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Abstract

Bacterial motility is an interesting trait that has been studied a great deal.
Whether the feature is used to gain control over resources or to avoid intrusion,
bacteria that carry this feature is more likely to have competitive advantage than
non-motile ones. Motility can take place in many ways with various
mechanism’s and can be seen in most environments. Bacteria that are motile in
aquatic environments have been studied greatly but in the recent years bacteria
that are capable of surface motility have sought more and more attention. Much
is known on how bacteria move on surfaces and what mechanism they use to do
it, but many questions remain unanswered. This research project centers to
confirm a surface motility ability of bacteria strains within the genus

Psychrobacter, which so far has been described as a non-motile organism.

Results from this research project suggest that bacteria within the genus
Psychrobacter are able of surface motility. The results also give an indication

that the motility is a Type IV pili mediated twitching motility.

Keywords: Psychrobacter, bacterial motility, surface motility, twitching, type
IV pili.
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Utdrattur

Kvikleiki bakteria er &hugaverdur eiginleiki sem hefur verid mikid rannsakadur.
Hvort sem eiginleikinn er nyttur til pess ad na yfirradum yfir sveedi og na
samkeppnisforskoti eda fordast agang, pa eru bakteriur geeddar pessum
heefileika oft i betri stddu en paer sem eru Okvikar. Kvikleiki getur farid fram a
marga vegu og vid mismunandi umhverfisadstaedur, i vokva og & fostu yfirborai.
Bakteriur sem eru kvikar i vokva hafa verid hvad mest rannsakadar i gegnum
tidina en & undanfornum arum hefur athyglin farid ad beinast meir og meir ad
yfirbordskvikleika. Margt er pekkt um edli og adferdir sem bakteriur nota til
yfirbordsfaerslu en p6 er mérgum spurningum enn 6svarad. Helsti munurinn &
kvikleika sem fer fram i vokva og pess sem fer fram & yfirbordi er sa ad sa
sioarnefndi er alltaf framkveemdur af frumum i hGpum sem nj6ta studning hvor

af annarri en i vokvaumhverfi er kvikleikinn sjalfsteedari.

Verkefni petta gengur Gt & ad kanna hvort finna megi yfirbordskvikleika hja
bakterium af attkvisl Psychrobacter sem hingad til hefur verid lyst sem okvikri.
Adferdir voru prufadar og adlagadar til pess ad kanna hvort ad mégulegt veeri
ad stadfesta kvikleikann med smasjarathugun og pa jafnframt med hvada heetti
hann fer fram. Fengnir voru nokkrir stofnar ar stofnasafni Haskolans a Akureyri

sem hofou verid radgreindir adur til Psychrobacter attkvislar.

Nidurstddur verkefnisins eru paer ad stofnar Gr stofnasafni sem hafa verid
radgreindir og heyra undir ettkvisl Psychrobacter eru ferir um
yfirbordskvikleika. Gefa nidurstddur einnig nokkud skyrar visbendingar um ad
kvikleikinn sé a formi rykkingar (twitching motility) knainn af frumuhéarum af

gerd 4 (type 1V pili).

Lykilord: Psychrobacter, kvikleiki bakteria, yfirbords kvikleiki, rykking,
frumuhar af gerd IV.
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Skilgreiningar, utskyringar a hugtokum og skammstofunum

Skridkolonia: Bakteriukélonia sem hefur dreifst um yfirbord
Skridsona: Svaedi sem myndast hefur umhverfis kéloniu sem dreifst hefur um yfirbord
Yfirbordsfeaersla: Storseett atlit dreifdar bakteriukoloniu

Mikréformfraedilegt mynstur: Micromorphical pattern, smasaett mynstur t.d. skridsénu sem

synir hvernig frumur liggja, stakar eda margar saman.
Hopskrid: begar kvikar bakteriur feerast saman i hdpum yfir yfirbord
FG4: Type iV pili, frumuhar af gerd 4

AEtispynnur: Smasjargler pakin punnu lagi af agaraeti



1 Fraedi
1.1 Kvikleiki bakteria

Flestar orverur eru i stddugri barattu um audlindir og kemur kvikleiki par vel ad
notum. Synt hefur verid fram & ad kvikleiki & medal bakteria er afl sem sumar
geta notad til pess ad keppa hvor vid adra & medan adrar geta nytt eiginleikann
til pess ad flyja undan &gangi eda areiti (Hibbing, Fuqua, Parsek, & Peterson,
2010).

Bakteriur synda og skjétast um i fljétandi umhverfi med hjalp svipa og er pad
kannski pad sem folki dettur fyrst i hug pegar pad heyrir um kvikleika bakteria.
Bakteriur lifa po vid fleiri adstedur en i fljotandi umhverfi og er kvikleiki
bakteria ekki einskordadur vid sund (e. swimming) pvi bakteriur eru feerar um
ad skrida (e. swarm), sveima (e. glide) og rykkjast (e. twitch) eftir fostu yfirbordi
(Merz & Forest, 2002).

Adferdirnar sem bakteriur nota til kvikleika eru margvislegar, en pad er haegt ad
skipta peim upp i; svipuhadan kvikleika svo sem sund og skrid og svipu6hadan

svo sem sveim, rennslu (e. sliding) og rykkjun (Henrichsen, 1972).

Yfirbordskvikleiki er dyrmeetur eiginleiki; par sem yfirbordsfeersla i natturulegu
umhverfi fer ekki fram af tilviljun heldur & skipulagdan hatt par sem bakteriur
njéta stuonings hvor af annarri og komast pannig lengra en paer sem eru ékvikar
(Hagai et al., 2014).

1.1.1  Kvikleikaproéf

A sidari hluta 19. aldar fann Robert Koch upp adferd til pess ad skoda i smasja
orverur med svokalladri hangandi dropa adferd (hanging drop method) (Robert
Koch, 2016). Hangandi dropa adferdina ma nota til stadfestingar & kvikleika en
han hefur sina 6kosti. Par sem ekki eru endilega allar frumur i reekt kvikar getur
heaeglega farid svo ad kvikleika verdi ekki vart en pad er naudsynlegt ad notast
vid tiltdlulega ferska raekt vid framkveemd adferdarinnar. Pessi vandkvadi er

haegt ad yfirstiga med pvi ad notast vid halfpett (semi-solid) agareti, en pannig



er haegt ad stafesta kvikleika med berum augum. Kvikleikinn skilur auk pess
eftir varanleg for og pvi ekki eins timavidkveemur og pvi minni likur & pvi ad
kvikleiki verdi ranglega utilokadur (Tittsler & Sandholzer, 1936). Pegar
stadfesta & kvikleika med hangandi dropa adferd eda 6drum likum sem gjarnan
eru snidnar ad sundeiginleikum svipuhédra bakteria er liklegt ad adrar tegundir
af kvikleika yfirsjaist en flest pau almennu prof sem notud eru til ad stadfesta
kvikleika eru snidin ad bakterium sem synda eda ferdast med svipum
(Henrichsen, 1972).

I langflestum tilfellum er yfirbordskvikleiki hadur raka umhverfisins og parf pvi
ad minnka styrk agars i fostum a&tum nidur i 0,4-1% og einnig stundum ad draga
ar styrk neeringarefna til pess ad skima eftir slikum kvikleika (Henrichsen,
1972).

