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3. Porocdilo o realizaciji programa raziskovalnega projekta§

Kserofilni glivni rod Wallemia je do leta 2007, ko smo opisali tri vrste, obsegal eno samo
vrsto, W. sebi, ki je bila znana predvsem kot kontaminant hrane, konzervirane z visokimi
koncentracijami soli in sladkorja. Rod Wallemia torej obsega tri vrste: W. sebi, W. muriae
in W. ichthyophaga. Slednja je najbolj ekstremofilen evkariont od vseh, ki lahko
prenesejo visoko slanost. Pred prijavo projekta smo odkrili, da vse tri vrste sintetizirajo
toksin z izjemno moc¢no hemoliticno aktivnostjo in da njegovo sintezo stimulirajo visoke
koncentracije soli. V okviru projekta smo se osredotoCili na: 1. DoloCitev ekofiziologije
vseh treh vrst rodu Wallemia, 2. Preuevanje prilagoditev gliv rodu Wallemia na zniZzano
vodno aktivnost na ravni fiziologije in morfologije, 3. 1zolacijo, karakterizacijo in dolo¢anje
bioloskih aktivnosti neznanega metabolita, ki ga sintetizirajo vrste rodu Wallemia.

Ad 1. Ekofiziologija. V okviru projekta smo odvzeli in testirali preko 300 ekoloskih
vzorcev, pridobljenih v solinskih bazenih, v grendici, skladis€eni slanici, Cebelnjakih, iz
rastlin, notranjih prostorov, hrane, gob in iz tujih mikrobioloskih zbirk. V celoti smo
pridobili 100 sevov, ki smo jih na podlagi morfoloSkih karakteristik, rasti na gojiS¢ih z
znizano vodno aktivnostjo in analize nukleotidnih zaporedij regij notranjih distan¢nikov 1
in 2 vkljuéno s 5,8S rDNA. identificirali do vrste. Novo pridobljene seve smo trajno
vkljucili v Gensko banko EX, v okviru infrastrukturnega centra Mycosmo.

Glede na izolacijo iz naravnih habitatov in filogenetsko analizo smo pridobili nova
spoznanja o taksonomiji in ekologiji znotraj rodu Wallemia. (i) Ugotovili smo, da vrsta
Wallemia muriae naseljuje izjemno slana okolja, kot je voda v solinah, povrSina
halofitskih rastlin, pelod razli¢nih rastlin, sladka hrana in tudi notranjost bivalnih prostorov
(izolirana iz zraka in s sten). Ta vrsta je halofilna in ubikvitarna, saj smo izolate pridobili iz
Evrope, Afrike, Azije in srednje Amerike. (ii) Vrsto Wallemia sebi smo izolirali predvsem
iz rastlinskih substratov (koruza, pSenica, seno), iziemno slanega okolja solin in slanih
jezer in le redko iz tal. Je halotolerantna in ubikvitarna, saj posamezni izolati izhajajo iz
Evrope, Afrike, Azije in severne Amerike. V nasprotju z doslej znanimi podatki smo
ugotovili, da vrsta W. sebi ne naseljuje hrane. (ii) Obligatno halofilna in specializirana
vrsta W. ichthyophaga naseljuje le izemno slano okolje solin, suSene in soljene mesne
izdelke, nasli pa smo jo tudi na kristalih soli in v grencici bogati z MgCl,.. Do sedaj smo

jo izolirali le v Sloveniji in v Afriki (1 izolat), vendar je najverjetneje tudi ta vrsta
ubikvitarna, vendar redkejsa.

