vid framleidslu & 3 ensimum. Einungis
syndu peir sameiginlega jakvada svorun vid pvi ad framleida 2 ensim. Stofn
631-2345 syndi jakveaeda svorun vid pvi ad geta nytt sér 10 mismunandi sykrur
en stofn 633-1501 syndi jakvaeda svorun vid pvi ad geta nytt sér 12 mismunandi
sykrur. Einungis voru 6 sykrur sem badir stofnar syndu jakvaeda svorun vid ad
geta nytt sér. Kjor vaxtarskilyrdi stofnanna tveggja eru vid 30°C, pH 7,0 og 2%
(w/v) seltu. Stofn 631-2345 vex eingéngu i vidurvist surefnis en stofn 633-1501
getur einnig vaxid vid loftfirrtar adsteedur. Stofnarnir syndu mestu likindi vid
Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 (99%). G+C hlutfall stofns 631-
2345 er 56,23% og stofns 633-1501 56,04%. Enga 6rveruhemjandi virkni var ad

sja hja stofnunum.

Lykilord: Radgreining, sjavarbakteriur, tegundagreining, eiginleikar,

vaxtarskilyroi.
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Skilgreiningar

bp — Base pairs — basa por

CBD - Convention on biological diversity — sampykkt um liffreedilegan
fjolbreytileika

DNA - Deoxyribonucleic acid — kjarnsyra

FTIR — Fourier-transform infrared spectroscopy - litréfsgreining
G+C content - G+C hlutfall — hlutfall glanin og cytosin i erfdamengi
HPLC — High performance liquid chromatography — vokvaskilja

ICSP — The international committee on systematics of prokaryotes — alpjédleg

nefnd um flokkunarfraedi dreifkjornunga
IJSB — International journal of systematic bacteriology
IJSEM — International journal of systematic and evolutionary microbiology

MALDI-TOF-MS — Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight

mass spectrometry — massagreining

MLST — Multilocus sequence typing — fjolsvaeda arfgerdagreining
PCR — Polymerase chain reaction — pdlymerasa kedjuhvarf

RNA - Ribonucleic acid — ribosakjarnsyra

rRNA - Ribosomal ribonucleic acid - rib6séma rib6sakjarnsyra

rDNA — Ribosomal deoxyribonucleic acid — ribdséma kjarnsyra



1. Inngangur

Heegt er ad segja ad fyrsta bakterian hafi verid greind um seinni hluta 17.
aldarinnar af Antonie van Leeuwenhoek. Hann starfadi vid sélu a vefnadi og til
ad telja praedi i vefnadarvérunum var notast vid linsur. Honum péttu peer sem
notast var vid ekki negilega nakveemar og hof ad bua til sina eigin smésja. Fyrri
smasjar gatu adeins steekkad hlut prjatiufalt midad vid upphaflegu sterdina, en
smasja hans gat stekkad hann 200 falt med beaedi skyrari og bjartari myndum
(Dobell, 1960). Af peim 500 smasjam sem Leeuwenhoek bjé til eru feerri en tiu
sem enn eru til og i raun eru peer ekKki eins og paer smasjar sem folk pekkir i dag,
heldur eru petta sterk steekkunargler. Samanborid vid pear smasjar sem notast er
vid i dag voru smasjar hans einstaklega einfold teeki, par sem ein linsa var
stadsett i gati & kopar plétu. Synid var stadsett & beittum oddi fyrir framan linsuna
og var hegt ad stilla brennidepilinn med pvi ad snda tveimur skrafum. purfti ad
koma teekinu fyrir afar neerri auganu vid goda lysingu og purfti mikil polinmadi
ad vera til stadar. Oft hefur Leeuwenhoek verid nefndur sem uppfinningamadur
smasjarinnar en mun floknari smasjar héfou pé verid uppgdtvadar um 40 arum
adur (Ford, 1991).

Leeuwenhoek var einnig freegur fyrir ad skoda nanast hvad sem er, sem passadi
fyrir linsuna hja honum og gerdi ndkveemar og vandadar lysingar a pvi sem hann
sé. Ekki langt fra beenum sem hann bjé i var stéduvatn og tok hann eitt sinn syni
ur pvi og skodadi med smasjanni og lysti pvi sem fyrir augu bar. Hann lysti par
medal annars pérungum og bifheerdum og svipulaga frumdyrum sem hann
kalladi ,,animalcules”. Hann lysti einnig hvernig sumar pessarra litlu lifvera
hreyfdust, sumar hreyfdust hratt og adrar foru upp og nidur og jafnvel i hringi.
Steerd sumra veeri jafnvel pasund sinnum minni en pad sem hann hafdi &dur séo
t.d. utan a osti, i hveiti og i myglu. Eftir petta for hann ad skoda syni fra fleiri
votnum og fann hann par 6grynnin 6ll af litlum lifverum og voru sumar peirra
ennpa minni en pad sem hann hafdi adur séd og adrir hofou kallad vatna fleer eda
vatna lys (Dobell, 1960). Hann skyrdi svo fra athugunum sinum i bréfum til
Royal Society of London (van Leeuwenhoek, 1702).

Madur ad nafni Cristian Gottfried Ehrenberg kom sidan fyrstur fram med ordid
,bacterium® arid0 1828 (Ehrenberg, 1828) en bakterian hans var i rauninni

1



ettkvisl sem innihélt staflaga, ekki gromyndandi bakteriur (Breed, R. S. & Conn,
H. J, 1936), 6fugt vid Bacillus attkvisl sem er staflaga gromyndandi bakteria og
var skilgreind af honum &rid 1835 (Ehrenberg, 1835).

1.1 Greining bakteria

Fra pvi ad fyrsta orveran var vidurkennd hafa visindamenn verid ad mota
flokkunarkerfi med pad ad markmidi ad skilgreina tegundir markvisst med
bréunar eda prounarsdgulegu samhengi (Clarke, 1985). betta hefur jafnan reynst
erfidara fyrir bakteriur heldur en fyrir adrar orverur. Bakteriur fjolga ser
kynlaust, pannig ad hin klassiska skilgreining a tegund, sem hopi lifvera sem
getur fjélgad sér innan hdpsins og myndad frjosom afkvaemi, er erfid ad eiga vid.
Einnig vegna smedar bakteria hafa paer takmarkadan fjolda utlitslegra
eiginleika. baer syna gridarlega lifefnafreedilega fjolbreytni baedi hvad vardar
efnaskipti og frumu byggingu peirra, sem hefur reynst gagnlegt verkferi i
flokkun sumra hdpa, en ekki hja 6llum (Emerson, D., Agulto, L., Liu, H. & Liu,
L., 2008).

A attunda aratug 19. aldar, & grundvelli sameinda samanburdar & préunarlega
vardveittum ribdsom genum, lagdi Carl Woese fram pa hugmynd ad bakteriur
veeru komnar fra tveimur adskildum rikjum, bakteria og fornbakteria, hvort
adgreinanlegt fra 6dru eins og pau eru fr4 heilkjornungum sem er pridja rikid
(Woese, 1987). bessi flokkun, sem studd er af fjolda frekari sameindalegra
gagna, er nd notud sem vidmid & medal drverufreedinga. Petta pydir po ekki ad
flokkunarfraedi bakteria sé na ordin ad fullu st6dlud, heldur eru miklar umraedur
um hvad telst vera bakteriu tegund (Achtman, M. & Wagner, M., 2008; Gevers,
o.fl., 2005).

Mikil fjélgun hefur ordid undanfarin ar & radgreindum erféamengjum bakteria
og fornbakteria (Kyrpides, o0.fl., 2014). betta hefur leitt til notkunar & samanburdi
heildarerfdamengis skyldra tegunda til ad akvarda kirna samsvorun a milli
tveggja genamengja (Goris, o.fl., 2007). bessi tekni skilgreinir nu tegundir &
erfdamengis stigi sem hafa 95% medaltals nukledtida samsvorun & milli tveggja
stofna. petta samsvarar pvi ad um minnsta kosti 70% endurradast i DNA-DNA

pattaporun, sem hefur verid hefébundinn stadall til pess ad skilgreina



bakteriutegundir (Vandamme, P., Pot, B., de Vos, P., Kersters, K. & Swings, J.,
1996).

Fjélda margar adferdir eru gjarnan notadar pegar verid er ad greina bakteriu
tegundir. Notast er vid erfdamengja rannsoknir, liffreedilegar og efnafraedilegar
profanir. Hér & eftir verdur sagt frd mikilveegi nokkurra adferda sem notadar eru

vid greiningar & nyjum tegundum.

1.1.1 Radgreining

Sa adferd sem nu er notast vid ad akvarda prounarleg tengsl er 16S rRNA
radgreining. Helsti kostur pess ad nota petta gen er frambod af rodum fra
tegundum med gild birt n6fn i alhlida opinberum gagnagrunnum. Naudsyn pess
ad nota nokkur mismunandi reiknilikén vid gerd préunarsdgulegra trjaa og fyrir
athugun & areidanleika greinapunkta & trjanum hefur verid lyst af (Bernardet, J.
F., Nakagawa, Y. & Holmes, B., 2002). Radgreining & 23S rRNA geninu hefur
synt fram & svipadar préunarsdgulegar upplysingar og radgreining & 16S rRNA
geninu, minni upplysingar hafa pé fengist med smeerri 5S rRNA geni og hefur
bad verid tengt vid 23S rRNA genid hja sumum stofnum (Ward, o.fl., 2000).

Med radgreiningu er haegt ad finna G+C hlutfall innan atta sem er mikilveegt
flokkunarfraedilegt viomid. Mo6l1% G+C hlutfalls af DNA & ad vera hluti af
lysingu stofns af tegund af nyrri attkvisl en pad er valfrjalst fyrir tegundir stofna
i nyjum tegundum i pekktum ettkvislum (Stackebrandt, o.fl., 2002). Fyrir
nakvaema akvordun G+C gilda i bakteriu DNA er bein meling & kirnaleifum
med HPLC (High performance liquid chromatography) vokvaskilju veenlegur
kostur. Adferdin er hréd og er haegt ad beita HPLC adferdinni & syni med mikla
mengun af RNA og a litil syni (Mesbah, M., Premachandran, U. & Whitman, W.
B., 1989).

1.1.2 Radgreining busyslugena (housekeeping genes) og fjdlsvaeda arfgerdagreining

(MLST: multilocus sequence typing)

Nefnd sem kallast Ad Hoc malir med pvi ad gert sé mat & protein kodandi
radgreiningum fyrir notagildi peirra til pess ad afmarka flokkunareiningu
erfdamengjalega fra tengdum tegundum, greindum med t.d. rDNA rédum.

Upplysingar fyrir adgreiningu flokkunareininga etti ad fa fra rodum ad minnsta



kosti fimm gena sem koda fyrir préteinum med efnaskipta virkni (busyslugen).
Slik gen a&ttu ad vera stadsett & fjolbreyttum genasatum og vera dreift vida innan
tegundar. Magn upplysinga sem fengist med pessu yrdi had pvi hversu mikil
erfoafreedileg fjolbreytni veeri innan tiltekinnar flokkunareiningar (Stackebrandt,
o.fl., 2002).