1.1.2 Svipuhadur kvikleiki eftir fostu yfirbordi

pad er vel pekkt hvernig bakteriur ferdast um i fljétandi umhverfi med hjalp
svipa, en minna er vitad um pad hvernig peer nota svipurnar til pess ad ferdast
um eftir fostu yfirbordi (Kearns, 2010). Pegar talad er um svipuhadan kvikleika
eftir fostu yfirbordi er almennt talad um ad bakteriur skridi (e. swarming).
Grundvallarmunur er & svipuhddu sundi og skridi en hid sidarnefnda er
framkveemt af frumuhdpum sem ferdast saman & medan sund er stundad af

einstaka bakterium (Henrichsen, 1972).

Mikroformfraedilegt mynstur skridsona er skipulagt ad sja, par sem frumur
hopast saman og mynda rakir sem stundum taka sveigju og mynda einskonar
hringidu. Hreyfingin er samfelld og fer oftast fram samsida léngum &asum
frumnanna par sem frumurnar ferdast naer alltaf saman i flekum (Henrichsen,
1972).

Allar skridandi bakteriur bera svipur sem umlykja alla frumuna, eda eru svipu-
kringheerdar (e. peritrichous flagellum) og eru jafnframt feerar um ad synda i

fljotandi umhverfi (Clark, 1939). Vid skrid lengjast frumurnar og bera mun fleiri



svipur en per sem ekki eru virkar i yfirbordsferslu (R M Harshey &
Matsuyama, 1994).

Feestar svipu-kringhaerdar bakteriur eru feerar um skrid, pé svo ad peer séu feerar
um sund eins og rannsokn & Proteus stofnum hefur leitt i 1jos (Coetzee & Sacks,
1960). begar kvikir stofnar (p.e. feerir um sund) sem voru 6faerir um skrid voru
medhondladir med veiru roflausn (e. phage lysate) af 6drum stofnum med
svipada svipgerd urdu peir feerir um skrid, sem gefur til kynna ad til pess ad
skrida naegi ekki ad hafa svipuvirkni eina og sér, heldur purfi adrir peettir ad
koma ad (Coetzee, 1963). Skrad tilfelli af skridandi stofnum eru af 6llum
likindum vanmetin par sem hefdbundnar rannséknaradferdir hindra oft
skrideiginleika (Kearns & Losick, 2003; Patrick & Kearns, 2009).

1.1.3 Svipuohadur kvikleiki eftir fostu yfirbordi

Pad er ordid vel vidurkennt ad margar bakteriur eru feerar um kvikleika & fostu
yfirbordi an pess ad njéta studnings svipa (Henrichsen, 1972; Lautrop, 1961).
Hér & eftir koma nokkrar adferdir pessarar gerdar kvikleika asamt 6drum

mikilveegum pattum.

1.1.3.1 Rennsla (Sliding)

Rennsla er skilgreind sem yfirbordsfeersla sem verdur til af samspili penslu i
vaxandi koloniu og sérstokum yfirbords eiginleikum frumna sem leidir af sér
minni nuning frumnanna vid undirlag peirra. Mikréformfreedilegt mynstur
skridsonu er pannig ad vid jadra myndast samfelld pekja af frumum sem liggja
pétt saman i einfoldu lagi. bekjan feerist sem heild haegt afram. Rennsla er passift
form af yfirbordsfeerslu, frumur ferast afram sékum aukinnar frumupéttni i
midri koloniu sem verdur til vid frumuskiptingar. begar skridsona er skodud i
smasja faerist frumupekjan 6ll i heild sinni og ekki verdur vart vid hreyfingu hja

stoku frumum eda smapyrpingum (Henrichsen, 1972).

Rennsla virdist vera 6had nzringarframbodi pd svo ad bakteriur med pennan

eiginleika renni ekki a hvada ati sem er. Eins og a vid um margar adrar gerdir



yfirbordsfarsla virdist rennsla ad mestu leyti vera had raka umhverfisins
(Henrichsen, 1972).

AdJ einhverju leyti virdist rennsla pd vera had seytingu yfirbordvirkra efna
(surfactants) sem draga ur nuningi & milli frumna og yfirbords (Be’er et al.,
2009). begar Pseudomonas aeruginosa var medhondlud pannig ad badi svipur
og FG4 voru dvirkjud matti sja yfirbordsfeerslu i formi rennslu, par sem rennslan
var tengd seytingu ramnosalipida (Murray & Kazmierczak, 2008).
Mycobacteria er fer um rennslu og er yfirbordsferslan had seytingu
glikopeptiddlipida (GPL) (Martinez, Torello, & Kolter, 1999)

1.1.3.2 Sveim (Gliding)

J. Henrichsen lysti arid 1972 fyrirberinu sveimi pannig ad pad veeri
yfirbordsfarsla sem veeri kntin afram af “opekktri mekanik™ og atti sér einungis
stad a medal bakteria sem ekki bera svipu. Bakteriur ferdast saman i flekum og
mikréformfraedilegt mynstur skridséna einkennist af rAkum sem oft snyst upp a
0g myndast pa einskonar hringida (Henrichsen, 1972). bad var sidan arid 1976
sem pad var stadfest ad pessi “Opekkta mekanik” veeru frumuhéar stadsett a
polum bakteria og voru pau tengd kvikleika (MacRae & McCurdy, 1976). Enn
sidar var pad stadfest ad pessi gerd frumuhara veeru FG4 (Wu & Kaiser, 1995).

Stakar frumur sem standa einangradar fyrir utan frumupekjuna syna mjog
sjaldan merki um kvikleika (Stanier, 1940), pad ma einungis sja pegar hau
rakastigi er vidhaldid i umhverfinu (Henrichsen, 1972). begar bakteriur med
pennan eiginleika eru latnar vaxa & neringar agar, med hefdbundinni
naringarsamsetningu verdur ekki vart vid sveim (Stanier, 1947). Utlit
skridkoéloniu sem sveimar er mjog had rakastigi umhverfissins (Henrichsen,
1972).

Vid fyrstu skodun getur verid audvelt ad rugla saman sveimi og skridi. | gegnum
smasja litur hreyfingin sjalf svipud Ut en skrid er po almennt fljétari hreyfing en
sveim. Einnig er mikroformfraedilegt mynstur skridséna beggja fyrirbaranna i

badum tilfellum pannig ad frumur ferdast saman i flekum. En par sem skrid er



svipuh&dur kvikleiki en sveim ekki veeri hegt ad greina par & milli med
svipulitun (Henrichsen, 1972). Greinir pa einnig i milli hve sveim er hadara raka
en skrid. Ef petriskal er htfd opin og raki ofan a atinu takmarkast pa stodvast
sveim (Anderson & Ordal, 1961).

| dag eru pekktar ymsar Gtgafur af yfirbordskvikleika i formi sveims og margar
hverjar ekki vel rannsakadar. Pad eru til rannsoknir um sveim sem hafa synt
fram & seytingu slims til ad gera kvikleikann mégulegan og hefur frumulégun
bakteria einnig verid tengt eiginleikanum (Mahomed, Hayat, Momoniat, &
Asghar, 2007). Yfirbordskvikleika i formi sveims hefur verid lyst sem ekKi
nytur studnings FG4 (Burchard, 1981). Sveim er pvi yfirbordsfeersla sem ekki
er gott ad skilgreina med faum ordum par sem margt er enn Qvitad um

eiginleikann.