Glede na filogenetsko analizo regije ITS rDNA skupno 100-tih izolatov, tretjine izolatov
nismo mogli umestiti v doslej opisane vrste; zato smo jih poimenovali Wallemia sp. in
Wallemia aff. sebi. (iv) Wallemia sp. je najverjetneje nova vrsta, ki jo trenutno
predstavljata dva halotolerantna izolata iz brsljana in jeCmena v Sloveniji. Na osnovi
molekularnogenetskih podatkov se zelo razlikujeta od vseh opisanih vrst. Se najbolj sta
sorodna vrsti W. ichthyophaga in zato verjetno predstavljata vezni ¢len med le-to in
ostalimi vrstami znotraj rodu Wallemia. (v) Wallemia aff. sebi pa najverjetneje predstavlja
kompleks vrst. Vsi izolati znotraj tega kompleksa so halotolerantni, tretjina se pojavlja na
slani/sladki hrani, ostali pa izhajajo iz solinske vode po svetu (Sredozemlje, ne v
Sloveniji, srednja Amerika), cvetja (Kuba), posamezni izolati pa tudi iz zraka zunaj ali v
notranjih prostorih. Za doloditev filogenetske pozicije potencialnih novih vrst znotraj tega
kompleksa bomo v prihodnje izvedli sekveniranje dodatnega filogenetskega markerja -
gena rpb2, ki kodira drugo najvecjo podenoto RNA polimeraze Il. Skupna morfoloSka
znacilnost rodu Wallemia je poseben tip konidiogeneze v obliki nespolnih konidijev v
Cetvorkah, ki apikalno razpadajo na posamezne enote. Ker so si morfolosko vrste med
seboj izjemno podobne, smo iskali dodatne fenotipske lastnosti, na podlagi katerih bi jih
lahko lo€evali. Izvedli smo asimilacijske teste razli¢nih virov ogljika in du$ika, tako v
slanih kot tudi neslanih pogojih, in vpeljali lo€evanje vrst na osnovi rasti oz. potreb po
razliCni koncentraciji NaCl, in tudi drugih soleh, kot sta MgCl, in MgSO,), kar predstavlja

novo spoznanje in tudi mozen selekcijski dejavnik pri izolaciji vrst rodu Wallemia. V
bodo¢nosti bomo testirali nova izolacijska gojiS¢a z kombinacijo razli¢nih soli (NaCl,
MgCl,, MgSO,) v 1M koncentraciji, predvsem za selektivno izolacijo izjemno redke vrste

W. ichthyophaga, saj trenutno na svetu obstaja le 6 znanih izolatov. Izolati rodu
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Wallemia, izolirani iz hrane, so se proti pri€akovanjem izkazali za zelo redke. Najveckrat
smo jih uspesno izolirali s Cokolade - W. muriae in kompleks vrst W. aff. sebi, ob&asno
pa Se iz susenih in soljenih mesnin - W. ichthyophaga. Prisotnost gliv rodu Wallemia smo
potrdili tudi na soli (W. muriae, W. ichthyophaga) in sladkorju (W. muriae). S tem smo
potrdili moZnost kontaminacije hrane s soljenjem ali dodajanjem vecjih koli€in sladkorja,
soline pa dolocili za najbolj verjeten naraven habitat za vse vrste znotraj rodu Wallemia.
Ad 2. Prilagoditve na nizko vodno aktivnost:

Celi¢na stena in morfologija. V okviru projekta smo pri glivah rodu Wallemia preucevali
morfoloSke prilagoditve na nivoju celic ter ultrastrukture celi¢ne stene, pri rasti na gojis¢u
z ekstremno nizko vodno aktivnost na raun ekstremno visokih koncentracij soli ali
sladkorjev (glukoza in med). Morfologija kolonij vseh treh vrst se je razlikovala glede na
tip in koncentracijo topljenca v gojiS€u. Na osnovi ugotovljenih razlik v morfologiji med
vrsto W. ichthyophaga na eni strani ter W. muriae in W. sebi na drugi strani, smo potrdili,
da je vrsta W. ichthyophaga filogenetsko oddaljena od vrst W. muriae in W. sebi. Poleg
tega smo potrdili halofilno naravo vrste W. ichthyophaga, ki hitreje raste pri visokih
koncentracijah NaCl ter pridela ve¢ biomase kot pri visokih koncentracijah sladkorjev.
Vrsta W. ichthyophaga raste v obliki vecceli¢nih meristematskih skupkov, ki se statisticno
znacilno povecajo v gojiscu predvsem z visoko koncentracijo NaCl ter v manjsi meri tudi
v gojis€u z glukozo oz. medom. Vrsti W. muriae in W. sebi rasteta v obliki hif, prepletenih
v goste micelijske skupke, ki se povecajo le v gojiS€u z visoko slanostjo. Ultrastrukturne
znacilnosti celi€ne stene in celiénih skupkov smo preuéili z razliénimi tehnikami
elektronske mikroskopije. S presevno elektronsko mikroskopijo smo ugotovili, da je
celicna stena pri vseh treh vrstah dvoslojna in jo sestavlja notranji debelejSi in
elektronsko redek sloj in zunanji elektronsko gost tanjsi sloj. Debelina celi¢ne stene vrste
W. ichthyophaga se v gojiS€u z visoko koncentracijo soli znacilno poveca. V sladkih
gojis¢ih je debelina celitne stene za polovico tanjSa kot v slanih gojiS€ih in njena
debelina se ne spreminja. Celicna stena W. muriae in W. sebi se v gojiS¢u z visoko
slanostjo neznadcilno odebeli, v sladkih gojis€ih pa ostane nespremenjena oz. se celo
zmanjSa. Z vrstiCno elektronsko mikroskopijo in mikroskopijo s fokusiranim ionskim
snopom smo zaznali, da celice, celi¢ne skupke in hife gliv rodu Wallemia v slanem in
sladkem gojiS€u prekrivajo zunajcelicne polimerne snovi. Te preprecujejo izsuSevanje
celic dolocenih ekstremofilnih gliv in imajo verjetno tudi zas&itno vlogo pri suboptimalnih
slanostih. Rezultati teh raziskav potrjujejo predvidevanja o pomembni viogi celi¢ne stene,
ki z odebelitvijo ohranja celi¢no integriteto in posledi¢no zagotavlja prezZivetje v okoljih z
visokimi koncentracijami soli. Poleg tega pa preZivetie v razmerah z nizko vodno
aktivnostjo omogoca, ali vsaj olajSa, tudi rast v meristematskih skupkih.
loni_in_kompatibilni topljenci. S pomocjo tekolinske kromatografije visoke zmogljivosti
(HPLC) ter jedrske magnetne resonance (NMR) smo ugotovili, da se glive rodu Wallemia
na slana okolja prilagodijo s kopi¢enjem kompatibilnih topljencev, predvsem glicerola ter
v manjSi meri Se arabitola in manitola. Natan¢nejSe analize spreminjanja vsebnosti in
vrste kompatibilnih topljencev $e potekajo s sodelovanjem z Univerzo v Bonnu v Nemgiji.
Poleg tega smo na Univerzi v Cordobi v Spaniji z atomsko absorbcijsko spektroskopijo
(AAS) izmerili nizke znotrajceli¢ne koncentracije kationov, K* in Na*, tako pri razli¢nih
slanostih kot tudi po hiperosmotskem Soku. Tako kot je bilo Ze ugotovljeno za Stevilne
glive s halotolerantno naravo, tudi halofilni glivni predstavniki rodu Wallemia uporabljajo

strategijo intracelularnega kopiéenja glicerola ter izlo¢anja Na™ iz celic.

Membrana. Pri prou€evanju vpliva visokih slanosti na lipidno sestavo in fluidnost
plazemskih membran smo glivo W. ichthyophaga nagojili v definiranem gojiS¢u YNB z
razlicnimi koncentracijami soli, na saharoznem gradientu iz biomase izolirali plazemske
membrane, in jim izmerili fluidnost s pomocjo elektronske paramagnetne resonancne
spektroskopije (EPR) pri razli¢nih temperaturah. Kot spinski oznacevalec smo uporabili z
nitroksidno skupino oznaceni metilni ester palmitinske kisline. Za dolocitev lipidne
sestave plazemskih membran smo izolirali celokupne lipide iz membran. Po metanolni
hidrolizi dela lipidnih ekstraktov smo izolirali nevtralne lipide (sterole) s pomocjo n
heksana in jih pretvorili v trimetilsililetre (TMS etre). Preostalo metanolno fazo smo
nakisali, izolirali masCobne kisline z n-heksanom in jih metilirali. Za identifikacijo
fosfolipidov smo celokupne lipidne ekstrakte analizirali in locili s pomocjo tankoplastne
kromatografije (TLC), kjer smo kot referenco uporabili primerne fosfolipidne homologe.
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Posamezne fosfolipidne skupine smo kvantificirali z doloCanjem njihove celokupne
vsebnosti fosfata. TMS etre sterolov in metilirane mas€obne kisline smo analizirali s
pomocjo plinske kromatografije, sklopljene z masno spektrometrijo (GC-MS). Relativne
koncentracije sterolov in mascobnih kislin smo izraCunali s pomocjo znane Kkoli¢ine
internega standarda. Sterole in mas€obne kisline smo identificirali na podlagi interpretacij
mashih spektrov in podatkov o njihovih retencijskih ¢asih.