Hefdbundin og sameindaleg tegunda kerfi fyrir audkenningu sykjandi orvera
hofdu litinn sveigjanleika vegna pess ad pau visudu i breytur sem erfitt var ad
bera saman & milli rannsoknarstofa. Til pess ad vinna bug & pessu vandamali
I6gou Maiden o.fl., (1998) til notkun & MLST sem nytir Gtvirgett edli og
hreyfanleika rafreenna kirnaradagagna fyrir audkenningu 6rvera. MLST hefur
feert nyja vidd inni utskyringar a genamengja skyldleika a tegundabléndudu og
innantegundar stigi  med radgreiningu & samanburdargenum tengt
stodugleikavali (Maiden, o. fl., 1998).

1.1.3 DNA-DNA pattaporun (DNA-DNA hybridization)

DNA-DNA pattaporunargildi hafa verid notud vid flokkun bakteria sidan a
sjbunda aratug sidustu aldar til pess ad akvarda skyldleika & milli stofna og eru
enn einn mikilvaegasti patturinn vid skilgreiningu nyrra bakteriu tegunda (Goris,
o.fl., 2007). Adferdin hefur p6 ekki mikid verid notud vegna pess ad han er ekki
audveld i framkvemd. broud hefur verid adferd sem byggir & notkun
handahofskenndra genamengis bata og DNA 6rfloguteekni sem vinnur bug a
Okostum heildar genamengis DNA-DNA péattapérun. Notast var vid
samanburdar genamengi fjogurra flarljomandi Pseudomonas tegunda sem butud
voru nidur og 60 til 96 genamengisbutum af u.p.b. 1 kb steerd fra hverjum stofni
var blettad (e. spotted) & 6rflogur. Erfdamengi 12 pekktra flurljdmandi stofna var
merkt med sérstokum lit og var peim pattaparad vid orflogurnar.
Pyrpingargreining & pattapdrunarsnidum leiddi i 1jos flokkunarfraedileg tengsl
milli peirra bakteriustofna sem préfadir voru, sem benti til pess ad pessi nalgun
sé gagnleg til audkenningar bakteria dsamt pvi ad akvarda erfoafreedilega
fjarleegd a milli peirra. bar sem Orflogur geta innihaldid pasundir DNA bletta
hefur ein Orflaga moguleika a vidtekri afkastagetu til audkenningar. Ad auki

krefst adferdin ekki erfidrar kross pattapdrunar og getur veitt opinn gagnagrunn



af pattapoérunarsnidum og kemur pannig i veg fyrir takmarkanir hefébundinnar
DNA-DNA péttapérunar (Cho, J. C. & Tiedje, J. M, 2001).

pratt fyrir ymsa annmarka med tilliti til samanburdar, vinnanleika og stifa
beitingu er DNA-DNA pattapoérun enn st adferd sem notud er vio skilgreiningu
nyrra tegunda (Stackebrandt o.fl., 2002). Reynslan hefur synt ad DNA-DNA
pattapdrun hentar vel vid mat & stédu tegunda pegar gildi fyrir 16S rRNA gena
radgreiningar likindi eru yfir 97%. Uppbygging 16S rRNA gensins i bakterium
er vel vardveitt og hafa tegundir med 70% eda harri erfdamengis likindi yfirleitt
meiri en 97% likindi & milli rada midad vid 16S rRNA genid (Stackebrandt, E.
& Goebel, B. M., 1994). Arid 2014 var p6 bent & 79% genamengis
likindaproskuld sem adskilur bakteriu undirtegundir af Meier-Kolthoff, o.fl.,
(2014). Til pess ad meta Ostodugleika DNA-DNA pattapdrunar er naudsynlegt
ad tilraunaadsteedur séu skrédar. Eiginleikar DNA til ad segja til um tengsl veitir
Ometanlegt flokkunarfreedilegt verkferi. Mismunandi adferdir geta gefid
mismunandi tengslagildi. Mismunandi adferoum DNA-DNA pattapdérunar hefur
verid lyst og nidurstodur peirra bornar saman af Grimont P. A, (1988).
Siuadferdir sem nota geislavirkt DNA hafa reynst stdugar, en hafa ad miklu
leyti lagst af vegna strangra oryggisreglna hvad vardar geislavirk efni.
Areidanleiki nidurstadna litrofsmelinga adferda er samanburdarhafur vid
nidurstodur fengnar fra siu adferdum eins og kom fram i rannsékn HuR, o.fl.,
(1983).

1.1.4 Massagreining (MALDI-TOF-MS: Matrix Assisted Laser Desorption lonization

Time-of-Flight mass spectrometry)

Massagreiningar adferdin eda MALDI-TOF eins og hun er gjarnan kollud er
hrod og skilvirk greiningar adferd fyrir heilar og 6skaddadar bakteriur (Holland,
o.fl., 1996) en adferdin hefur poé ekki enn ordid ad venjubundinni
orverufraedilegri adferd (Vargha, M., Takats, Z., Konopka, A. & Nakatsu, C. H.,
2006). Synt hefur verid fram & tegunda sérteekni stofna par sem hver stofn syndi
nokkrar einkennandi jonir med mikinn massa sem taldar eru ad eigi reetur sinar
ad rekja fra bakteriu proteinum. Holland, o.fl., (1999) sogou fyrst fra
arangursrikri bakteriu efnaflokkunarfreedi med MALDI-TOF-MS greiningu &

heilum frumum. Reyndist adferdin baedi hrod og einfold. Pessi hrada adferd



hefur reynst vera flokkunarfraedilega mikilveeg pegar genaradir eru bornar saman
bréunarsdgulega (Stackebrandt, E., Pauker, O. & Erhard, M., 2005).

1.1.5 Litrofsgreining (FTIR: Fourier-transform infrared spectoscopy)

Orverur hafa innraud merki sem eru mjog sértek mynstur, likt og fingrafor
manna, sem hagt er ad nota til ad leita eftir audkennum 6rvera. Einfaldleiki og
fjolhaefni FTIR litrofsgreiningar gerir hana ad fjolhefri tekni fyri hrada
adgreiningu, flokkun, audkenningu og storfellda skimun & undirtegunda stigi
(Naumann, D., Helm, D. & Labischinski, H., 1991). Adferdin er sérstaklega
mikilveeg til adgreiningar & skyldum tegundum fra svipudum vistum (e. niche),
sem syna nénast eins svipgerdar eiginleika hvad vardar lifedlisfreedilegar og
lifefnafraedilegar vidmidanir og svipadan koloniu lit. Likindi litréfsgagna stofna
eru ekki endilega i samraemi vid prounarsogulegt samband peirra (Oberreuter,
H., Seiler, H. & Scherer, S., 2002). Adferdinni og flokkunarfraedilegri notkun
hennar var lyst i smaatrioum af Oberreuter o.fl., (2002)

1.1.6 Vaxtarskilyrdi

Margir peettir hafa ahrif & voxt bakteria svo sem syrustig, hitastig, selta og surefni
og er mikilveegt ad greina fra kjor vaxtarskilyroum pegar verid er ad greina nyja

tegund.

A undanférnum &ratugum hefur ahugi aukist fyrir pvi ad proa steerdfraedi likon
til pess ad lysa vexti Orvera, serstaklega hvad vardar laeknisfredi og
matveelafraedi. Avinningur af slikum likénum er sa ad hagt er ad nota pau til
pbess ad likja eftir umhverfisadstedum i samfelldum vaxtartilraunum. Hitastig
0g syrustig eru peir helstu umhverfispeettir sem rannsakadir hafa verid hvad mest
sem hafa ahrif & voxt orvera. Likon af drveru vexti lysa yfirleitt breytileika &
hamarks vaxtarhrada (Umax) Sem endurspeglar efnaskipta starfsemi (Rosso, I.,
Lobry, J. R., Bajard, S. & Flandrois, J. P, 1995). Wijtes, o.fl., (1993) 16gdu til
samanlagt vaxtar likan fyrir 611 pau syrustig sem voxtur & sér stad og fyrir hitastig
undir kjor hitastigi. Zwietering, o.fl., (1993) 16gdu til samanlagt vaxtar likan fyrir

Oll vaxtar hitastig og syrustig par sem niu paettir voru skilgreindir.



1.2 Nagoya bokunin

pann 29. oktéber 2010 var Nagoya bokunin, um adgang ad erfoa
upplysingagégnum og sanngjarna og réttmeeta midlun & avinningi af nytingu
beirra, sampykkt i Nagoya i Japan. Verandi vidbdtar samkomulag vid sampykkt
um liffreedilegan fjolbreytileika (CBD: Convention on Biological Diversity) er
han ein af mikilvegustu marghlida umhverfismala samningum sem hafa verid
sampykktir nylega (Greiber, o.fl. (ritstjorar), 2012). Sampykkt liffredilegs
fjdlbreytileika og Nagoya bokunin skilgreina ekki adgang ad erfdafreedilegum
upplysingum. CBD skilgreinir einungis erfdafreedilegar upplysingar en pad eru
erfoafreedileg gogn af raunverulegu eda hugsanlegu virdi. Erfdafraedileg gogn
eru efni af plontum, dyrum, 6rverum eda af 6drum uppruna sem innihalda virkar
einingar af arfgengi. bess vegna eru erfdafreedilegar upplysingar 61l efni plantna,
dyra, drvera og af 6drum uppruna sem innihalda virkar einingar af erfdum sem

hafa raunverulegt eda hugsanlegt virdi (Greiber, o.fl. (ritstjorar), 2012).

I Nagoya bokuninni eru settar fram reglur sem varda adgang ad erfdafraedilegum
upplysingum (Greiber, o.fl. (ritstjorar), 2012). bad er pvi ljost ad peir adilar sem
vinna vid greiningar & nyjum orverurm og almennt vid 6rverurannsoknir ad peir
falli undir pessa bokun hvad vardar vinnu med erfdafreedilegar upplysingar.
Einnig hvad vardar skraningu nyrra stofna i alpjodleg stofnaséfn. begar petta er
skrifad hafa fjolda margar pjodir skrifad undir Nagoya bdkunina en po eru
margar sem hafa ekki skrifad undir og par & medal Island. Lista um par pjodir
sem skrifad hafa undir bokunina ma finna & vefsidu sampykkt liffredilegs
fjolbreytileika (Convention on Biological Diversity, e.d.).

1.3 Nafngiftir nyrra tegunda

Alpjédlega nefndin um flokkunarfraedi dreifkjérnunga (ICSP: the International
Committee on Systematics of Prokaryotes) og Alpjodlegar nafnakerfareglur fyrir
bakteriur (the International Code of Nomenclature of Bacteria) bera abyrgd a
nafngiftum dreifkjornunga, baedi medal bakteria og fornbakteria. A 19. 6ld og
fyrri hluta 20. aldar reyndu bakteriufreedin ad fylgja akvedum grasafraedi
nafnakerfa. A fyrsta alpjodlega drverufradi pinginu i Paris arid 1930 voru gerdar

tillogur ad nafnakerfareglum fyrir bakteriur. A 68ru pingi i London sex arum



seinna voru drog ad reglum kynntar og nokkrar grundvallar reglur settar sem enn
eru i gildi i dag (Sneath P. H. A., 2003).