1.1.3.3 Rykking (Twitching)

Hans Lautrop var fyrstur manna til ad lysa pessari tegund kvikleika. Hann var
ad rannsaka Acinetobacter calroaceticus og sa undir fasasmasja hvernig
bakterian sveimadi eda skreid haegt um & fremur naringarsnaudum agar
(Lautrop, 1961).

Rykking er yfirbordsfersla framkvaemd af bakterium sem eru ymist med og an
svipa, an pess p6 ad svipur komi vid sogu. Mikréformfredilegt mynstur
skridsonu er ekki eins skipulagt og sja ma hja bakterium sem sveima eda skrioa.
Frumur faerast jafnan einar og sér en pé ma sja hreyfingu i hopum. Stakar frumur
rykkjast til ad pvi er virdist tilviljunarkennt og verdur hreyfingin ekki endilega
beint afram eda aftur & bak samsida Il6ngum asum frumnanna. Minna er vart vid
kvikleika i ystu brdn kélonia (Henrichsen, 1972). Til pess ad bakteriur geti
notadi rykkingu til yfirbordsfaerslu purfa peer hafa FG4 (Wall & Kaiser, 1999).

1.1.3.4 Frumuhar af gerd 4 (Type IV pili)

Bakteriur geta notad FG4 til hreyfingar a fostu yfirbordi i stad pess ad nota
svipur. Hreyfingar med hjalp FG4 hja bakterium er hop sveim (e. social gliding)

annars vegar og rykking (e. twitching) hins vegar. Hreyfingar af voldum FG4



geta verid allt fra pvi ad vera einstaka kippir yfir i lengri samfelldar hreyfingar
(Wall & Kaiser, 1999).

Myndir af FG4 hafa verid teknar med rafeindasmasja sem syna hvar frumuharin
eru stadsett & polum bakteria (Bradley, 1972). Bakteriur nota FG4 til pess ad
draga sig afram eftir yfirbordinu, eda peer festa frumuharaendana i yfirbord eda
nagrannafrumur og feerast sidan Ur stad med pvi ad draga frumuharin inn i
frumuna aftur (Sheetz, Merz, & So, 2000; Skerker & Berg, 2001)

1.1.4 Orverupekjur (Biofilms)

Orverupekjur eru samfélog bakteria sem bundin eru vid yfirbord. Talid er ad
heegt sé ad finna slik bakteriusamfélog i flestollum vistkerfum og eru
orverupekjumyndandi bakteriur ad lagmarki 500 sinnum liklegri til pess ad hafa
pol gagnvart syklalyfjum en paer sem ekki hafa pennan eiginleika (Costerton,
Lewandowski, Caldwell, Korber, & Lappin-Scott, 1995).

Rannsoknir hafa synt fram & ad kvikleiki sé naudsynlegur til myndunar a
orverupekju, en pegar komid var i veg fyrir myndun & FG4 hja Pseudomonas
aeruginosa var komid i veg fyrir myndun 6rverupekju. Sama atti vid um
svipuvirkni, sem bendir a mikilvaegi kvikleika bakteria vid myndun érverupekju
(O’Toole & Kolter, 1998).

1.1.5 Seyting yfirbordsvirkra lifefna (Biosurfactant secretion)

Til pess ad vera faerar um kvikleika a fostu yfirbordi purfa bakteriur oft
yfirbordsvirk efni. Yfirbordsvirk efni eru tvileysnar sameindir sem draga ar
naningi & milli frumna og undirlags peirra sem leidir til pess ad peer eru feerari
um ad dreifa sé um yfirbord (Be’er et al., 2009; Kearns & Losick, 2003). A pad
hvort sem er vid um efni sem eru myndud af frumunum sjalfum eda er ad finna
i umhverfinu/etinu (Be’er et al., 2009; Matsuyama, Bhasin, & Harshey, 1995).
Yfirbordsvirk efni hafa lika synt fram & adra eiginleika svo sem himnurjufandi
og Orverueydandi virkni (Peypoux, Bonmatin, & Wallach, 1999; Raaijmakers,
de Bruijn, & de Kock, 2006).



Til pess ad leita eftir seytingu yfirbordsvirkra efna hja bakterium er haegt ad
framkveema svokallad dropapréf. En gengur pad Ut & ad kanna hvort ad
yfirbordsspenna vatnsdropa minnki eftir ad bakteriuraekt kemst i snertingu vid

hann, fletjist dropi Ut er dropaprof alitid jakveett (Persson & Molin, 1987).

Til eru fleiri adferdir til pess ad leita eftir yfirbordsvirkum efnum hja bakterium,
sumar hverjar timafrekar en par sem dropaproéfid er tiltolulega einfalt og fljotlegt
i framkvaemd hefur pad mikid verid notad. En s adferd tekur ekki tillit til pess
hvar i vaxtakarfu bakterian er og hvort af einhverjum asteedum dregid hefur ur
seytingu yfirbordsefna eda seyting hreinlega ekki hafin (Burch, Shimada,
Browne, & Lindow, 2010).

1.2 Psychrobacter spp

Psychrobacter ettkvislin dregur nafn sitt af pvi ad bakteriur sem tilheyra
eettkvislinni vaxa jafnan best vid lagt hitastig. Zttkvislin hefur ad geyma gram
neikvaeda, staf- og kululaga, lofthadar bakteriur sem eru 6kvikar (Juni & Heym,
1986). Samkvemt 16S rDNA radgreiningu og rRNA:DNA pattapdrun hefur
verid synt fram & ad ettkvislin tilheyrir stt Moraxellaceae (J P Bowman,
Cavanagh, Austin, & Sanderson, 1996; Rossau, Van Landschoot, Gillis, & De
Ley, 1991). Pshychrobacter stofnar geta vaxid vid hitastig a bilinu -18°C til
39°C (John P. Bowman, Nichols, & McMeekin, 1997). Psychrobacter stofnar
hafa verid einangradir Ur fjolbreytilegum umhverfum, eda allt fra djupsevi,
setlégum og af sudurheimskautsis (John P. Bowman et al., 1997; Lysenko et al.,
2002; Maruyama, Honda, Yamamoto, Kitamura, & Higashihara, 2000) til fisk-
og kjotafurda (Juni & Heym, 1986) svo demi séu nefnd.

Nidurstddur rannsokna & Psychrobacter hafa otviratt haldid fram ad tegundir

innan attkvislarinnar séu okvikar og hefur yfirbordskvikleika ekki verid lyst.

Forsaga verkefnisins er s ad i rannsoknum Isla Stevens fra arinu 2014 var vart
vid einhverskonar yfirbordsfaerslu hja stofnum OV0507 og OV0515 pegar peir

voru latnir vaxa a 0,5% agarstyrk.