V primerjavi z dvema glivama, ki ju v okviru drugih Studij preuCujemo kot modelna
organizma, halotolerantno &rno kvasovko Aureobasidium pullulans in ekstremno
halotolerantno ¢rno kvasovko Hortaea werneckii ima halofilna W. ichthyophaga dosti bolj
rigidne membrane. Fluidnost plazmaleme vzdrzuje na dolo€eni ravni pri slanostih od 15
do 25% NaCl (m/v), medtem ko se pri slanosti ,nizji od 10% NaCl, ki predstavlja tudi
mejo uspevanja te obligatno halofilne glive, fluidnost membrane drasticno poveca, kar
vodi do hiperfluidizacije oz. dezintegracije lipidnega dvosloja in smrti celic. Pri dolo itvi
lipidne sestave plazemskih membran W. ichthyophaga pri koncentraciji 15 in 20% NacCl
smo ugotovili, da med steroli prevladuje ergosterol, med fosfolipidi pa fosfatidilholin in
fosfatidiletanolamin, v katerih so veCinoma zaestrene nasiCene in (enkrat ali dvakrat)
nenasicene mascobne kisline s 16 ali 18 C atomi. PodrobnejSa analiza sterolov in
mascobnih kislin ob vplivu NaCl Se poteka in bo kon€ana v letoSnjem letu.

Identifikacija nekaterih Klju¢nih genov, odzivnih na znizano vodno aktivnost. Sprva smo
iskali diferencialno izrazene gene pri razlicnih koncentracijah soli s supresijsko
subtrakcijsko hibridizacijo z zrcalno orientiranim izborom (MOS-SSH), ki smo jo kasneje
zaradi tehni¢nih tezav opustili. Kljub temu smo z MOS-SSH kot enega od diferencialno
izrazenih genov pri razlicnih koncentracijah soli doloCili gen za encim glicerol-3-fosfat
dehidrogenazo (WiGPD1), ki je glavni encim pri sintezi poglavitnega kompatibilnega
topljenca glicerola. Izrazanje gena WiGPD1 v odvisnosti od razli¢nih koncentracij NaCl v
gojiS€u smo preucili z verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu. Gen WiGPD1 smo
pomnozili in ga v vektorju za kloniranje prenesli v mutante Saccharomyces cerevisiae. S
funkcionalno komplementacijo ustreznih mutant S. cerevisiae, ki imajo okvarjen en ali
obe razli¢ici gena za GPD, smo preverili funkcijo gena WiGPD1. Heterologna ekspresija
WIiGPD1 je mutanti S. cerevisiae povrnila toleranco na slane pogoje. Pripravili smo tudi
cDNA knjiznico iz W. ichthyophaga, vzgojene pri visoki slanosti. Knjiznico, pripravljeno v
vektorju Gateway, smo z rekombinacijo prenesli v nov prenosljivi plazmid, primeren za
propagacijo tako v E. coli, kot tudi v S. cerevisiae. Knjiznico v novem vektorju smo vnesli
v E. coli, jo namnoZzili, ponovno izolirali in prenesli v S. cerevisiae ter s tem pripravili
ekspresijsko knjiznico. Presejanje knjiznice za morebitne transformante s povecano
toleranco na nizko vodno aktivnost/poviSano koncentracijo soli je trenutno v teku.

Ad 3. Izolacija in karakterizacija neznanega metabolita.