A milli 1960 og 1980 komu upp nokkur vandamal vegna pess ad stéran hluta
bakteriunafna sem notud voru, var ekki haegt ad nota medal annars vegna skorts
&4 godum lysingum. Akvedid var ad byrja a nyjum stad fyrir nafnakerfi bakteria
fyrsta januar 1980 og voru gerdir listar af n6fnum sem geetu tengst pekktum
bakterium & fullnaegjandi hatt. burftu 6ll n6fn ad birtast i International Journal
og Systematic Bacteriology (1JSB) (sem i dag er International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM)) annadhvort med pvi ad
vera lyst par eda ef peim var lyst annars stadar pa purfti ad koma peim fyrir par
i 16ggildum lista. A sama tima voru reglurnar algjorlega endurskrifadar beedi til
bess ad audveldara veeri ad fylgja peim og einnig til ad gera reglurnar raunhafari
(Sneath P. H. A., 2003).

Nyjasta Utgafa pessarra reglna er International Code of Nomenclature of
Bacteria: Bacteriological Code, 1990 Revision sem lysir ndkeevmlega nugildandi
reglum (Lapage, o.fl. (ritstjorar), 1992). Nokkrar breytingar hafa verid gerdar
sidan pa og er heegt ad finna peer i Utgafum af IJSEM, nyjasta breytingatillagan
ber heitid ,,Proposal to consistently apply the International Code of
Nomenclature of Prokaryotes (ICNP) to names of the oxygenic photosynthetic
bacteria (cyanobacteria), including those validly published under the
International Code of Botanical Nomenclature (ICBN)/International Code of
Nomenclature for algae, fungi and plants (ICN), and proposal to change
Principle 2 of the ICNP* og var birt af Pinevich, (2015).

1.4 Demequina

Nafn ettkvislarinnar Demequina er dregid fra demethylmenaquinone sem er
frekar dvenjulegt kinon (e. quinone) sem er ad finna i pessari lifveru (Yi, H.,
Schumann, P. & Chun, J., 2007). Flokkunarfraedi attkvislarinnar Demequina er
utskyrd i Toflu 1. Attkvislin tilheyrir ttinni Demequinaceae sem er innan
ettbalksins Micrococcineae og samanstendur af gram jakvedum staflaga
aktindbakterium sem eru ekki gromyndandi (Ue, H., Matsuo, Y., Kasai, H. &
Yokota, A., 2011; Yi, o.fl., 2007). begar petta er skrifad inniheldur ettkvislin 8
tegundir med gild birt néfn, D. aestuarii (Yi, o.fl., 2007), D. lutea (Finster, K.
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W., Herbert, R. A., Kjeldsen, K. U., Schumann, P. & Lomstein, B. A., 2009), D.
salsinemoris (Matsumoto, A., Nakai, K., Morisaki, K., Omura, S. & Takahashi,
Y., 2010), D. aurantiaca, D. globuliformis, D. oxidasica (Ue, o.fl., 2011), D.
flava og D. sediminicola (Hamada, M., Tamura, T., Yamamura, H., Suzuki, K.
I. & Hayakawa, M., 2013).

Tafla 1. Flokkunarfreedi eettkvislarinnar Demequina. Taflan synir hvernig aettkvislin
Demequina flokkast eftir aett, settbalki, flokki, fylkingu, riki, fylki og 1éni (Euzéby, 1997).

AEttkvisl Demequina

FEtt Demequinaceae
AEttbalkur Micrococcineae
Flokkur Actinomycetales
Fylking Actinobacteridae
Riki Actinobacteria
Fylki Actinobacteria
Lén Bacteria

Allir pessir stofnar voru einangradir ur sjavarumhverfi i Asiu (Japan og Sudur
Koreu) ad undanskildum D. lutea sem var eingangradur ur sifrera i nordur
Noregi (Finster, o.fl., 2009).



1.5 Markmid verkefnisins

Markmid pessa verkefnis var ad skilgreina tvo sjavarbakteriu stofna sem
einangradir voru af Arnheidi Eyporsdottur &rid 2006 ar synum fra
Arnarnesstrytunum fyrir utan Hjalteyri i Eyjafirdi. Framkvemdar voru
ymiskonar profanir a stofnunm m.t.t. sameindafraedilegrar greiningar,
vaxtarskilyrda og lifefnafreedi. Ad lokum var stofnunum tveimur lyst eins

nakvaemlega og unnt var Gtfra peim nidurstddum sem fengust ar profunum.

Markmid  pessa  verkefnis var einnig ad svara eftirfarandi

rannsoknarspurningum:

e Er greinanlegur munur & stofnunum tveimur hvad vardar heaefni peirra til
ad brjéta nidur mismunandi sykrur og ad framleida mismunandi ensim?

e Hafa stofnarnir tveir 6rveruhemjandi haefni?

e Tilheyra stofnarnir tveir bakteriutegund sem n0 pegar er til eda er um

nyja/ar tegundir ad raeda?
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2. Efni og adferdir

2.1 Bakgrunnur verkefnisins

Stofnarnir sem notadir voru vid petta verkefni voru einangradir arid 2006 af
Arnheidi Eypérsdéttur. Stofn 631-2345 Gr bléndudu syni sem innihélt medal
annars panggeitur, s&fifla lirfur og bertalkna og stofn 633-1501 Ur méttuldyri,
baedi syni voru fengin fra Arnarnesstrytum, fyrir utan Hjalteyri i Eyjafyrdi.
Arnheidur einangradi erfdaefni ur stofnunum a peim tima og sendi til Macrogen
i Hollandi til 16S rDNA radgreiningar par sem peir syndu badir mestu likindi
vid ettkvislina Demequina (95%). Einnig syndu rannsoknir Arnheidar fram &
orveruhamlandi virkni stofnanna og pottu peir i 1jési pessa &hugavert
vidfangsefni. Stofnarnir hafa verido geymdir i frysti vio -80°C i stofnasafni
Haskdlans & Akureyri. Stofn 631-2345 var einangradur vid 23°C og stofn 633-
1501 vid 15°C.

2.1.1 Uppreektun stofna

Stofnar voru i fyrstu reektadir upp a fljotandi ISP2 a&ti (Vidauki 1) med syrustig
pH 7,2 og peim sidar strikad & skalar med ISP2 (International Streptomyces
Project Medium 2, Difco®, Bandarikin) ati og voru peir raektadir upp vid pad
hitastig sem peir voru upphaflega einangradir vid. S6kum pess hve seint gekk ad
reekta stofnana & pessu ati, um 4 vikur, var peim einnig strikad & MA (Marine
agar, Difco®, Bandarikin), tok pa stofnana um viku tima ad vaxa upp i pad magn

ad haegt veeri ad vinna med pa.

2.2 Radgreining stofna

Utbuin var hvarfefnablanda (Tafla 2) & is, stungid var i kloniu med sterilum
pipettu oddi og henni stungid i brunn & PCR brunna lengju. Notast var vid tvo
sett af visa pdrum til pess ad fa betri likur a gédri réd eftir radgreiningu, F27 og
R1492 og F8 og R1522 (Sigma Aldrich, byskaland) (Tafla 3) og voru peir
pynntir i 10 uM hver. Notast var vid 1 pL af hvorum visi i visa pari og hann

settur i brunna lengju og ad lokum 24,15 pL af hvarfefnablondu (Tafla 2).
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Tafla 2. Hvarfefnablanda fyrir PCR. Taflan synir hvarfefnabléondu sem notud var fyrir
hvert syni. Notast var vid 10x ThermoPol™ Reaction Buffer, dNTP (Deoxynucleotide
Solution Mix) og Taq DNA Polymerase (New England Biolabs (NEB), England).

Rummal
(ML)
10x buffer 2,5
dNTP 2,0
MQ vatn (ddH20) 19,5
Taq polymerasi 0,15

Tafla 3. Kirnaradir visa sem notadir voru i PCR hvarfi. Kirnaradir F8 og R1492 voru
fengnar fra (Eden, P. A., Schmitd, T. M., Blakemore, R. P. & Pace, N. R., 1991) og
kirnaradir F27 og 1522 fr4 (Giovannoni, 1991).

Visir Kirnardo
F8 5'-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
F27 5 -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’

R1492 5-ACCTTGTTACGACTT-3'
R1522 5-AAGGAGGTGATCCANCCRCA-3

PCR brunna lengjan var sett i PTC-200 (Peltier Thermal Cycler, MJ Research)
og taekid stillt & videigandi PCR programm (Tafla 4).

Tafla 4. PCR prégramm. Taflan synir PCR programm sem notast var vid einangrun
erfdaefnis ar stofnunum.

Hitastig (°C) Timalengd Fjoldi hringja

Fyrsta edlissvipting 95 3 min

Edlissvipting 95 30 sek
péttatenging 50 30 sek 35 hringir

Framlenging 68 90 sek

Loka framlenging 68 7 min

Bid 4 Oendanleg

Steypt var 0,8% agarosa (Agarose for standard use, Sigma Aldrich, byskaland)
gel i 0,5X TBE buffer og var pvi leyft ad kolna ad 50°C, 1 pL af SYBR® Safe
DNA (Invitrogen, Bandarikin) var beett saman vid 25 mL af geli. Gelinu var hellt
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i mét og 15 brunna greida sett i gelid og pad 1atid storkna i 40 minutur. Gelid var
feert i rafdréattar ker sem innihélt 0,5X TBE buffer. Einum pL af hledsludda og 5
pL af PCR afurd var blandad saman og hladid i brunna & gelinu, 2 pL af 100bp
DNA Ladder (Quick-Load®, NEB, England) var einnig hladid i brunn & gelinu
til vidmidunar. Notad var Mini-Sub Cell GT System (Bio-Rad, Bandarikin)
rafdrattar ker tengt vid EPS 301 (Electrophoresis Power Supply, Amersham
Biosciences, Bretland) sem aflgjafa vid 120 V og 120 mA i 30 minatur. Mynd
var tekin af gelinu undir utfjélublau 1j6si med InGenius (Syngene, Indland) i 3,0

sekundur og skodud i GeneSnap forriti (Syngene, Indland).

2.2.1 Hreinsun PCR afurda

Afurdirnar voru hreinsadar med Exo-SAP hvarfi. Utbuin var hvarfefnablanda,
par sem 0,025 uL af Exonuclease | (NEB, England), 0,05 uL af Antarctic Shrimp
Phosphatase (NEB, England) og 9,925 uL af MQ vatni var blandad saman fyrir
hvert syni. 10 pL af hvarfefnabléndunni var blandad saman vid 20 pL af PCR
afurd. Hvarfid var sidan keyrt i PTC-200 (MJ-Research) i 60 mindtur vid 37°C
0g i 5 minuatur vid 95°C.

2.2.2 Undirbuningur fyrir radgreiningu

Tiu pL af hreinsadri PCR afurd var komid fyrir i Eppendorf glasi asamt 7,5 puL
af visi. Radgreint var frd bAdum endum radanna med sému visum og notast var
vid sbmu visa og notad var vid PCR. Ad pessu sinni for einungis einn visir saman
vid hvert syni, i stad visa pars i PCR. Eppendorf gldsin voru par nast send til

Macrogen i Hollandi til 16S rRNA radgreiningar.

2.2.3 Urvinnsla radgreiningar gagna og samsetning rada

Radirnar fengust til baka sem abl skrar og voru peaer settar i Sequence Scanner
v1.0 forrit (Applied Biosystems®, Bandarikin) til ad laga peer til. Par voru
lagadar til pannig ad illlesilegir hlutar voru fjarleegdir fra baAdum endum & hverri
rod. Radir sem radgreindar voru afturdbak (med visum R1492 og R1522) var
snuid a vefsiounni http://reverse-complement.com/ par sem peim var baedi snuid
i gagnsteeda att og bosunum skipt Gt fyrir métsvarandi basa, til ad fa allar radir i
somu att. Radirnar fyrir hvorn stofninn voru samsettar og peer ad lokum keyrdar

i gegnum BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool), notast var vid
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nukledtida BLAST. Leitad var i 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and
Archea) nukledtid gagnagrunni til pess ad finna vid hvada stofna veeru mest
likindi.