Stevens, 1. og Vilhelmsson, O. (6birt 2014)

Utfra peim rannsknum var &kvedid ad gera frekari athuganir 4
yfirbordskvikleika OV0507 og OV0515 sem eru af Psychrobacter ettkvisl
asamt pvi ad athuga med yfirbordskvikleika annara stofna ur stofnasafni af somu
&ttkvisl og bera saman vid yfirbordskvikleika MAS054 sem er af attkvisl

Pseudomonas og hefur synt fram & eiginleikann.
Settar voru fram eftirfarandi rannséknarspurningar:

e Eru Psychrobacter stofnar ur stofnasafni feerir um yfirbordskvikleika?
e Er hagt ad greina med hvada hetti yfirbordskvikleikinn fer fram med

smasjarskodun?



2 Efni og adferdir

2.1 Bakteriustofnar

Bakteriustofnar voru fengnir ar stofnasafni par sem peir voru vardveittir i 28%

glyserdllausn.

Tafla 1. Bakteriustofnar, uppruni peirra og einangrunareeti

Stofnantumer Tegund Einangrad af Einangrunaraeti  Artal
AR110 Psychrobacter Strandfléttum  Marine Agar 2009
AR113 Psychrobacter Strandfléttum  Marine Agar 2009
LM12FR125 Psychrobacter Rjupnafjodrum EKkki skrad 2015
MAS054 Pseudomonas Peltigera fléttu TSA 2013
OVv0507 Psychrobacter Physcia fléttu ~ R2A 2011
OV0515 Psychrobacter Physcia fléttu ~ Marine Agar 2011
AR: (Sigurbjornsdéttir, M. A., Heidmarsson, S., Jénsdéttir, A. R., & Vilhelmsson,

0., 2014) . MAS: (Sigurbjornsdéttir, M. A., & Vilhelmsson, O., i prentun). Rjupustofn
LM12FR125: M. Sveinsdottir & O. Vilhelmsson (6birt 2015). OV05: M. Markusdottir &
O. Vilhelmsson (Gbirt 2012).

Stofnum var sad a Difco™ Marine Agar 2216 fra BD, Tryptone Soya Agar fra
Oxoid LTD. Og Difco™ R2A Agar fra BD og raektadir upp vid 15°C.
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2.2 Dropaprof

Dropaprof var pannig framkveemt ad dropa af eimudu vatni var komid fyrir &
parafilm pynnu, daudhreinum pipettuodd var strokid i bakteriu kéloniu og sidan
blandad varlega saman vid dropann, dropinn var ad lokum settur & purran stad a
pynnunni. Var bakteriu dropinn borinn saman vid kontrdl, dropa af eimudu
vatni. Athugad var hvort sjdanlegur munur veri & yfirbordsspennu dropanna.
Fletjist dropi ut gefur pad visbendingu um ad bakteriustofn framleidi
yfirbordsvirk efni.

2.3 Ahrif saltstyrks a voxt stofna

Framkvaemd var athugun & pvi vid hvada saltstyrk stofnar syndu mestan voxt i
peim tilgangi ad finna Gt hvada styrkur yrdi notadur i aframhaldandi préfunum.
Utbtid var @ti med Difco™ Nutrient broth (NB) fra BD med 2% styrk af
Bacto™ Agar frda BD og mismunandi saltstyrk (0% 0,5%, 1%, 2% og 10%).
Bakterium var strikad & skéalarnar og peaer geymdar vid 15°C par til greinilegt

veeri vid hvada saltstyrk veeri mestur voxtur.

2.4 Frumulogun

Frumulitun var framkvemd pannig ad saningarlykkju var strokid laust i koloniur
0g peim hraert saman vid vatnsdropa a smarsjargleri. Eftir ad bakteriulausn hafdi
pornad var glerinu brugdid yfir gasloga til pess ad festa frumurnar vid glerid og

pbeer svo litadar med saffranin raudum lit.

Teknar voru frumur Ur kanti skridkéloniu annarsvegar og hinsvegar ur henni

midri og kannad undir smésja hvort merkja meetti mun & frumulégun.

2.5 Yfirbordskvikleika athugun

Bakteriustroku var komid fyrir med saningarnal i midja skal NB med 0,5% og
1% styrk af Bacto™ agar og 2% saltstyrk. Skalar voru geymdar vid 15°C og
med peim fylgst og skrad hvenar merki um yfirbordskvikleika héfust og myndir
teknar. Voldum stofnum var enn fremur sad a4 samskonar &ti og ad ofan nema

med 0,35% agarstyrk.
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Ut fra pessu voru valdir stofnar og peir reektadir upp i tilraunaglosum
(16*150mm) sem innihélt 7 mL NB og 2% saltstyrk.

2.5.1 Yfirbordskvikleika athugun a aetispynnum

Pappirspurrku, veettri med eimudu vatni, var komid fyrir i botni 15 cm
petriskélar. Botni af 10 cm petriskal var komid fyrir & hvolfi ofan & purrkunni
og var notadur sem standur fyrir smasjargler. Alls voru 3 smaésjargler i hverri
petriskal pakin med 1,9 mL af ca. 60°C heitu agareeti (NB med 0,35% og 0,5%
Bacto™ agar og 2% NaCl). Skalum var pétt lokad med Parafilm® pynnu til pess
ad vidhalda raka og peer geymdar vid stofuhita i um sdlarhring adur en
bakteriuraekt var komid fyrir & peim.

Mynd 1. Samsett mynd af aetispynnum

med og an pekjuglerja. Uppstilling

kvikleikaprofs &  pekjuglerjum.  An

bekjuglerja t.v. og med pekjuglerjum t.h.
Notast var vid tveer sdningaradferdir; annars vegar pa ad saningarnal var stungid
i bakteriukéloniu og sidan & midja atispynnu og hins vegar ad 2 pL af fljétandi
bakteriuraekt (sem hafdi vaxid i 3 vikur vid 15°C i 7 ml af NB med 2% NaCl)
var komid fyrir & midri eetispynnu. Skalum var ymist lokad strax og péttad med
Parafilm® pynnu eda pekjugleri var komid fyrir ofan & dropann adur en skalum
var lokad eins og fyrr segir. Skalar voru geymdar vid 23°C par til yfirbordsfeersla

var ordin pad greinileg ad hefja matti kdnnun & vextinum i gegnum smasja.
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2.5.2 Yfirbordskvikleika athugun med TTC litarefni

Til pess ad na skyrari sjon a yfirbordsdreifingu skridkolonia i storseeu samhengi
voru Gtbuin &ti sem innihéldu TTC sem litarefni. NB med 0,35%, 0,5% styrk af
Bacto™ agar, 2% NaCl 0og 0,1% TTC (2,3,5- Triphenyl tetrazolium chloride fra
Sigma®). betta eti var profad baedi a skalum og smasjarglerjum med og an

bekjuglerja og geymt vid 15°C og 23°C.

2.5.3 Ljosmyndun i gegnum smasja

Notast var vid Leitz Laborlux S smésja fra Wetzlar pyskalandi og Wild M3C
vidsja fra Heerbrugg Swiss. Ljosmyndir voru teknar med Canon EOS 4D og

iPhone 6 fra Apple.

2.5.4 Yfirbordskvikleiki vid mismunandi hitastig

Kannad var hvort ad munur var & yfirbordsferslu eftir hitastigunum 15°C og
23°C. A &ti sem innihélt Difco™ Nutrient broth fra BD med 0,5% agarstyrk og

2% saltstyrk. Ummal koélonia var meelt og skrad a milli daga.