Nase preliminarno delo je pokazalo, da glive rodu Wallemia producirajo $e neopisan
aktivni metabolit s hemoliti€no aktivnostjo. V okviru projekta smo s postopkom ekstrakcije
in loCitve s tankoplastno kromatografijo ugotovili, da je metabolit prisoten v organskih
ekstraktin biomase vseh treh vrst, ne glede na tip in koncentracijo topljenca v gojiScu.
Pridobili smo organske ekstrakte iz biomase vseh treh vrst in dolo€ili njihovo hemoliti¢no,
protimikrobno, hemaglutinacijsko in nevrotoksi¢no aktivnost. Ekstrakti biomase so
izkazovali predvsem hemoliticno aktivnost in Sibko protimikrobno aktivnost, zato smo
testirali sposobnost vezave na lipidne vezikle in velikost por, ki jih membransko aktivna
snov tvori v membranah eritrocitov. Za nadaljnje Studije smo zaradi hitrejSe rasti in bolj
izrazene hemoliti€ne aktivnosti pri visjih slanostih izbrali W. sebi, ki smo jo gojili v gojiS¢u
YNB s 5% in 20% NaCl. Ekstrahirani metabolit se je vezal na nevtralne fosfolipidne
vezikle s holinsko glavo in tvoril pore velikosti med 0,69 in 1,1 nm. Naredili smo
stabilnostne Studije vpliva temperature, pH ter ionske jakosti na hemoliticno aktivnost
etanolnega ekstrakta oz. v njem ekstrahiranih metabolitov. Studije vezave so obsegale
uporabo razli¢nih lipidnih veziklov, ki se med seboj razlikujejo po lipidni sestavi in imajo
poslediéno razlien naboj in fluidnost. Za kvantifikacijo, izolacijo in karakterizacijo
metabolita, ki je odgovoren za hemolizo eritorcitov, smo uporabili GC oz. GC-MS.
Rezultati so pokazali, da izpostavitev ekstrakta W. sebi temperaturi 100°C znatno
zmanj$a hemoliti¢éno aktivnost, medtem ko alkalno okolje in viSanje ionske jakosti pufra
povzrocita hitrejSi potek hemolize, kar je lahko posledica nestabilnosti samih eritrocitov
in/ali pri teh pogojih vecje obc&utljivosti na delovanje metabolita. Do inhibicije hemolize je
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pridlo v primeru veziklov, ki so vsebovali fosfatidilholin in/ali sfingomielin. Hemoliti¢no
aktiven metabolit v ekstraktu se najverjetneje veZe na pozitivno nabito holinsko glavo, kar
prepreCi njegovo vezavo na eritrocithne membrane. Urejenost membranskih lipidov (npr.
primerjava veziklov z in brez holesterola) pri vezavi metabolita na membrano ni igrala
vloge. S pomocjo spektrofluorimetra smo spremljali spros€anje kalceina iz lipidnih
veziklov po stiku z metabolitom. Izkazalo se je, da je za permeabilizacijo potrebna vecja
fluidnost membrane, saj so vezikli, ki vsebujejo holesterol, bolj oblutljivi na hemoliti¢no
aktiven ekstrakt. Zakljucili smo, da je za vezavo hemoliticno aktivnega metabolita
pomembna prisotnost pozitivnhega naboja, za permeabilizacijo membrane pa njena
fluidnost. Do hemolize eritrocitov torej ne pride zaradi tvorbe por in posledi¢nim iztokom
citosola iz eritrocitov, temvel zaradi raztapljanja membrane eritrocitov (t.i. ucinek
detergenta), saj hemolize nismo mogli prepreciti z uporabo ozmoprotektantov razli¢nih
velikosti. GC-MS analiza ekstrakta glive W. sebi, gojene na 20% NaCl, je pokazala, da
se v hemolitiéno aktivni frakciji, pridobljeni po locitvi s tankoplastno kromatografijo,
nahaja zmes nenasic¢enih mascobnih kislin in sterolov. Pri vi§ji slanosti naraste koli¢ina
nenasiCenih mas&obnih Kislin, ki delujejo premosorazmerno hemoliti¢cno, glede na
stopnjo nenasi¢enosti, celo do 26-krat. Mas€obne kisline o€itno delujejo na eritrocitne
celicne membrane kot detergenti, oz. tvorijo meSane micele z eritrocitnimi membranskimi
fosfolipidi in na ta nacin "raztopijo" membrano.

4. Ocena stopnje realizacije zastavljenih raziskovalnih ciljevi

Cilje, zastavljene za celotno trajanje projekta, smo dosegli. Preucili smo naravno ekologijo in
ekofiziologijo vseh treh vrst rodu Wallemia. Ugotovili smo, v katerih habitatih uspeva posamezna
vrsta, in prisli do presenetljive ugotovitve, da W. ichthyophaga naseljuje grencico, bogato z
MgCl,, ki je doslej veljala za »sterilno« okolje. Odkrili smo tudi nov kompleks vrst W. aff. sebi,

ki naseljujejo skoraj izklju¢no hrano in ki ga bomo v nadaljevanju opisali ,ter novo vrsto Wallemia
sp., ki predstavlja vezni ¢len med filogenetsko oddaljeno vrsto W. ichthyophaga in bolj tesno
sorodnima vrstama W. muriae in W. sebi. V pripravi je ¢lanek na temo ekofiziologija in filogenija
rodu Wallemia, ¢lanek na temo evolucijskih prilagoditev pa je bil lani objavljen. Drug del raziskav
je obsegal prilagoditve na visoko slanost pri modelnem organizmu, obligatno halofilni vrsti W.
ichthyophaga. Preucevali smo prilagoditve na nivoju membrane, celiCne stene, ionov in

kompatibilnih topljencev. Prilagoditve na visoko slanost na nivoju ultrastrukture celi¢ne stene smo
ze objavili, ¢lanek, ki opisuje prilagoditve na izjemno sladko okolje, pa je bil poslan v objavo.
Trenutno sta v pripravi ¢lanka z opisom prilagoditev na nivoju ionov in kompatibilnih topljencev
ter sestave in fluidnosti membrane. V okviru projekta smo poskusali identificirati nekaj klju¢nih
genov, odzivnih na znizano vodno aktivnost s supresijsko subtrakcijsko hibridizacijo z zrcalno
orientiranim izborom (MOS-SSH). Kot enega najpomembne;jsih diferencialno izrazenih genov pri
razlicnih koncentracijah soli smo dolocili gen za encim glicerol-3-fosfat dehidrogenazo