Radir stofnanna voru greindar i MEGA V6 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) forritinu (Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A. & Kumar,
S., 2013) asamt pvi ad radir tiu likustu pekktra stofna voru sottar fyrir hvorn
stofn (Vidauki Il, Tafla 13 og Tafla 14). R6dum allra stofna var samradad med
ClustalW og utbuid skyldleikatré med pvi ad nota sameinda prounarsdgulega
greiningu med hamarks sennileikamats adferd (Maximum Composite
Likelihood (MCL)) sem byggir & Tamura-Nei likani (Tamura, K., Stecher, G.,
Peterson, D., Filipski, A. & Kumar, S., 1993). Ad lokum var G+C hlutfall
stofnanna  einnig reiknad med bvi ad nota  vefsiduna

http://www.endmemo.com/bio/gc.php.

2.3 Greiningarprof

Gram litun (Vanterzant, C. & Splittstoesser, D. F. (ritstjorar), 1992) var

framkveemd a stofnunum. Einnig var 16gun bakterianna skodud i smasja.

Katalasa prof var framkveemt & stofnunum, pannig ad sterilli lykkju var strokid i
koloniu og henni smurt & smasjargler, dropi af 3% H,O> var settur a koloniuna

og fylgst med hvort loftbolur myndudust sem myndi pa tdkna jakveett svar.

Oxidasa prof var framkveaemt, pannig ad sterilli lykkju var strokid i kéloniu og
han sett & Oxidase Test (Sigma Aldrich, byskaland) puda og fylgst med hvort

blar litur myndadist sem myndi pa tdkna jakveett svar.

Framkvemd voru API®-20E, -20NE, -50CH og -ZYM (Biomérieux,
Frakkland). [ API® 20E og ZYM var eimad vatn notad til ad dreifa stofnunum i
brunna profanna en i API 50CH var notad CHB/E fljotandi ati (Vidauki I) &samt
vidbaettu 2% (w/v) salti. Fylgst var med litabreytingum i eina viku, til ad leita
eftir jakveedu svari og vidbotar hvarfefnum beett vid profin par sem vid atti.

Kitinasa virkni stofnanna var einnig préfud, pannig ad lykkja af kdloniu var sett
saman vid 1 mL ad fljotandi a&ti sem serheeft er fyrir leit af ensiminu kitinasa

(Vidauki I). Syni voru reektud vid pad hitastig sem gaf hradastan voxt i hitastigs
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préfunum og var fylgst var med nidurbroti a Kitini i synunum i eina viku. Ef

jakveed svorun feest vid nidurbroti & kitini verdur synid fjolublatt ad lit.

2.4 Proéfanir a vaxtarskilyrdum

Vid nidurstddur & profunum & vaxtarskilyrdum var borid saman vid prja pekkta
Demequina stofna sem syndu mestu likindi vid stofnana tvo utfra nidurstédum
radgreininga (Vidauki 11, Tafla 13 og Tafla 14).

2.4.1 Hitastig og syrustig

242 Selta

Utbdnir voru skammtar af MB (Marine broth, Difco®, Bandarikin) fjotandi eti
med mismunandi syrustigi (pH 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 og 8,0) og sett i eppendorf
glos. Lykkja af kéloniu af hvorum stofni fyrir sig var sad i glésin vid hvert
syrustig. | brunna & microtiter plétu (Honeycomb 2, Growth Curves Ltd.,
Finnland) voru feerdir 200uL af hverju syni i pritekningu og pléturnar raektadar
vid mismunandi hitastig (5°C, 15°C, 23°C (herbergishiti), 30°C og 35°C). Lesid
var af plétunum i Bioscreen C taeki (Oy Growth Curves Ab Ltd, Finnland) med
8 klukkustunda millibili i tveer vikur. Notast var vid forritio Easy Bioscreen
Experiment (Growth Curves Ltd., Finnland) sem stillt var & 36 syni, bylgjulengd
600 nm, lengd tilraunar 1 sekinda med 1 sekandu millibili @ milli malinga og

hitastig stillt i samraemi vid reektunarhita.

A0 auki voru skalar med stofnunum reektadar i tveer vikur vid 40°C, 45°C og
50°C til ad athuga hvort stofnarnir geetu vaxio vid pessi hitastig. Ad lokum var
unnid ar gdégnunum til pess ad finna Ut hvada hitastig og syrustig a best vid pessa

stofna.

MB inniheldur um 2% saltstyrk og var pad ad auki UtbGid med mismunandi
saltstyrkjum (5%, 7%, 10%, 15% og 20% w/v), 5 mL af saltbattu MB var sett i
tilraunaglos og lykkjufylli af reekt sett saman vid. Glosin voru sidan raektud vid
pad hitastig sem gaf hradastan voxt i hitastigsprofunum var fylgst med vexti i

eina viku.
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2.4.3 Heaefni til vaxtar vid loftfirrt skilyrdi

Utbdid var TT (Tetrathionate Broth Base, Hajna, Difco®, Bandarikin) flj6tandi
&ti og 10 mL af pvi var sprautad i gegnum 45 pm whatman filter (Whatman™
Puradisc™ 25 TF Disposable Filter Device, GE Healthcare Life Sciences,
Bretland) i flosku sem buid var ad loka med gummi tappa (e. serum bottle).
Sprautad var 0,4 mL af jodlausn (5,0 g af jod kristéllum og 8,0 g af kalium jodid
leyst upp i 40 ml af eimudu vatni) i gegnum 45 um whatman filter og ad lokum
var 0,2 mL af ferskum raektum i MB sprautad i sitthvora floskuna. betta var gert
til pess ad athuga haefni stofnanna til pess ad vaxa vid loftfirrt skilyrdi. Floskur
voru rektadar vid pad hitastig sem gaf hradastan voxt i hitastigsprofunum og

fylgst var med vexti i eina viku.

2.5 Proéfun a orveruhemjandi virkni

Notast var vido 9 stofna (Tafla 5) fra DSMZ (Deutche Sammlung for
Microorganismen und Zellculturen) vid pessi prof en peim var i upphafi strikad
a4 NA (Nutrient agar, Difco®, Bandarikin) ur frosti med lykkju og latnir vaxa
upp i tvo sélarhringa vid videigandi hitastig. Peim var sidan strikad badi 8 MA
og MH (Mueller Hinton agar, Difco®, Bandarikin) til ad athuga hvort peir geetu
vaxid & peim &tum og hversu langan tima uppraektun peirra teki. Stofnunum
631-2345 og 633-1501 var strikad i beina linu i midju skéala af MA og MH og
latnir vaxa i viku til ad fa gédan og péttan voxt i linuna. Peir stofnar sem tti ad
préfa gegn var strikad Gtfra midlinu i u.p.b. 2 mm fjarleegd og skalarnar par naest
latnar i videigandi hitastig i tvo sélarhringa eda par til peir hofou allir synt voxt.
Fjarleegd stofnanna fr4 midlinu var par naest skodud og meeld par sem synilegt

var ad peir yxu ekki upp vid midlinu.
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Tafla 5. Stofnar notadir vio préf & érveruhemjandi virkni. Taflan synir nmer hvers stofns
fra DSMZ asamt tegunda heiti.

DSM 1386 Candida albicans

DSM 1103 Escherichia coli

DSM 2570 Enterococcus faecalis

DSM 799 Staphylococcus aureus

DSM 1104 Staphylococcus aureus

DSM 2569 Staphylococcus aureus

DSM 111729 Staphylococcus aureus (methicillin 6naemur S. aureus,
MOSA)

DMS 1117 Pseudomonas aeruginosa

DSM 1128 Pseudomonas aeruginosa
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3. Nidurstodur

3.1 Radgreining stofna

Nidurstddur radgreiningar beggja stofna syndu mestu likindi (99%) vid
Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 (Vidauki I1) par sem baedi E-gildi
(0,0) og pekja (100%) gafu einnig somu tolur hja badum stofnum, einnig fékkst
heesta skorid vid pennan stofn. G+C hlutfall stofns 631-2345 var 56,23% og var
rodin 1211 kirna I6ng. G+C hlutfall stofns 633-1501 var 56,04% og var rddin
1117 kirna 16ng. Pegar Mynd 1 er skodud er haegt ad sja tengsl a milli stofnanna
tveggja sem unnid var med i pessu verkefni vid tiu likustu stofna fyrir hvorn
(Vidauki 1l Tafla 13 og Tafla 14). Af peim tiu stofnum voru atta sameiginlegir
fyrir b&da, hinir tveir voru pé einnig sameiginlegir en voru ekki & medal peirra
tiu likustu. begar fjarleegdir a milli stofnanna er skodud er styst & milli stofnanna

tveggja og D. oxidasica stofnanna sem pydir ad par hafi ordid faestar utskiptingar

Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 165 ribosomal RNA gene partial sequence
Demequina aurantiaca strain YM12-102 16S nbosomal RNA gene partial sequence
Demequina oxidasica strain NBRC 106264 16S ribosomal RNA gene partial sequence
Demequina oxidasica strain YM05-1041 165 ribosomal RNA gene partial sequence

‘1_[ 631_2345
§33_1501

Demequina aestuarii strain JC2054 165 ribosomal RNA gene partial sequence

Demequina lutea strain SV45 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Actinotalea ferrariae strain CF5-4 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Lysinimicrobium mangrovi strain HI08-69 165 nbosomal RNA gene partial sequence
Demequina salsinemoris strain NBRC 105323 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Demequina salsinemornis strain KV-810 16S ribosomal RNA gene partial sequence

— Demequina sediminicola strain HR08-43 16S ribosomal RMA gene partial sequence

L Demequina flava strain HR08-7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Mynd 1. Skyldleikatré. Myndin synir tré sem syndi heestar Log likur (-2181,4883). Notast
var vid MEGAG6 (Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A. & Kumar, S., 2013)
vio framkveemd skyldleikagreiningar og tréid Utbuid utfra peim gégnum. Tréid var fengio
med pvi ad nota nagrannatengsla (Neighbor-Join) adferd og BioNJ reiknilikdn (Saitou,
N. & Nei, M., 1998) a fylki af pédrudum fjarleegdum sem &eetladar voru med pvi ad nota
hamarks sennileikamats adferd (MCL). Grannfreedi var sidan valin med gildum med
betri Log likum. Meelistikan (0,005) taknar fjdlda utskiptinga a kirnum. Vid greininguna
var notast vid 14 kirnaradir.
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a kirnum i prounarségunni. par a eftir kemur fjarleegdin & milli stofnanna tveggja
og D. aurantiaca strain NBRC 106265 sem syndi hastu gildin, likt og segir til

hér ad ofan.

3.2 Greiningarprof

Demequina stofn 631-2345 er gram jakvaedur og staflaga og er katalasa
jakveedur. Demequina stofn 633-1501 er einnig gram jakveedur og staflaga og
katalasa jakveedur. Neikvad nidurstada fékkst hja badum stofnum i oxidasa profi
par sem blér litur var ekki sjaanlegur & Oxidase Test padunum.