2.6 Kodloniu kjarnsyrumognun (Colony PCR)

Koloniu kjarnsyrumégnun var framkveemd & stofnum LM12FR125, OVV0507 og
OV0515.

Daudhreinum tannstdngli var létt strokid i bakteriur og bakteriustrokunni komid
fyrir ofan i brunna i PCR raemu. 25 pL af lysis buffer (1% Triton x-100, 20 mM
Tris, 2 mM EDTA, pH 8,0) var batt vid, remu lokad og henni komid fyrir i
PCR teeki (PTC-200, Peltiel Thermal Cycler fra MJ research Inc., Massachusetts

Bandarikjunum) vid 95°C i 10 mindtur.
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Tafla 2. Hvarfefnablanda fyrir
kjarnsyrumégnun.

Efni puL
10x buffer 2,5
dNTP 2,0
F primer 8F 0,5
R primer 1522R 0,5
Taq polymerase 0,15
DNA syni 1,0
H20 18,5

Tafla 3. Kerfi fyrir kjarnsyrumégnun.

Hvarfefnablondu var bett vid i hvern
Innihald

hvarfefnablondu ma sja i téflu 2. Fyrir

brunn, alls 24 pL.

neikvaedan stilli var notadur 1 pL af
eimudu vatni i stad synis.
Hvarfefnablandan og PCR ra&man voru
geymd a is a milli pess sem verid var ad
feera efni yfir i brunna. PCR r&emum var
lokad vel og peim komid fyrir i PCR teeki
(PTC-200) og stillt & kerfi sem sja ma i
tolfu 3.

Skref Hitastig Timi Endurtekningar
Upphafleg 95°C 3 min 1x

edlilssvipting

Edlissvipting 95°C 30 sek

pattatenging 50°C 30 sek 35x

Framlenging 68°C 90 sek

Enda framlenging  68°C 7 min 1x

Bid 4°C

Oendanlegur

2.6.1 Rafdrattur kjarnsyruafurda a geli

40mL af agardsageli med 0,8% styrk var Utbuid med Agarose for standard use
fra Sigma og TBE buffer og 2 pL SYBR® Safe DNA lit fra Invitrogen. Geli var
hellt i mot og latid storkna i 30 minuatur. Notast var vid Quickload®100 Bp DNA
ladder fra New England Biolabs (NEB) til vidmidunar. 5 pL af

kjarnsyruafurdum var blandad 1 pL af 6x hledsludia og komid fyrir i brunna a
gelinu. Gel var rafdregid i 30 minuatur vid 100 V i Mini-Sub Cell GT system fra
Bio Rad med EPS 301 aflgjafa fra Amersham Biosciences.
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Til pess ad kanna hvort tekist hefdi ad magna upp erfdaefni var gel med afurdum
ur kjarnsyrumognun skodad undir utfjolublau 1josi i InGenius ljésskap og

GeneSnap forriti baedi fra Syngene.

2.6.2 Hreinsun kjarnsyruafurda

Kjarnsyruafurdir sem tekist hafdi ad magna upp voru hreinsadar fyrir
radgreiningu pannig ad 22 pL af syni var blandad saman vid 10 pL af ExoSap
blondu (Blanda fyrir 50 hvorf; 1,25 uL Exonuclease | [20 U/ul], 2,5 uL Antartic
phosphotase [5 U/ul] (frA NEB), 496,5 pL). Syni voru geymd vid 37°C i 30
minatur og pa hitud upp i 95°C i PCR teaeki (PTC-200) til pess ad afvirkja

ensimin i ExoSap.

Primerum 519F (5-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3) og 926R (5-
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3) var ad lokum bett Gt i hreinsadar
afurdirnar og peaer sendar Gt til radgreiningar hja Macrogen Europe, |

Amsterdam Hollandi.

Gogn fra Macrogen voru snyrt med ABI Sequence Scanner fra Applied
Biosystems og fram-r6d og gagnstaedri motsvarandi rdd var splaest saman i eina.
Skimad var eftir likum rédum i 16S ribésomal RNA gagnagrunni & NCBI
(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) med nBlast og MegaBlast algéripma (Zhang,
Schwartz, Wagner, & Miller, 2000).
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3 Nidurstodur
3.1 Kéloniuvoxtur a R2A

Mynd 2. Voxtur OV0507 og OV0515 &4 R2A. Samsett myndir sem synir
hvernig bakteriur dreifa sér a R2A, nedri myndirnar prjar eru teknar i
gegnum vidsja.

pegar OV stofnar voru latnir vaxa a R2A matti sja hvernig greinar féru ad vaxa
atfra kélonium, sama matti sja hja MAS054 (gogn ekki synd), ekki var vart vid

petta Gtlit hja 6drum stofnum. Myndir 2 synir 4 vikna gamlar reektir.
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3.2 Dropaprof

Tafla 4. Nidurstodur Ur dropaprofi.

Stofnar Dropaprof
AR110 -
OVv0507 -
OV0515 -
MASO054 ++
LM12FR125 (+)
LM12FR125 baugur (+)

Mynd 4. Dropapréf med smiti af glserum baug
umhverfis koloniu LM12FR125.
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3.3 Yfirbordsfeersla a mismunandi agarstyrk

Eftir 2 sdlarhringa var MAS054
eini stofninn sem syndi dreifingu
kolonia & agar og eftir 5 daga var
stofninn buinn ad pekja alla
skédlina & badum agarstyrkjum
(gogn ekki synd). A0 5
solarhringum lidnum var dreifing
hafin hja stofnum OV stofnum og
gleer baugur farinn ad myndast
umhverfis LM12FR125. Adrir

21 dagur

10 dagar

stofnar syndu ekki merki um Mynd 5. Utlit bakteriukdlonia ov0516‘
yfirbordsfaerslu. Yfirbordsfeersla %;?iﬁi?g/gg %ir'digfnsett mynd sem synir
var meiri & 0,5% agarstyrk en
0,35% og 1%. Tekin akvordun
atfrd pessum nidurstodum ad
halda afram med athuganir a OV
stofnrum og LM12FR125 med

0,5% agarstyrk.

Mynd 6. Utlit bakteriukélonia OVO0507 og
OVO0515 & 1% agar.. Samsett mynd sem synir
voxt eftir 2, 10 og 21 dag.

Mynd 7. Utlit bakteriukdlonia
LM12FR125 & 0,5% og 1% agar..
Samsett mynd sem synir voOxt
LM12FR125 4 1% agar t.v. og 0,5%
agar t.h. 10 daga voxtur.

18



3.3.1 Yfirbordsfaersla vid mismunandi hitastig

Tafla 5. Yfirbordsfeersla bakteriustofna eftir hitastigum.

Stofn 15°C 23°C
OVv0507 15mm 25mm
OV0515 8mm 24mm
LM12FR125 3mm 5mm

Eftir 4 solarhringa var i 6llum tilfellum meiri voxtur vid stofuhita en 15°C.
Yfirbordsfeersla var ekki hafin hja OV0515 vid 15°C eftir 4 sdlarhringa en aftur
& moti vel byrjud vid 23°C. LM12FR125 stofn hafdi myndad glaeran baug sem

var heldur sterri vid 23°C en 15°C. Tekin var akvordun um ad gera

aframhaldandi préfanir vid 23°C.