(WiGPDI), ki je glavni encim pri sintezi poglavitnega kompatibilnega topljenca glicerola.

Izrazanje gena WiGPDI v odvisnosti od razli¢nih koncentracij NaCl v gojis€u smo preucili z
verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu, ga pomnozili in klonirali v mutante Saccharomyces
cerevisiae. S funkcionalno komplementacijo mutant S. cerevisiae z okvarjenima genoma za GPD
smo preverili njegovo funkcijo. Clanek na to temo je bil poslan v objavo. Pripravili smo tudi
cDNA knjiznico iz W. ichthyophaga, vzgojene pri visoki slanosti,. Tretji del programa, ki obsega
karakterizacijo hemoliticnega metabolita, je razkril, da le-ta ni valeminol, kot je bilo eno od
predvidevanj, temve¢ meSanica sterolov in nenasicenih mascobnih kislin, ki delujejo kot

detergenti na membrano eritrocitov. Hemoliticna aktivnost je v premosorazmerni odvisnosti od
nenasicenosti mascobnih kislin, ki se znatno poveca pri vi§jih slanostih. Rezultate smo Ze objavili
v enem ¢lanku, drugi na to temo pa je trenutno v pripravi.

5. Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma

sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine5

Ni bilo bistvenih sprememb programa.
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6. Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupineé

Znanstveni rezultat

HMG-CoA reduktazo uravnava slanost okolja, njeno delovanje pa je potrebno
za halotoleranco pri halofilnih glivah

HMG-CoA reductase is regulated by environmental salinity and its activity is
essential for halotolerance in halophilic fungi

HMG-CoA reduktaza je klju¢ni encim, ki sodeluje pri metabolizmu sterolov in
s tem tudi pri uravnavanju sestave plazemske membrane in njene fluidnosti.
Pri proucevanih modelnih halofilnih glivah in sicer ekstremno halotolerantni
¢rni kvasovki Hortaea werneckii in halofilni glivi Wallemia ichthyophaga je
delovanje tega encima uravnavano tudi s stopnjo slanosti okolja, v katerem
zivijo te glive.

HMG-CoA reductase is a key enzyme in the sterol metabolism and also in the
regulation of the membrane composition and fluidity. Its activity is regulated
ANG by environmental salinity and is essential for the halotolerance in the studied
extremely halotolerant black yeast Hortaea werneckii and halophilic Wallemia
ichthyophaga.

HMG-CoA reductase is regulated by environmental salinity and its activity is
essential for halotolerance in halophilic fungi. Avtorji: VAUPOTIC, Tomaz,
\VERANIC, Peter, PETROVIC, Uro$, GUNDE-CIMERMAN, Nina, PLEMENITAS,
Ana. Stud. Mycol., 2008, letn. 61, str. 61-66.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID |25205977

Gunde-Cimerman Nina, Ramos Jose, Plemenitas Ana. 2009. Halotolerantne
in halofilne glive.

ANG [Halotolerant and halophilic fungi.

Halotolerantne in halofilne glive predstavljajo primernejSe modelne
organizme za preucevanje prilagoditev na slane pogoje kot mezofilna, na sol
obcutljiva pivska kvasovka Saccharomyces cerevisiae. V ¢lanku so
predstavljene tri glive, ki jih predlagamo kot modelne organizme: ekstremno
halotolerantna ¢rna kvasovka Hortaea werneckii, halotolerantna morska
kvasovka Debaryomyces hansenii in pa halofilna gliva Wallemia
ichthyophaga. Razlogi za predlog so ekologija in ze preucenih fizioloski in
molekularni mehanizmi adaptacij omenjenih gliv.

Halotolerant and halophilic fungi represent a much better model organisms
for the study of adaptations to hypersaline conditions than mesophilic, salt-
sensitive Saccharomyces cerevisiae. In the article we present 3 fungi, that
we propose as new model organisms: extremely halotolerant black yeast
Hortaea werneckii, halotolerante marine yeast Debaryomyces hansenii and
halophilic fungus Wallemia ichthyophaga. The suggestion is based on their
ecology and physiological and molecular mechanisms of adaptation already
investigated.