Profud var haefni stofnanna tveggja vid framleidslu & 19 ensimum med API®
ZYM profi (Vidauki I11) og syndu stofnarnir tveir nokkud mismunandi svorun
vid pvi. Stofn 631-2345 syndi jakveeda svorun vid framleidslu & 8 mismunandi
ensimum (Tafla 6) esterasa lipasa, systeinarylamidasa, trypsin, a-Kymotrypsin,
syru fosfatasa, naftdl-AS-Bl-fosforhydrolasa, a-glukosidasa og B-glukdsidasa.
Hins vegar syndi stofn 633-1501 einungis jakvaeda svorun vid framleidslu & 3
ensimum (Tafla 6) leusinarylamidasa, syru fosfatasa og naftol-AS-BI-
fosforhydrolasa dsamt veikri svorun vid framleidslu & B-glykdsidasa. Badir

stofnar syndu pvi jakveeda svorun vid framleidslu & 2 sameiginlegum ensimum.

Heefni stofnanna tveggja vid framleidslu & ensimum var einnig borin saman vid
pbrja pekkta Demequina stofna. Mjog mismunandi var & milli allra stofnanna 5
hvada ensim peir framleida og einungis 2 ensim sem allir stofnarnir framleida,
pau syru fosfatasa og naftdl-AS-Bl-fosforhydrolasa. Stofn 633-1501 var sa eini
sem syndi jakveeda svorun vid ad framleida ensimid leusinarylamidasa en hann
syndi jafnframt fram & minnsta jakveeda svorun i framleidslu & ensimum. Stofn
631-2345 var einnig nokkud Olikur samanburdar stofnunum hvad vardar
jakveeda svorun vid framleidslu & peim ensimum sem profud voru. Hann syndi
fram & jakveeda svorun vid framleidslu & tveimur 68rum ensimum
sameiginlegum med samanburdar stofnunum, auk peirra tveggja sem nefnd voru

hér ad ofan, peim esterasa lipasa og systeinarylamidasi.

Jakveett svar kom i ati sem leitar eftir nidurbroti & Kitini og par med hefni

bakteriunnar til ad framleida ensimid kitinasa hja stofni 631-2345 eftir um 9
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klukkustundir sem pydir pad ad hann framleidi petta tiltekna ensim. Neikvaed

svorun kom hja stofni 633-1501 og framleidir hann pvi ekki ensimid kitinasa.

Tafla 6. Nidurstada ensim profa. Taflan synir hvada ensim stofnarnir framleida samkveemt API® ZYM
profum, par sem + taknar skyra jakveeda svérum vid framleidslu a tilteknu ensimi, V taknar veika
jakveaeda svorun vid framleidslu a tilteknu ensimi og - tdknar neikvaeda svorun viéd framleidslu a tilteknu
ensimi. Pau ensim sem voru neikvaed hja 6llum stofnum var sleppt i pessari t6flu. Notast var vid prja
Demequina stofna til samanburdar, pa D. aurantiaca NBRC16265 (hefur einnig stofnanimerid YM12-
102), D. oxidasica NBRC106264 (hefur einnig stofnanimerid YM05-1041) (Ue, o.fl., 2011) og D.
aestuarii JC2054 (hefur einnig stofnandmerid JCM12123) (Yi, o.fl., 2007).

Demequina stofn

Ensim 631-2345 633-1501 aurantiaca oxidasica aestuarii
NBRC NBRC JC2054
106265 106264

Alkaliskur fosfatasi - - + + -
Esterasi - - + + +
Esterasa lipasi + - + + +
Leusinarylamidasi - + - - -
Valinalylamidasi - - + + +
Systeinarylamidasi + - + + +
Trypsin + - - - -
a-Kymotrypsin + - - - +
Syru fosfatasi + + + + +
Naftol-AS-Bl-fosforhydrolasi + + + + +
a-galaktosidasi - - + + -
B-galaktdsidasi - - \V/ + +
B-glakadronidasi - - vV - -
a-glukosidasi + - - - -
B-glukdsidasi + \VJ - - -

Einnig var hafni stofhanna tveggja til ad geta nytt sér 73 mismunandi sykrur
(Vidauki I11) med premur mismunandi profum, API® -20E, -20NE og -50CH
skodud. Mismunandi var & milli stofnanna hvada sykrur peir gatu nytt sér (Tafla

7). Stofn 631-2345 syndi jakvaeda svorun vid pvi ad geta nytt sér 10 sykrur og
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Tafla 7. Nidurstada sykruproéfa. Taflan synir svérun stofnanna vio API® -20E, -20NE og -50CH préfum
par sem heefni stofnanna til pess ad nyta sér mismunandi sykrur var athugud. bar sem + tadknar ad
stofninn getur nytt sér tiltekna sykru, V taknar ad stofninn syndi veika svorun vid pvi ad hann geti nytt
sér tiltekna sykru og — tdknar neikvaeda svorun og stofn gat pvi ekki nytt sér tiltekna sykru. beim sykrum
sem voru neikveedar hja 6llum stofnum var sleppt i pessari t6flu. Notast var vid prja Demequina stofna
til samanburdar, pa D. aurantiaca NBRC16265 (hefur einnig stofnanimerid YM12-102), D. oxidasica
NBRC106264 (hefur einnig stofnandmerid YM05-1041) (Ue, o.fl., 2011) og D. aestuarii JC2054 (hefur
einnig stofnaniimerio JCM121239 (Yi, o.fl., 2007).

Demequina stofn

Sykra 631-2345 633-1501 aurantiaca oxidasica  aestuarii
NBRC NBRC JC2054
106265 106264

Glyserol + + + - -
Erytritdl + - - - -
Arabindsi \% + - - -
D-Arabinési + - - - +
L-Arabindsi + + - - -
Ribdsi + - - - -
D-Xylosi + + - - -
B Metyl-Xylo6sio - + - - -
Galaktdsi - + + + +
D-glukosi + + - - -
D-Fraktosi - \Y - - -
D-Mannosi - + + - +
Rhamnosi - - + - -
Mannitol + + - - -
Amygdalin - - - - +
Arbutin - - - - +
Esculin \% + - - -
Sellobiosi + + + + +
Maltosi - + + + \
Laktosi - Vv - - \Y
Sukrosi - - + - +
Trehaldsi - - - - VvV
Sterkja - - + - -
B Gentiobidsi \% \ + - +
D-Lyxési - - + - +
o-Nitréfenyl-p-galaktosidasi \ \ - - -
Gelatin + - - - -
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veika svorun vid 4 6drum. Stofn 633-1501 syndi jakvaeda svorun vid pvi ad geta
nytt sér 12 sykrur og veika svorun vid 4 6drum. Adeins 6 sykrur af pessum 73
voru sameiginlegar hja bddum stofnum samkveemt pessum préfum, en pad voru

glyserdl, L-arabinosi, D-xylési, D-glukosi, mannitdl og sellobiosi.

Heefni stofnanna til ad geta nytt ser sykrur var einnig borin saman vid 3 pekkta
Demequina stofha. Mjog mismunandi var & milli pessarra 5 stofna hvada sykrur
pbeir geta nytt sér og var einungis ein sykra sem allir 5 gatu nytt sér en pad er
sykran sellobiosi. Stofn 633-1501 atti meira sameiginlegt med samanburdar

stofnunum premur heldur en 631-2345 hvad vardar ad geta nytt sér sykrur.

3.3 Vaxtarskilyroi

GoOgn komu ur Bioscreen forritinu & Excel formi og voru Gtbunar vaxtarkarfur
fyrir hverja breytu fyrir sig sem syndi samband tima og ljésgleypni (ODsoonm).
Valid var svaedi a vaxtarkarfunni par sem mestan halla var ad finna, par sem
vaxtarfasi var i gangi, fundin besta lina og hdmarks vaxtarhradi (pmax) fundinn
utfrd henni. Var petta gert fyrir allar breytur og peer settar saman i linurit &samt
bvi ad peer voru settar i prividdar graf sem gert var i Grapher™ 9 (Golden
Software, Bandarikin) forriti, sem syndi samband hamarks vaxtarfasa og
syrustigs fyrir hvert hitastig fyrir sig fyrir hvorn stofn. Utfra pessum gognum var
haegt ad finna kjor vaxtarskilyrdi stofnanna tveggja.

pegar Mynd 2 er skodud ma sja ad hamarks vaxtarhradi Demequina stofnsins
631-2345 er minnstur vid 5°C vid 6l syrustig en mestur vid 30°C vid 61l syrustig
ad undanskildu pH 7,5. Af peim hitastigum sem préfud voru vid pessa tilraun
vex stofninn best vid 30°C en sist vid 5°C. Enginn voxtur var greinanlegur vid
5°C vid pH 5,0 og synir pad pa ad hann vex ekki vid paer adstedur, litinn voxt
var um ad reeda vid pH 8,0 vid 6ll hitastig og er pvi ekki talid ad stofninn vaxi
vid basiskari adstaedur. Eftir tveer vikur var enginn sjaanlegur voxtur & skalum
sem voru raektadar vid 40°C, 45°C og 50°C. Eins og sést & Mynd 2 hefur syrustig
pH 7,0 hastu gildin fyrir flest hitastig sem préfud voru. Hamarks vaxtarhradi var
0,0211h? vid 30°C og pH 7,0 en mesta péttni i ljosgleypnimalingu var 1,079
Asoonm Vid 35°C vid pH 6,5. begar Mynd 3 er skodud, sem gerd var i prividd,
sést hvernig greinilegur toppur kemur upp vid pH 7,0 vid 30°C og er hann mun

steerri en vid 6nnur syrustig og hitastig.
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Ut fra pessum gégnum, asamt skalum sem latnar voru vaxa vid heerri hitastig, er
bvi heegt ad segja ad stofn 631-2345 vaxi vid hitastig 5°C til 35°C og vid pH 5,0
til pH 8,0. Kjor vaxtarskilyrdi stofnsins eru 30°C vid pH 7,0.

0,025
0,02
N —e—5°C
T 0015
= —e—15°C
E 23°C
= 001 o
30°C
0,005 /\/\ —e—35°C
0
45 5,5 6,5 75 8,5

pH

Mynd 2. Hamarks vastarhradi Demequina stofns 631-2345. Myndin synir samband

hamarks vaxtarhrada (umax) og syrustigs (pH) par sem hver lina taknar akvedid
hitastig.
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Mynd 3. Hamarks vaxtarhradi Demequina stofnsins 631-2345 i prividd. Myndin synir
samband hamarks vaxtarhrada (Mmax) 0g syrustigs (pH). Blar litur téknar litinn
vaxtarhrada og breytist liturinn eftir pvi sem vaxtarhradi eykst yfir i raudan par sem hann
er heestur.

Pegar Mynd 4 er skodud ma sja ad hdmarks vaxtarhradi Demequina stofnsins
633-1501 er minnstur vid 5°C vid flest syrustig en mestur vid 30°C vid flest
syrustig. Af peim hitastigum sem préfud voru vid pessa tilraun vex stofninn best
vid 30°C en sist vid 5°C. Litinn voxt var um ad raeda vid pH 8,0 vid 6l hitastig
likt og hja stofni 633-1501 og er pvi ekki talid ad stofninn vaxi vid basiskari
adsteedur. Eftir tveer vikur var enginn voxtur sjaanlegur a skalum raektudum vid
40°C, 45°C og 50°C.