Mynd 8. Voxtur OVO515 vid mismunandi Mynd 9. Voxtur OV0507 vid mismunandi
hitastig 4 0,5% agar. 15°C t.v. og 23°C t.h. hitastig & 0,5% agar. 15°C t.v. og 23°C t.h.
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3.4 Ahrif saltstyrks & voxt stofna

Tafla 6. Voxtur stofna & mismunandi saltstyrk.

Stofn 0%  05% 1% 2%  10%
OoVv0507 + + ++ ++ +
OV0515 + + + ++ +
LMI12FR125 ++ + + +) (+)

Stofnar OV0507 og
OV0515 uxu best & 1-2%
saltstyrk. Ef nanar var
skodad matti sjad ad vid
saltstyrk 0,5-2% hja OV
stofnum matti frekar sja
merki um vOxt sem

dreifdist sem ekki var

heegt a0 merkja vio 0% og
10%. LM12FR125 6x best
& 0% saltstyrk. Tekin var

Mynd 10. Voxtur bakteriustofna & mismunandi saltstyrk.

akvoroun um ad gera &framhaldandi profanir med 2% saltstyrk.
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3.5 Frumulogun eftir stadsetningu a skridésénu

I stofnum OV0507 og OVO0515 sem vaxid hofdu & 0,5% agarstyrk og
yfirbordsfaersla var mikil matti sjd mun a lengd stafa eftir pvi hvort peir voru
teknir Ur jadri kdloniu eda ar henni midri. | midri kéloniu voru mjég stuttir stafir,
nanast kdlulaga en nar jadri voru peir lengri og oft tveir og tveir saman sem

ekki matti merkja i midjunni (gogn ekki synd).

3.6 Voxtur a TTC baettu aeti og undir pekjugleri

OV0507 og OV0515 uxu ekki & ati ibléndudu TTC, pad myndadist einungis
mjog daufur punktur par sem smit af bakteriukéloniu hafdi verid gert og
umhverfis dropasvadid af bakteriuraekt sem hafdi verid komid fyrir med pipettu.
pvi var ekki haegt ad nota TTC sem tol til kdnnunar & yfirbordsfaerslu OV stofna.
LM12FR125 6x mjog takmarkad a eti sem innihélt TTC. OV stofnar uxu
jafnframt ekki undir pekjugleri en LM12FR125 takmarkad.
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3.7 Myndun jadars a skridkoloniu
3.7.1 OV0507 myndir

Smésjarskodun & OV0507 & etispynnum med NB og 0,5% agarstyrk og 2%
NacCl, eftir 7 daga voxt vid 23°C. Myndir 11 og 12 syna storsea 0g smasaea mynd
af skriokéloniu. Lysing a kvikleikanum ma sja & naestu sidu, par sem ekki matti
sjd mun & honum & milli OV stofna.

timasetningum. Mynd synir hvernig frumulag péttist eftir pvi sem timanum
lidur, gbt sem sja ma a fyrsta myndhluta eru horfin & sidasta myndhlutanum.
Mynd synir jafnframt hvernig frumupekjan dreifir Gr sér med timanum.

22



3.7.2 OVO0515 myndir og lysing a yfirbordskvikleika

Smasjarskodun 4 OV0515 4
@tispynnum med NB og 0,5%
agarstyrk og 2% NaCl, eftir 7 daga
voxt vid 23°C. begar jadrar
skriokoloniu voru skodadir undir
smasja matti sja  greinilegan
kvikleika. Sja matti frumur skaka
sér um stuttar vegalengdir i einu
og atti hver einstaka hreyfing sér
stad 4 ca. sekindu. { lang flestum
tilfellum hreyfoust saman tvaer og
tveer frumur fastar saman i endann,
stundum fjorar saman en Orsjaldan
matti sja eina frumu hreyfast. |

heildina litid matti sja hreyfingu

[ E
Mynd 13. Samsett mynd af hreyfingu tveggja
frumupara OV0515 med sekundu millibili.

3
d

sem virtist vara lengur en sekundu =~

en liklega stafadi pad af pvi ad L

margar frumur { nadgrenni voru ad
kippast til sem hafdoi ahrif a
frumulagid umhverfis. { ystu bran

koloniunnar h6fou frumur radast i |

einfalt lag par sem frumur lagu pétt

saman.

-----

o0 ¥ “

Mynd 14. Samsett mynd af OV0515 med 14
minutna millibili.
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Pegar skridkoldnia var skodud i heild sinni matti sja bauga par sem frumuldgin
jofnudust Gt eftir pvi sem utar dregur par til frumulagid var ordio einfalt vid
jadrana. Bakteriur feerdust ofan af pykkari frumulégum og feerdust jafnt og pétt
til par til paer hofou fyllt upp i glufur og myndad einfalt lag. Hreyfingin var
greinilegust i midju einfalda frumulagsins, eda par sem stjarna er stadsett a
mynd 15. Ekki matti greina hreyfingu vid ystu brdn hja stoku frumum. Frumur
feerdust ekki bara afram eda aftur & bak eftir 16ngu asum peirra heldur faerdust

peer lika til hlidar og & ska.

A >

Mynd 15. Jadar skridokéloniu OV0515. Sja hér hvernig frumupekjan pynnist lagskipt Gt eftir
pvi sem naer dregur jadrinum til haegri.

3.7.3 LM12FR125

Kvikleika vard ekki vart i smasjarskodun a atispynnu LM12FR125. Engar
frumur var ad sja i gleerum baug sem var umhverfis kéloniuna.
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3.8 Koéloniukjarnsyrumognun (Colony PCR)

Pegar gel var skodad matti sja ad bond drogust nidur i brunnum par sem afurdum
OV0507 og OV0515 hafdi verid komid fyrir, en ekki LM12FR125.

Nidurstddur skimunar i gagnagrunni gafu hja badum stofnum mest likindi vid
Psychrobacter fozii (Adildarndmer NR_25531.1) sem gefur til kynna ad um sé
ad reda somu bakteriutegundina.
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4 Umraedur

| upphafi var farid ad stad med sex stofna, fimm voru af Psychrobacter ettkvisl
(OV0507, OV0515, AR110, AR113 og LM12FR125) og einn Pseudomonas
(MASO054). Upphaflega var Pseudomonas stofninn hafdur med sem einskonar
jakveett viomid par sem hann var fyrr pekktur fyrir yfirbordskvikleika. Stofnar
OV0507 og OV0515 syndu merki um yfirbordskvikleika eftir fimm daga vid
15°C 4 0,5% agarstyrk og ad tiu dégum lidnum var yfirbordsfersla hafin & 1%
agarstyrk. AR110 syndi ekki merki um yfirbordskvikleika en LM12FR125 hafdi
myndad gleera bauga umhverfis kéloniur a 0,5% og 1% agarstyrkjum, pé heldur
steerri 4 0,5%. MAS054 syndi mun hradari yfirbordsfaerslu en adrir stofnar. A
degi 2 voru skridkoloniur bunar ad pekja @ti algerlega & skdlum sem innihéldu
baedi 0,5% og 1% agar. En bakteriur af Pseudomonas attkvisl eru pekktar fyrir

skrid, rykkingu og rennslu (Henrichsen, 1972; Murray & Kazmierczak, 2008).