Gunde-Cimerman Nina, Ramos Jose, Plemenitas Ana. 2009. Halotolerant and
halophilic fungi. Mycological Research 113(11): 1231-1241.

Tipologija 1.02  Pregledni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID |26049241

Odgovor na povisano slanost pri halofilnih glivah rodu Wallemia na
morfoloskem nivoju.

Morphological response of the halophilic fungal genus Wallemia to high
salinity.

Glive halofilnega rodu Wallemia se na povisano slanost v gojiS¢u odzivajo s
spremembami na nivoju morfologije celice ter debeline in ultrastrukture
celicne stene. Pri manj prilagojenih vrstah (W. sebi in W. muriae) pri vseh
Opis sLo [slanostih morfologija ostane filamentozna, ultrestruktura in debelina celicne
stene se le delno spremenita, do¢im se pri obligatno halofilni vrsti (W.

T

1. |Naslov sLo

ANG

Opis SLO

Objavljeno v

2. |Naslov SLO

Opis sLo

ANG

Objavljeno v

3. |Naslov SLO

ANG

celicna stena postane vecplastna in . se statisti¢no signifikantno odebeli.

Fungi of the halophilic genus Wallemia respond to increased salinity in the
medium with changes on cell morphology level, as well as on the cell wall
ultrastructure and thickness level. In less adpated species (W. sebi and W.
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muriae) colony morphology remained filamentous and ultrastructure and
thickness of cell wall only partially changed at all tested salinities, while the
ANG |obligately halophilic W. ichthyophaga at highest salinities changed
morphology into into meristematic cell clumps, cell wall became multilayered
and statistically significantly thicker.

Kralj Kunci¢, Marjetka, Kogej, Tina, Drobne, Damjana, Gunde-Cimerman,
Nina. 2010, Applied and Environmental Microbiology 76 (1):329-337.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID |6174073

Nizka vodna aktivnost inducira produkcijo bioaktivnih metabolitov pri
halofilnih in halotolerantnih glivah.

Low water activity induces the production of bioactive metabolites in
halophilic and halotolerant fungi.

\V okviru studije smo testirali glive osamljene iz solin po svetu in iz arkti¢nih
ledenikov na produkcijo metabolitov s hemoliti¢no in protibakterijsko
aktivnostjo. Ker so te glive v okolju izpostavljene nizki vodni aktivnosti na
racun povisanih koncentracij soli, sladkorja ali nizkih temperatur, smo jih
gojili pri standardnih in skrajnih pogojih. Izbrane halofilne vrste, med
katerimi zlasti izstopa rod Wallemia, so pokazale pri rasti na poviSani slanosti
bistveno vecjo hemoliticno in tudi antibakterijsko aktivnost kot ostale, manj
halofilne vrste.

The aim of the present study was to investigate indigenous fungal
communities isolated from hypersaline waters of solar salterns and subglacial
ice, for the production of bioactive compounds under both standard growth
conditions and at high NaCl and sugar concentrations and low growth
temperatures. The results indicate that selected halotolerant and halophilic
species, particularly the halophilic genus Wallemia, showed at increased salt
concentrations a much higher hemolytic and antibacterial activity, than less
halophilic species.

Sepci¢, Kristina, Zalar, Polona, Gunde-Cimerman, Nina. Marine Drugs, 2011,
9 (1): 43-58.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID |2320719

5. [Naslov sto |Ekstremotoleranca pri glivah: evolucija na robu prezivetja.

Objavljeno v

4. |Naslov SLO

ANG

Opis sLo

ANG

Objavljeno v

ANG [Extremotolerance in fungi : evolution on the edge.

Nedavne raziskave so odkrile raznovrstnost gliv, ki naseljujejo stresna
okolja, neprimerna za vecino evkariontskih organizmov. Po pregledu teh
Studij smo predlagali nekaj mehanizmov, ki najverjetneje omogocajo
evolucijske prilagoditve evkariontskim mikroorganizmmom na zivljenje v ledu
in pri visokih koncentracijah soli, ker obstaja med njima presenetljivo velika
podobnost zaradi znacilno nizke vodne aktivnosti. Predlagali smo evolucijske
korake od generalisti¢nih do specialsiti¢nih vrst, kot j npr. rod Wallemia, ki
lahko vodijo tudi do pojavljanja novih glivnih patogenov.