Eins og sést & Mynd 4 hefur syrustig pH 7,0 hasta gildio fyrir flest hitastig.
Hamarks vaxtarhradi var 0,0211h vid 30°C og pH 7,0 likt og hja stofni 631-
2345 en mesta péttni i ljésgleypnimelingu var 1,024 Agoonm Vid 35°C vid pH 7,5.
pegar Mynd 5 er skodud, sem gerd var i prividd, sést hvernig greinilegur toppur
kemur upp vid pH 7,0 vid 30°C og er hann mun steerri en vid Onnur syrustig og

hitastig. Utfra pessum gdgnum, adsamt skalum sem latnar voru vaxa vid herri
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hitastig, er pvi haegt ad segja ad stofn 633-1501 vex vid hitastig 5°C til 35°C og
vid pH 5,0 til pH 8,0. Kjor vaxtarskilyrdi stofnsins er 30°C vid pH 7,0.

0,025
0,02
—~ 0,015 ——5°C
=
< ——15°C
E
=3 0,01 23°C
30°C
0,005 ——35°C
0
45 5,5 6,5 7,5 8,5

pH

Mynd 4. Hamarks vaxtarhradi Demequina stofnsins 633-1501. Myndin synir samband
hamarks vaxtarhrada (pmax) og syrustigs (pH) par sem hver lina taknar akvedid
hitastig.
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Mynd 5. Hamarks vaxtarhrada Demiquina stofnsins 633-1501 i prividd. Myndin synir
samband hamarks vaxtarhrada (umax) 0g syrustigs (pH). Blar litur téknar litinn
vaxtarhrada og breytist liturinn eftir pvi sem vaxtarhradi eykst yfir i raudan par sem hann
er haestur.
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Pegar reektir med mismunandi saltstyrk voru skodud matti sja ad Demequina
stofn 631-2345 vex vid 0 til 10% (w/v) seltu en mestur voxtur var vid 2% og
Demequina stofn 633-1501 vex vid 0 til 7% (w/v) seltu en mestan voxt var ad
sja vid 2%.

Einnig var skodud hafni stofnanna til pess ad vaxa vid loftfirrt skilyrdi. Voxtur
var greinanlegur hja stofni 633-1501 en ekki hja 631-2345. Stofn 631-2345 vex
bvi eingdngu i vidurvist surefnis en stofn 633-1501 vex best vid surefnishad

skilyrdi en getur einnig vaxid vid loftfirrt skilyrdi.

Pegar Tafla 8 er skodud ma sja samanburd & stofnunum tveimur vid prja pekkta
Demequina stofna. Sja ma ad stofnarnir geta vaxid vid svipud hitastig en orlitill

munur er & pvi vid hvada syrustig og vid hve mikla seltu stofnarnir vaxa best.

Tafla 8. Samantekin vaxtarskilyrdi.Taflan synir samantekin vaxtarskilyrdi stofnanna tveggja asamt
priggja samanburdar stofnum sem adur hafa verid nefndir. Gefin eru gildi fyrir kjor hitastig, syrustig, seltu
og pad hvort stofnar vaxi vid surefnishad, loftfirrt eda valfrjalst (hvort stofn geti vaxid vid beedi
surefnishadar og loftfirrtar adsteedur). Notast var vid prja Demequina stofna til samanburdar, pa D.
aurantiaca NBRC16265 (hefur einnig stofnanimerid YM12-102), D. oxidasica NBRC106264 (hefur
einnig stofnandmerido YM05-1041) (Ue, o.fl., 2011) og D. aestuarii JC2054 (hefur einnig stofnanimerid
JCM12123) (Yi, o.fl., 2007).

Demequina stofn

631-2345 633-1501 aurantiaca oxidasica aestuarii

NBRC NBRC JC2054
106265 106264
Hitastig (°C) 30 30 28 -30 33,5 28-30
Syrustig (pH) 7,0 7,0 6,0-6,5 7,0 6,0-6,5
Selta % (w/v) 2 2 0 2-4 0

Loftfirrt/sirefnishad skilyrdi  Sdrefni  Valfrjalst Valfrjalst Sarefni  Valfrjalst

3.4 Profun a orveruhemjandi virkni

Ekki var haegt ad greina drveruhemjandi virkni hja stofnunum tveimur. Ef Mynd
6 og Mynd 7 og eru skodadar ma sja ad syklarnir (laréttar linur) sem notadir voru
i profinu vaxa mjog nerri stofninum (midlina), voxtur kom fram i allri
strikuninni & syklinum. Ef érveruhdmlun hefdi verid til stadar veeri meiri

fjarleegd par a milli.
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Mynd 6. Profun & orveruhemjandi virkni Demequina stofnins 631-2345 & MH aeti.
Myndin synir hvernig syklarnir uxu ngerri midlinu par sem stofninn 631-2345 var. |
laréttum linum eru stofnar af S. aureus, efst er DSM 111729, i midjunni er DSM 799 og
nedst er DSM 1104. Syklarnir eru i tvitekningu sitthvoru megin vid midlinu.

Mynd 7. Profun a drveruhemjandi virkni Demequina stofnsins 633-1501 a MH eeti.
Myndin synir hvernig syklarnir uxu neerri midlinu par sem stofninn 633-1501 var. | laréttu
linunum eru stofnar af S. aureus, i efri linunni er DSM 111729 og nedri linunni DSM
1104. Syklarnir eru i tvitekningu sitthvoru megin vié midlinu.
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3.5 Samantekt

3.5.1 Lysing a Demequina stofni 631-2345

Demequina stofn 631-2345 var einangradur vid 23°C r bléndudu syni sem
innihélt medal annars panggeitur, s&fiflalirfur og bertalkna frad uppstreymis
strytum i mynni Eyjafjardar. Hann myndar gulkrem litadar kéloniur & MA og er
gram jakveedur, staflaga og hann er katalasa jakveedur. Hann getur framleitt
ensimin esterasa lipasa, systeinarylamidasa, trypsin, a-kKymotrypsin, syru
fosfatasa, naftdl-AS-Bl-fosforhydrolasa, o-glikdsidasa B-glikdsidasa og
Kitinasa. Hann getur nytt sér sykrurnar glyserdl, erytritol, D-arabinosa, L-
arabinosa, Ribdsa, D-xylosa, D-glukdsa, mannitdl, sellébidsa og gelatin. Hann
synir einnig veik merki um ad geta nytt sér sykrurnar arabinésa, esculin,
gentidbiosa og o-nitrifenyl-p-galaktdsidasa. Stofninn getur vaxid vid hitastig
5°C til 35°C en Kjor hitastig hans er 30°C, hann getur vaxid vid pH 5,0 til pH
8,0 en Kkjor syrustig hans er pH 7,0. Hann vex vid 0 til 10% (w/v) seltu en mestur
voxtur var vid 2%. Stofninn vex eingdngu i vidurvist surefnis. Stofninn synir
mest likindi vid Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 (99%) og er GC
hlutfall hans 56,23%.

3.5.2 Lysing a Demequina stofni 633-1501

Demequina stofn 633-1501 var einangradur vid 15°C ar méttuldyri fra
uppstreymis strytum i mynni Eyjafjardar. Hann myndar gular kéloniur & MA og
er gram jakvaedur, staflaga og katalasa jakvaedur. Hann getur framleitt ensimin
leusinarylamidasa, syru fosfatasa og naftél-AS-BIl-fosforhydrolasa asamt pvi ad
syni veik merki um framleidslu a4 B-glykdsidasa. Stofninn getur nytt ser
sykrurnar glyserdl, arabinésa, L-arabin6sa, D-xylosa, B metyl-xylosid,
galaktésa, D-glukdsa, D-manno6sa, mannitol, esculin, sell6biésa og maltdsa
asamt pvi ad syna veik merki um ad geta nytt sér sykrurnar D-friktosa, laktdsa,
B gentiobiosa og o-nitrofenyl-p-galaktosidasa. Stofninn getur vaxid vid hitastig
5°C til 35°C en kjor hitastig hans er 30°C, hann getur vaxid vid syrustig pH 5,0
til 8,0 en kjor syrustig hans er pH 7,0. Hann vex vid 0 til 7% (w/v) seltu en
mestan vOxt var ad sja vid 2%. Stofninn vex best i vidurvist sarefnis en getur
einnig vaxid vid loftfirrt skilyrdi. Stofninn synir mest likindi vid Demequina
aurantiaca strain NBRC 106265 (99%) og er GC hlutfall hans 56,04%.
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4. Umraeda

4.1 Radgreining

Pegar nidurstédur radgreininga lagu fyrir voru radirnar lagadar og peer settar
saman fra visum fra bAdum endum. Radirnar voru sidan skodadar i MEGA 6V
med hlidsjon af peim stofnum sem syndu mestu likindi, 10 likustu stofnar voru
valdir fyrir hvorn stofn. Af peim 10 voru 8 sameiginlegir fyrir b&da stofna, hinar
tveir voru pé einnig nokkud ofarlega a lista yfir likustu en p6 ekki medal 10
efstu. Fjorir likustu stofnarnir voru pé adeins tveir, pvi ad peir hofdu hofou tvo
stofna numer badir, annad sem notad var pegar peir voru greindir og hinu var
peim Gthlutad i lok peirrar vinnu (Ue, o.fl., 2011).

R&Aum allra stofna var naest samradad og var stadsetning Kirna nanast su sama,
adeins orfa kirni sem hafdi verid skipt Ut i préunarsdgunni. Einnig var utbuid
skyldleika tré en par kom & dvart ad stofninn sem syndi mestu likindi (D.
aurantiaca strain NBRC 106265 var ekki s sem hafdi stystu fjarleegdina ut fra
BLAST. Stysta fjarleegdin var i pann stofn sem syndi nast mestu likindi D.
oxidasica strain NBRC 106264. bessir tveir stofnar gafu po néanast somu
nidurstodu Ut frA BLAST hvad vardar likindi, pekju, E-gildi einungis var munur
& porunar skori. betta geeti verid Gtskyrt med pvi ad radir stofnanna veeru ekki
neaegjanlega langar, en peaer voru 1211 og 1117 kirna langar, 16S rRNA genid er
hins vegar um 1500 kirna langt (Janda, J. M. & Abbott, S. L., 2007). Radir
annarra stofna voru nokkru lengri og veeri réttast ad radgreina stofnana tvo aftur
til ad reyna ad fa lengri radir fyrir pa og par af leidandi nakvemari nidurstodur.
[ greiningar préfum var einnig gerdur samanburdur vid stofn D. aestuarii strain
JC2054 sem var pridji likasti stofn vid bada stofna en hann syndi 97% likindi
vid 631-2345 og 98% likindi vid 633-1501.

Samkvaemt sidunni http://www.endmemo.com/bio/gc.php var G+C hlutfall
Demequina stofns 631-2345 metid 56,23% og 633-1501 metid 56,04%
samanborid vid D. aurantiaca strain NBRC 106265 med hlutfallid 65,4 mol%
og D. oxidasica strain NBRC 106264 er med hlutfallid 65,3 mé1%. G+C hlutfall

stofnanna tveggja gefur pd ekki nakvaeema nidurstddu vegna pess ad oft er mikid
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af villum i synilegu G+C hlutfalli, med pvi ad framkvema HPLC geti po fengist
nakvaemari nidurstada (Mesbah, o.fl., 1989).