Kannad var hvort valdir stofnar (OV og LMI12FR125) syndu frekar
yfirbordsferslu & 0,35% agarstyrk. OV stofnar syndu minni heafni til
yfirbordsferslu & 0,35% en 0,5% og ekki var vart vid yfirbordsferslu hja
LM12FR125. pegar agarhlutfall er skodad med tilliti til yfirbordskvikleika er
talad um ad agarhlutfall & milli 0,2-0,4% sé sund agar, en pa eru bakteriur faerar
um ad synda um vatnsfylltar rasir inni agarnum & medan 0,5-2% sé svokalladur
skridagar par sem per dreifa sér ofan & agarnum (Rasika M Harshey, 1994). bvi

var litid svo & ad med pessu hefdi sund verid utilokad.

A dropaprofi reyndist MAS054 eini stofninn af sex sem syndi verulega laekkun
& yfirbordsspennu en LM12FR125 syndi veika jakveda svorun. bar sem
svorunin var svo veik hja stofni LM12FR125 var prof endurtekid til pess ad
kanna hvort meiri lsekkun a yfirbordsspennu veeri ad merkja ef stroka var tekin
ar kéloniunni sjalfri eda gleeru sénunni i kring, pa var svérunin svipud. bar
kemur fram i inngangi ad pad geti skipt mali a hvada timapunkti dropaprof er
framkveemt med tilliti til vaxtakarfu bakteria (Burch et al., 2010). bvi hefdi verid
ahugavert ad kanna hvort adrar nidurstedur fengjust ef raektir veeru teknar af

&tum med adra naringaruppsetningu og & fleiri timasetningum. pPegar gleera
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sonan umhverfis koloniu LM12FR125 var skodud undir smésja matti sja ad hun
innihélt ekki frumur og pvi meetti &tla ad hun samanstandi (ad einhverju leiti

a.m.k.) af yfirbordsvirkum efnum.

Akvedid var ad gera frekari athuganir & OV stofnum og LM12FR125. bar sem
yfirbordsfersla héfst svo seint hja OV stofnum var akvedid ad gera
saltstyrksathugun. par sem kvikleikaztid sem Gtbdid hafdi verid innihélt 2%
saltstyrk (en var su akvoroun tekin utfrd heimildaéflun um Psychrobacter,
uppruna stofna og einangrunareetis). Var tilgangurinn ad kanna hvort ad saltid
veeri ad binda umfram vokva i &tinu og hamla pannig yfirbordsferslu. Leiddi
st athugun i 1j6s ad OV stofnar uxu best & 1-2% saltstyrk, LM12FR125 6x best
vid 0% saltstyrk en 6x pd & hinum styrkunum. Ut fra pessu var akvedid ad notast
vid 2% saltstyrk og 0,5% agarstyrk. bar sem greinilegasta yfirbordsfeerslan var
hja OV stofnum en ekki LM12FR125.

par sem ekki er um audugan gard ad gresja i heimildadflun um kvikleika innan
&ttkvislar Psychrobacter var dkvedid ad senda Ut til radgreiningar. Til pess ad
stadfesta ad um veeri ad reeda Psychrobacter en ekki einhverja adra tegund sem
mogulega veeri 16ngum pekkt fyrir kvikleika. 16S radgreiningarnidurstodur
leiddu i lj6s ad OV stofnar synda mestu likindi vid Psychrobacter fizii og leiddu

baer nidurstddur einnig i 1jés ad trdlega er um ad reeda einn og sama stofninn.

OV stofnar uxu ekki a &ti sem innihélt 0,1% TTC og LM12FR125 mjog
takmarkad en etid samanstdd ad 6dru leiti sdbmu neringaruppsetningu og
stofnarnir hofou allir vaxid & adur. pad er pekkt ad TTC geti haft ahrif & voxt
bakteria og leiddi rannsokn i ljos ad fisilegur styrkur af TTC til greiningar a
vexti gram neikvedra stafa sé a bilinu 0,01-0,05% (Weinberg, 1953). Af pvi
meetti draga pa alyktun ad styrkurinn sem notast var vid hefdi verid of har.

Hvers vegna OV stofnar uxu ekki undir pekjugleri meetti liklegast utskyra med
bvi ad bakteriur innan attkvislarinnar eru lofthadar (Juni & Heym, 1986) og
tegund Psychrobacter fizii algjorlega lofthad (Bozal, Montes, Tudela, & Guinea,
2003).
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Heimildir um flokkunarfraedilega eiginleika bakteria innan Psychrobacter segja
ad peer séu okvikar (non-motile) (Juni & Heym, 1986; Lysenko et al., 2002).
pratt fyrir pad ma finna innan sému fraedigreina stadfestingu & pvi ad tegund
innan attkvislarinnar sé 6kvik en jafnframt i somu malsgrein ad bakterian sé fer
um sveim (Heuchert, Glockner, Amann, & Fischer, 2004). Svo eru til heimildir
pbess efnis ad bakteriur innan attkvislarinnar séu okvikar i vokvaraekt en maetti
merkja yfirbordsfeerslu a fostu aeti (Rossau et al., 1991). Rannsokn sem gekk Gt
& ad audkenna nokkra bakteriustofna innan Psychrobacter attkvislar stadhaefir
ad enginn stofnanna hafi verid feer um kvikleika, en lysa vexti kélonia pannig
ad peer dreifi sér orlitid & agareeti (Bozal et al., 2003). bad sem kemur fram hér
bendir margt til pess ad bakteriur innan Psychrobacter attkvislar séru i raun og
veru kvikar. Matti segja ad vart verdi vid motsagnir vid lestur & greinum er
varda flokkunarfraedi ettkvislarinnar med tilliti til kvikleika eda 6llu heldur

skorts & honum.

Rannsoknir hafa synt fram & mikilveegi kvikleika vid myndun drverupekju hja
Pseudomonas aeruginosa (O’Toole & Kolter, 1998). Hefur esterasavirkni og
yfirbordsvirkni verid tengd saman (Kaur Sekhon, Khanna, & Cameotra, 2012)
og esterasi fundinn abyrgur fyrir kvikleika hja Pseudomonas aeruginosa
(Wilhelm, Gdynia, Tielen, Rosenau, & Jaeger, 2007). Psychrobacter stofnar
hafa synt fram & getu til ad mynda 6rverupekju (Hinsa-Leasure, Koid, Tiedje, &
Schultzhaus, 2013) og framleida yfirbordsvirk efni svo sem utanfrumu esterasa
(Arpigny & Jaeger, 1999).