Liklegt verdur ad teljast ad stofnarnir tveir tilheyri Demequina ettkvislinni tfra
nidurstddum radgreininga. Til pess ad segja hvad tegund innan ettkvislarinnar
stofnarnir tilheyra eda hvort um nyjar tegundir er ad reeda, pyrfti ad framkvema
frekari prof. DNA-DNA pattaporun geeti verid gagnleg vid pad en hun er su
adferd sem algengast er ad nota vid skilgreiningu nyrra tegunda (Stackebrandt,
o.fl., 2002).

4.2 Greiningar prof

Stofnarnir tveir &samt peim premur stofnum sem midad var vid i
greiningarpréfum eiga pad sameiginlegt ad vera katalasa jakvadir, peir eiga pad
einnig sameiginlegt ad litast gram jakveedir og oxidasa neikvaedir ad D.
oxidasica undanskildum sem er oxidasa jakveedur (Ue, o.fl., 2011; Yi, o.fl,
2007).

Pegar borin var saman hafni stofnanna til framleidslu & ensimum var aberandi
hversu mismunandi var & milli peirra hvada ensim peir framleida. Stofn 631-
2345 framleidir alika morg ensim og samanburdar stofnarnir prir en po6 ekki 6ll
pau sému. Stofninn var einn um pad, af stofnunum fimm, ad framleida ensimin
trypsin, a-kymotrypsin og a-glukosidasi, hann framleidir einnig ensimid
kitinasa. Stofn 633-1501 framleidir faestu ensimin eda 3 en hann var einn um
pad, af stofnunum fimm, ad framleida ensimid leusinarylamidasa. Mogulega
veeri haegt ad lata stofnana framleida pessi ensim i pvi magni ad haegt veeri ad
fara i framleidslu & peim. Gagnlegt veeri pvi i framhaldinu ad reyna adferdir til

ad einangra pessi ensim.

Pegar borin var saman hafni stofnanna til ad nyta sér mismunandi sykrur var
mjog mismunandi a milli stofnanna fimm hvada sykrur peir geta nytt sér.
Samanburdar stofninn D. oxidasica gat aberandi nytt sér feerri sykrur en hinir,
en hann gat einungis nytt sér prjar af peim sykrum sem préfadar voru a medan
hinir stofnarnir gatu nytt svipad margar. Stofn 631-2345 var einn um pad, af
stofnunum fimm, ad geta nytt sér sykrurnar D-arabinésa, ribdsa og gelatin. Stofn

633-1501 var einn um pad, af stofnunum fimm, ad geta nytt sér sykruna § metyl-
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xylosid. bad ad vita hvada sykrur stofn getur nytt sér er haegt ad nyta pegar reekta

& upp stofna & mismunandi &etum med mismunandi kolefnagjéfum.

4.3 Vaxtarskilyrdi

Pegar borin eru vaxtarskilyrdi stofnanna tveggja vid prja pekktu Demequina
stofnana (Tafla 8) ma sja ad stofnarnir vaxa allir best vid nokkud svipadar
adstedur. Stofn 631-2345 getur einungis vaxid i vidurvist surefnis likt og hja
stofni D. oxidasica og eru onnur kjor skilyrdi peirra nokkud svipud, s&
sidarnefndi virdist pé vaxa best i adeins meiri seltu, b&dir vaxa best vid sama
syrustig (pH 7,0). Stofn 633-1501 er likari hinum tveimur samanburdar
stofnunum, D. aurantiaca og D. aestuarii, hvad vardar hafni til pess ad geta
vaxid vid loftfirrt skilyroi, peir vaxa einnig best vid svipad hitastig. Stofn 633-
1501 vex pd best vid meiri seltu en hinir tveir einnig er munur & pvi syrustigi
sem peir vaxa best vid. Pyrfti a0 framkvema vaxtarskilyrdis prof a fleiri
syrustigum til pess ad geta sagt ndkvaemlega til um vid hvada breidd peir geta
vaxid, badi sUrari og basiskari og vid fleiri hitastig, hafa pa minna bil a milli
hitastiganna. Tima mork pessa verkefnis leyfdu ekki ad haegt veeri ad skoda pad

nanar.

4.4 Orveruhemjandi virkni

EkKi var haegt ad greina érveruhemjandi virkni hja stofnunum tveimur pratt fyrir
ad fyrri préfun & stofnunum hafi synt hana. Sama adferd var notud og pa.
Nokkrar mogulegar astaedur eru fyrir pvi. Mogulegt er ad stofnarnir tveir hafi
ekki vaxid nagilega upp i midlinunni til ad framleida érveruhemjandi efni.
Mdogulegt er ad syklarnir hafi verid i of miklu magni pegar peim var strikad i
laréttar linur. Gagnlegt vaeri pvi ad profa 6rveruhemjandi prof aftur asamt pvi
ad préfa adrar tegundir af par til gerdum préfum. Tima mork pessa verkefnis

leyfou ekki frekari profanir & pessu.
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5. Lokaord

I upphafi pessa verkefnis voru eftirfarandi rannsoknarspurningar settar fram.

Nidurstodur pessa verkefnis gefa svor vid pessum spurningum.

e Er greinanlegur munur & stofnunum tveimur hvad vardar hafni peirra til ad
brjéta nidur mismunandi sykrur og ad framleida mismunandi ensim?

e Hafa stofnarnir tveir 6rveruhemjandi hafni?

¢ Tilheyra stofnarnir tveir bakteriutegund sem na pegar er til eda er um nyja/ar

tegundir ad raeda?

Nidurstodur profa a pvi hvort stofnarnir tveir framleidi mismunandi ensim syna
pad ad nokkud mismunandi er & milli peirra hvada ensim peir framleida. Stofn
631-2345 syndi jakvaeda svorun vid framleidslu & 8 mismunandi ensimum en
stofn 633-1501 syndi einungis jakvaeda svorun vid framleidslu & 3 ensimum.
Einungis syndu peir sameiginlega jakvaeda svorun vid pvi ad framleida 2 ensim.
Nidurstodur préfa & pvi hvada sykrur stofnarnir tveir geta nytt sér syndu pad ad
einnig var nokkud mismunandi a milli peirra tveggja hvada sykrur peir geta nytt
sér. Stofn 631-2345 syndi jakveeda svorun vid pvi ad geta nytt sér 10
mismunandi sykrur en stofn 633-1501 syndi jakvaeda svorun vid pvi ad geta nytt
sér 12 mismunandi sykrur. Einungis voru 6 sykrur sem badir stofnar syndu
jakvaeda svorun vid ad geta nytt. Svarid er pvi ja vid fyrstu spurningunni pvi pad
virdist vera nokkur munur & pvi hvada ensim stofnarnir framleida og & pvi hvada

sykrur peir geta nytt sér.

Svar vid annarri spurningunni er nei, vegna pess ad pad préf sem notast var vio

i pessu verkefni syndi ekki fram & érveruhemjandi hafni peirra.

Adeins erfidara er ad svara pridju og sidustu spurningunni. Stofnarnir tveir syndu
sému likindi vid tvo pekkta stofna sem reyndust vera 99%. Mjog mismunandi
var po pegar samanburdur var gerdur a pvi hvada sykrur peir geta nytt sér og
einnig hvada ensim peir geta framleitt. Einnig syndu nidurstddur vaxtarskilyrdis
profa ad stofnarnir voru olikir ad einhverju leyti, kjor vaxtarskilyrdi stofnsins
631-2345 voru likust D. oxidasica en stofn 633-1501 var likari hinum tveimur
samanburdar stofnunum. Vegna pess hversu 6lik ensim stofnarnir framleida,

hvada sykrur peir brjota nidur og hver kjor vaxtarskilyrdi peirra eru er ekki haegt
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ad segja hvada tegund peir tilheyra. Liklegt verdur pd ad teljast ad stofnarnir
tveir teljist til Demequina attkvislar, en til ad vita hvort um nyjar tegundir innan
peirrar eettkvislar er ad reda parf ad framkveema fleiri profanir. Neesta skref hvad
vardar petta verkefni veeri ad framkvaema DNA-DNA pattaporun med pvi ad
nota orflogur til pess ad akvarda skyldleika & milli pessarra tveggja stofna vid
naestu pekktu stofna. Asamt pvi ad skoda peptidoglykanbyggingu, hverjar
algengustu fitusyrurnar eru og hver helstu pdlar lipidin eru likt og hefur verid
gert vid adra stofna af Demequina ettkvisl (Ue, o.fl., 2011; Yi, o.fl., 2007).
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7. Vidauki |

Uppskriftir af 6drum setum en peim sem koma tilbuin fra framleidanda.

Tafla 9. ISP2 fljétandi eeti. Taflan synir uppskrift af fljétandi ISP2 eeti, efnin sem notud
voru komu fra Difco®, Bandarikjunum. Syrustig var stillt ad pH 7,2, 50 uL voru settir i
kolbur med bomul og alpappir til ad loka peim og peer settar i autoclava i 15 minatur vio

121°C.
g/L
Yeast Extract 4,0
Malt Extract 10,0
Dextrose 4,0
dH20 1000,0

Tafla 10. Api 50 CHB/E eeti. Taflan synir uppskrift af CHB/E aeti, salti var baett vid pad
til ad likja eftir sjavar umhverfi. Syrustig var stillt ad pH 7,5 og 5 mL af aeti sett i
tilraunaglds og pau sidan sett i autoclava i 15 minGtur vié 121°C.

g/L

Ammonium Sulfate 2,0

Yeast Extract 0,5

Tryptone (bovine/porcine) 1,0
Disodium Phosphate 3,22
Monopotassium Phosphate 0,12
Trace elements 10 mL

Phenol red 0,17

(NaCl 20,0)

dH20 1000,0
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Tafla 11. Fljétandi eeti fyrir kitin nidurbrots prof. Taflan synir uppskrift af fljétandi eeti sem
leitar eftir nidurbroti kitins og par af leidandi framleidslu ensimsin kitinasa af bakterium.
Syrustig var stillt ad pH 4,7 og 1 mL settur i Eppendorf glos og pau sidan sett i autoclava
i 15 minuatur vié 121°C.

g/L

MgS0QO4.7H.0 0,3
(NH4)2S04 3,0

KH2PO4 2,0

Citric acid monohydrate 1,0
Kitin flogur 4,5

Tween-80 200 pL
dH.0 1000,0

Tafla 12. Hugh and Leifson O-F Medium. Taflan synir uppskrift af OF eeti, pad var stillt
ad syrustigi pH 7,1 so6id og 3 mL af aetinu voru settir i tilraunaglos og sett i autoclava i
15 minGtur vid 121°C. 300 pL af 10% (w/v) glukésa var sprautad i gegnum 45 pL
whatman filter i hvert glas.

g/L

Peptone 2,0

NaCl 5,0

K2HPO4 0,3
Bromothymol blue 0,03
Agar 3,0

dH20 1000,0
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8. Vidauki Il

8.1 Radgreiningar nidurstodur stofninsins 631-2345
Kirnardd stofnsins 631-2345 var 1211 kirna 1éng og ma sja hana hér ad nedan.

ATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTA
GCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGT
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC
GAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
ACAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT
AGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTCGG
ATCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTATGGTAGGGGAGACTGG
AATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC
AATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCATAACTGACGCTGAGGAGCGA
AAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCG
TAAACGGTGGGCACTAGATGTGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTC
GCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGC
ATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGA
CATATACGGTTTATCCCTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTATA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTT
ATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCAC
GCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGCAAGGTGG
AGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAAC
TCGACCTCATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACG
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTC
ACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCATACGGCCTAACCCGTAAGGG
AGGGAGTTGTCTAA
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Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

212

61

272

121

332

181

392

241

452

301

512

361

572

421

632

481

692

Upplysingar ar BLAST um stofninn sem syndi mestu likindi vid 631-2345 ma

sj& hér ad nedan.

Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 16S ribosomal RNA, partial
sequence. Lengd 1476, skor 2191 bits (1186), E-gildi 0,0, likindi 1203/1211

(99%), bil 1/1211 (0%).

ATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
ATCAGCTTGITGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG

GCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e et e e e et e e e e e e e e e
GCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTC

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e et e e e et e e e e e e e e e
AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGARGGCCTTC

GGGTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCG

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e et e e e et e e e e e e e e e
GGGTITGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGARAGT GACGGTACCTACAGAAGAAGCG

CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATT

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et r et
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATT

ATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGTCCGAGGCTCAA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e rrrrerr e e e e rrr e rrrr e
ATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGTTCGAGGCTCAA

CCTCGGATCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTATGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTG

FErrr rrrrrrrrrrerrrerrrer rerrerrt rrrrrr e e e e
CCTCGAATCTGCAGTGGGTACGGGCAAACTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTG

GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e et e e e
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGG

GCCATAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA

FEEr rrrrrrrrrrr e e e et e e e e e et et e e e e
GCCACAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA

60

271

120

331

180

391

240

451

300

511

360

571

420

631

480

691

540

751
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Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

541

752

601

812

661

872

721

932

781

992

841

1052

901

1112

961

1172

1021

1232

1081

1292

1141

1352

GTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGATGTGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCGCA

FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e err e e e e e e e e e e e
GTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGATGTGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCGCA

GCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAAT

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
GCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAAT

TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC

TTACCAAGGCTTGACATATACGGTTTATCCCTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTAT

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e e e rerr e e e e e e e e
TTACCAAGGCTTGACATATACGGTTTATCTCTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTAT

ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e et e e e et e e e e e e e e e
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT CCCGCAAC

GAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCC

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e e e et e terr e e e e e e e
GAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCC

GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCARATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG

CTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATC

Frrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e et e e e e e e
CTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATC

CCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTTGGAGTC

Frrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e et e e e e e e
CCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTTGGAGTC

GCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e et e e e
GCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG

CCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCATACGGCCTAACCCGTAAGGGAGG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e e e
CCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCA-ACGGCCTAACCCGTAAGGGAGG

600

811

660

871

720

931

780

991

840

1051

900

1111

960

1171

1020

1231

1080

1291

1140

1351

1200

1410
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Query 1201 GAGTTGTCTAA 1211
RRRRRERRRN
Sbjct 1411 GAGTTGTCTAA 1421
Tafla 13. Tiu stofnar sem syna mestu likindi vid stofn 631-2345.
Lysing Hamarks | Samtals | bekja | E- | Likindi | Adgangsnumer
skor skor | (query | gildi
cover)

Demequina  aurantiaca | 2191 2191 100% | 0,0 |99% NR_113375.1
strain NBRC 106265
Demequina oxidasica | 2180 2180 100% | 0,0 |99% NR_113374.1
strain NBRC 106264
Demequina oxidasica | 2180 2180 100% | 0,0 |99% NR_112994.1
strain YMO05-1041
Demequina  aurantiaca | 2176 2176 100% [ 0,0 |99% NR_112995.1
strain YM12-102
Demequina aestuarii | 2071 2071 100% [ 0,0 |97% NR_043465.1
strain JC2054
Demequina salsinemoris | 2052 2052 100% [ 0,0 |97% NR_113372.1
strain NNRC 105323
Demequina salsinemoris | 2052 2052 100% [ 0,0 |97% NR_112836.1
strain KV-810
Demequina sediminicola | 2036 2036 100% [ 0,0 |97% NR_113567.1
strain HR08-43
Lysinimicrobium 2030 2030 100% | 0,0 | 97% NR_113370.1
mangrovi strain HI08-69
Actinotalea ferrariae | 1917 1917 97% | 0,0 | 96% NR_118034.1
strain CF5-4
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8.2 Radgreiningar nidurstodur stofnins 633-1501
Kirnardd stofnsins 633-1501 var 1117 kirna 1éng og ma sja hana hér ad nedan.

CCTTGGAAACGAGGTCTAATACCGGATACGAGACGAGACCGCATGG
TCATTGTCTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATC
AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCC
GGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGA
AAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTT
GTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTACA
GAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTCGGATCT
GCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTATGGTAGGGGAGACTGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAAT
GGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCATAACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA
AACGGTGGGCACTAGATGTGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCG
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA
TGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAC
ATATACGGTTTATCCCTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTATAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTAT
GGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGC
ATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGTAAGGTGGAG
CGAATCCCAAAAA
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Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

122

61

182

121

242

181

302

241

362

301

422

361

482

421

542

481

602

Upplysingar ar BLAST um stofninn sem syndi mestu likindi vid 633-1501 ma

sj& hér ad nedan.

Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 16S ribosomal RNA, partial
sequence. Lengd 1476, skor 2013 bits (1090), E-gildi 0,0, likindi 1108/1117

(999%), bil 0/1117 (0%).

CCTTGGAAACGAGGTCTAATACCGGATACGAGACGAGACCGCATGGTCATTGTCTGGAAA

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
CCTTGGAAACGAGGTCTAATACCGGATACGAGACGAGACCGCATGGTCATTGTCTGGARAA

GTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACC

FErrrrrrrrrrrrrrerre et e e e e err e terr e e e e e
GTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACC

AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGG

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e et e e e et e e e e e e e e e
AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGG

TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGC

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e et e e e et e e e e e e e e e
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGC

AGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAA

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et r et
AGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAA

GCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr et e e e e e et e e e e e e
GCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e et e e e e e e
ATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTG

TCGCGTCTGCTGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTCGGATCTGCAGTGGGTACGGGCAGACT

FErrrrrrerrrerrrerr rerrerrrrrrerrt rerrrrrrrr e e e
TCGCGTCTGCTGTGAAAGTTCGAGGCTCAACCTCGAATCTGCAGTGGGTACGGGCAAACT

AGAGTATGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGA

FErrr rrrrrrrrrr et et e et e e e e e e e et e e e e e
AGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGA

60

181

120

241

180

301

240

361

300

421

360

481

420

541

480

601

540

661
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Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

541

662

601

722

661

782

721

842

781

902

841

962

901

1022

961

1082

1021

1142

1081

1202

GGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCATAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCAT

FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e e rerrreer crrrrrr e e e e e
GGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCACAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCAT

GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGATG

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGATG

TGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAG

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
TGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAG

TACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e et e e e et e e e e e e e e e
TACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT

GCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGGTTTATCC

FEErrrrrrrrrerrrer e e e e e et e e e e e e e e e
GCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGGTTTATCT

CTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e et e e e et e e e e e e e e e
CTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT

GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCA

CGTTATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC

Ferrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e et e e e e e
CGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC

GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e et e e e e e e
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACARAA

GGGCTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAA 1117

Frrrrrrrrrrrrr rerrr e et
GGGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAA 1238

600

721

660

781

720

841

780

901

840

961

900

1021

960

1081

1020

1141

1080

1201
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Tafla 14. Tiu stofnar sem syna mestu likindi vid stofn 633-1501.

Lysing Hamarks | Samtals | bekja | E- | Likindi | Adgangsnumer
skor skor | (query | gildi
Ccover)

Demequina  aurantiaca | 2013 2013 100% | 0,0 |99% NR_113375.1
strain NBRC 106265
Demequina oxidasica | 2008 2008 100% [ 0,0 |99% NR_113374.1
strain NBRC 106264
Demequina oxidasica | 2008 2008 100% | 0,0 |99% NR_112994.1
strain YMO05-1041
Demequina  aurantiaca | 2002 2002 100% [ 0,0 |99% NR_112995.1
strain YM12-102
Demequina aestuarii | 1923 1923 99% | 0,0 |98% NR_043465.1
strain JC2054
Demequina lutea strain | 1916 1916 98% | 0,0 |98% NR_044222.1
SV45
Demequina sediminicola | 1886 1886 100% [ 0,0 |97% NR_113567.1
strain HR08-43
Demequina flava strain | 1869 1869 100% | 0,0 |97% NR_113566.1
HRO08-7
Demequina salsinemoris | 1869 1869 100% [ 0,0 |97% NR_113372.1
strain NNRC 105323
Demequina salsinemoris | 1869 1869 100% [ 0,0 |97% NR_112836.1
strain KVV-810
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9. Vidauki

Hér ad nedan ma sja nidurstodur API profa sem framkveemd voru a stofnunum

tveimur
Tafla 15. APl ZYM. Taflan synir svdrun stofnanna vid APl Zym profi, par sem + taknar

ad stofninn framleidir tiltekid ensim, V téknar veika svorun vid framleidslu & tilteknu
ensimi og — tdknar neikvaeda svorun og stofn framleidir pvi ekki ensimié.

APl ZYM

631-2345 633-1501
Alkaline phosphatease - -
Esterase - -
Esterase Lipase + -
Lipase - -
Leucinearylamidase - +
Valinearylamidase - -
Cysteine arylamidase + -
Trypsin + )
a-chymotrypsin + -
Acid phosphatase + +
Naphthol-AS-BIl-phosphohydrolase + +
a-galactosidase - -
B-galactosidase - -
B-glucoronidase - -
a-glucosidase + -
B-glucosidase + \Y/

N-acetyl -B-glucosaminidase - -
a-mannosidase - -

o-fucosidase - -
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Tafla 16. Sykrupréf. Taflan synir svérun stofnanna vid APl -20E, -20NE og -50CH
profum par sem athugadur var eiginleiki stofnanna til pess ad nyta sér mismunandi
sykrur. bar sem + taknar ad stofninn getur nytt sér tiltekna sykru, V taknar veika svorun
vid pvi ad stofninn geti nytt sér tiltekna sykru og — taknar neikveeda svorun og stofn
getur pvi ekki nytt sér tiltekna sykru.

Sykruprof
3% 85 3% 85

GLY + + XLT - -
ERY + - GEN V \%
DARA + - TUR - -
LARA + + LYX - -
RIB + - TAG - -
DXYL + + DFUC - -
LXYL - LFUC - -
ADO - - DARL - -
MDX - + LARL - -
GAL - + GNT - -
GLU + + 2KG - -
FRU - \% 5KG - -
MNE - + ONPG V Vv
SBE - - ADH - -
RHA - - LDC - -
DUL - - obc - -
INO - - CIT - -
MAN + + H2S - -
SOR - - TDA - -
MDM - - IND - -
MDG - - VP - -
NAG - - GEL + -
AMY - - INO - -
ARB - - SAC - -
ESC \% + ARA V +
SAL - - NO3 - -
CEL + + TRP - -
MAL - + ADH - -
LAC - V URE - -
MEL - - PNPG - -
SAC - - NAG - -
TRE - - GNT - -
INU - - CAP - -
MLZ - - ADI - -
RAF - - MLT - -
AMD - - PAC - -
GLYG - -
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