Pad er margt sem sem ytir undir pa tilgatu ad innan Psychrobacter
gettkvislarinnar séu til bakteriutegundir feerar um yfirbordskvikleika. bad sem
helst ytir undir tilgatuna er pad ad fundist hafa gen innan attkvislarinnar sem tja
FG4 (Hinsa-Leasure et al., 2013). Myndir ur rafeindasmasja hafa synt frumuhar
a p6lum bakteria innan Psychrobacter ettkvislar &samt nidurstédum um ad han
syni fram a veikan rykkingarkvikleika (Maruyama et al., 2000). begar leitad er
i préteingagnagrunni Universal Protein Resource (www.UniProt.org) méa finna
rykkingar kvikleika prétein (Twitching motility protein PilT) sem tjad eru af

erfdamengi Psychrobacter.
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Nidurstodur rannsokna pessa verkefnis samhlida heimildadflun hafa leitt i 1jos
ad yfirbordskvikleiki OV stofna hefur mestu likindi vid rykkingu. begar jadrar
skridsona eru skodadir undir smasja ma po sja likindi vid mikréformfraedilegt
mynstur rennslu. Algengast var ad sja frumur liggja pétt saman og mynda
samfellt og einfalt frumulag. begar frumumynstur skridsona er skodad i peim
tilgangi ad greina hvers kyns yfirbordskvikleiki a sér stad parf ad horfa til pess
ad mynstrid er frekar had neeringaruppsetningu etis og rakastigi en tegund
yfirbordskvikleika. (Henrichsen, 1972; Pollitt, Crusz, & Diggle, 2015; Stanier,
1947). begar horft var & frumupekjuna i gegnum smasja matti sja greinilega
Kippi frumna sem ekki etti ad vera merkjanleg i rennslu. bar sem
yfirbordskvikleiki er verulega hadur raka umhverfissins pa meetti etla ad raki
hafi byrjad ad takmarkast fljotlega eftir ad atispynnur voru feerdar Gr pétt
lokudum petriskalum og undir smasjanna. Sérstaklega par sem atispynnur voru
med Orpunnt lag af agar. Kannski hefdi verid heaegt ad gera tilraunir til styra
rakastiginu ad einhverju leiti med pvi ad loka svaedinu undir smasjanni med
plastpoka eda einhverju sliku og hafa blautan klat fyrir nedan. begar mynd 15
er skodud sést hvar frumur eru komnar nokkud fra jadri frumupekjunnar hagra
megin & myndinni, pad er nokkud sem ekki etti ad sjast i yfirbordsfeerslu i formi
rennslu. bar fyrir utan pa er rennsla oft had seytingu yfirbordsvirkra efna og

skiludu OV stofnar neikveedu dropaprofi.

par sem OV stofhar sem uxu R2A syndu greinéttan voxt eins og sja ma & mynd
2. hefdi verid dhugavert ad gera &tispynnur med ati med hefdbundnum atum
0g 2% agarstyrk og skoda undir smasja. Profanir med enn fleiri atistegundir og

neeringaruppsetningar hefdu lika verid &hugaverdar.

Flestar rannsoknir sem ganga Ut & ad kanna yfirbordskvikleika eru framkvaemdar
i lokudum skapum par sem rakastigi er vidhaldid (humidified incubators). bad
hefdi purft ad hafa slikan skdp vid rannsdkn pessa verkefnis ef bera &
nidurstddur vid atgefnar heimildir en lika til pess ad fa sem skyrasta mynd af

fyrirbeerinu.
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Ljosmyndavélin sem notast var vid & smasjanni var ekki fer um
myndbandsuppttku en pad hefdi verid kostur ad hafa myndbandsupptoku asamt
rodum af ljosmyndum par sem kvikleiki var pad vel greinilegur. Upphaflega
begar ljost var ad OV stofnar voru lengi ad hefja yfirbordsfeerslu var talid ad
time-laps video veeri naudsynlegt til pess ad merkja kvikleikann greinilega. En
par sem frumur feerdust til mjog greinilega hefdi lika verid gott ad hafa pad

stadfest med myndbandsupptoku.
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5 Lokaord

Rannsoknarverkefni  petta midadi ad pvi ad svara eftirfarandi

rannsoknarspurningum:

e Eru Psychrobacter stofnar Ur stofnasafni feerir um yfirbordskvikleika?
e Er haegt ad greina med hvada hetti yfirbordskvikleikinn fer fram med

smasjarskodun?

Fyrri spurningunni er haegt ad svara jatandi, par sem nidurstodur verkefnis syna
fram a greinilegan kvikleika stofna OV0507 og OV0515 sem eru af
Psychrobacter ettkvisl, adrir Psychrobacter stofnar r stofnasafni syndu ekki

merki pess ad vera yfirbordskvikir.

Seinni spurningunni er ekki haegt ad svara med jafn mikilli stadfestu og peirri
fyrri. Benda nidurstédur samhlida heimildatflun 6neitanlega & ad um hafi verid
ad reeda yfirbordskvikleika i formi rykkingar en pad er po ekki haegt ad stadfesta.
Med 6flugari teekjabnadi og frekari profunum hefdi verid haegt ad stadfesta edli
yfirbordskvikleikans, en med nidurstédum verkefnisins matti po Utiloka

akvednar tegundir og prengja moguleikana.
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Vidauki 1

Radgreiningarradir eftir urvinnslu.
>0V0507

CTGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGA
GCGGAAACGATGATAGCTTGCTATCAGGCGTCGAGCGGCGGACGG
GTGAGTAATACTTAGGAATCTACCTAGTAGTGGGGGATAGCACGGG
GAAACTCGTATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGAAAGGGGGC
AGTTTACTGCTCTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAG
ATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTG
AGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCT
GATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAG
CACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCCATGGTTAATACCCATGGACGA
TGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGGGAGCGTAGGTGGCTCTATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGG
GCTTAACCTGGGAACTGCATCTGAAACTGTAGAGCTAGAGTATGTG
AGAGGAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCTTCTGGCATAATACTGA
CACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCCTTG
AGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGLCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC
CTTACCTGGTCTTGACATATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGT
GCCTTCGGGAATTAGAATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
TCCTTAGTTACCAGCGGGTTAAGCCGGGAACTCTAAGGATACTGCC
AGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGG
CCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGGTACAGAG
GGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCAAAAAGCCTATCGTA
GTCCAGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTAGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGATTGCACCAGAAGTG
GATAGCTTAACCTTCGGGGGAGCGTTCACCACGGTGTGGTTGATGA
CTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGT

38



>0V0515

CCTGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCG
AGCGGAAACGATGATAGCTTGCTATCAGGCGTCGAGCGGCGGACG
GGTGAGTAATACTTAGGAATCTACCTAGTAGTGGGGGATAGCACGG
GGAAACTCGTATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGAAAGGGGG
CAGTTTACTGCTCTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTA
GATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCT
GAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCC
TGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAA
GCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCCATGGTTAATACCCATGGACG
ATGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGGGAGCGTAGGTGGCTCTATAAGTCAGATGTGAAATCCCCG
GGCTTAACCTGGGAACTGCATCTGAAACTGTAGAGCTAGAGTATGT
GAGAGGAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCTTCTGGCATAATACTG
ACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCCTT
GAGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTGGTCTTGACATATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAG
TGCCTTCGGGAATTAGAATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGCGGGTTAAGCCGGGAACTCTAAGGATACTGC
CAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATG
GCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGGTACAGA
GGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCAAAAAGCCTATCGT
AGTCCAGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTAGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGATTGCACCAGAAGT
GGATAGCTTAACCTTCGGGGGGAGCGTTCACCACGGTGTGGTTGAT
GACTGGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTG
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