Recent studies have revealed the diversity of fungi that can occur in stressful
environments that are hostile to most eukaryotes. We reviewed these studies
with the purpose of proposing some mechanisms that would allow for the
ANG |evolutionary adaptation of eukaryotic microbial life under extreme
conditions. We propose steps of evolution of generalist species towards the
development of specialists, such as the genus Wallemia, which might even
explain the emergence of novel fungal pathogens.

Gostincar, Cene, Grube, Martin, De Hoog, Sybren, Zalar, Polona, Gunde-
Cimerman, Nina. FEMS Microbiology Ecology, 2010, 71: 2-11.

Tipologija 1.02  Pregledni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (2166607

Opis SLO

Objavljeno v

7. Najpomembnejsi druzbeno-ekonomsko relevantni rezultati projektne skupineQ

Druzbeno-ekonomsko relevantni rezultat

1. [Naslov sLo |Doktorat dr. Cene Gostincar

ANG |Ph.D. thesis dr. Cene Gostincar
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\V/ letu 2009 je uspe$no zakljudil svoje doktorsko usposabljanje GOSTINCAR,
Cene (mentorstvo Gunde-Cimerman) z uspesno bibliografijo 6 znanstvenih
Clankov. Njegovo sodelovanje poteka na tem projektu Se naprej. Doktorska
Opis sLo |disertacija: Populacijske in fizioloSke strategije prezivetja mikrogliv v
ekstremnih okoljih : doktorska disertacija = Population and physiological
survival strategies of microfungi in extreme environments : doctoral
dissertation. Ljubljana: [C. Gostincar], 2009. XI, 163 f., ilustr., pril.

In 2009 GOSTINCAR, Cene (supervisor Gunde-Cimerman) has succesfully
defended his Ph.D. thesis with a successful bibliography of 6 scientific
articles. He is still actively involved in the ongoing research of this project.

ANG Doctoral dissertation: Population and physiological survival strategies of
microfungi in extreme environments, Ljubljana: [C. Gostincar], 2009. XI,
163 f., ilustr.
Sifra D.09 Mentorstvo doktorandom

Doktorska disertacija Cene Gostincar: Populacijske in fizioloSke strategije

prezivetja mikrogliv v ekstremnih okoljih : doktorska disertacija = Population
and physiological survival strategies of microfungi in extreme environments :
doctoral dissertation. Ljubljana: [C. Gostincar], 2009. XI, 163 f., ilustr., pril.

Tipologija 2.08 Doktorska disertacija

COBISS.SI-ID |2126159

Zivljenje na robu: (bio)aktivno prezZivetje osmofilnega rodu Wallemia
(Basidiomycota)

Life at the limits: (bio)active survival of the osmophilic genus Wallemia
(Basidiomycota)

Glive rodu Wallemia predstavljajo posebnost v kraljestvu gliv, saj
kontaminirajo hrano, konzervirano z visokimi koncentracijami soli ali
sladkorja ter naseljujejo naravne ekoloske niSe, za katere je znacilna izrazito
Opis sLo [nizka vsebnost bioloSko dostopne vode. To jim omogocajo razlicne
prilagoditve na nivoju strukture celice in molekularnih mehanizmov. V
predavanju je bil prvi¢ celovito prikazan pregled dosedanjih raziskav, ki so
bile izvedene v okviru raziskovalne skupine.

Fungi of the genus Wallemia represent a curiosity in the fungal kingdom
since they contaminate food, preserved with high concentration of salt or
sugar. They also inhabit natural ecological niches with extremely low

ANG [amounts of biologically available water. Their survival is based on special
adaptations in the cell structure and on molecular mechanisms. This lecture
was the first combined presentation of the research, conducted by our
research group.

Sifra B.04 Vabljeno predavanje

Objavljeno v

2. |Naslov SLO

ANG

Life at the limits: (bio)active survival of the osmophilic genus Wallemia
(Basidiomycota). Avtorji: GUNDE-CIMERMAN, Nina, ZALAR, Polona, DROBNE,
Objavljeno v [Damjana, SEPCIC, Kristina. BARLIC-MAGANIA, Darja (ur.), RASPOR, Peter
(ur.). 4. kongres Slovenskega Mikrobioloskega Drustva z mednarodno
udelezbo, Portoroz, November 2008. zbornik povzetkov. 2008, str. 29.

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

COBISS.SI-ID |25099481

Slanoljubne glive in njihov biotehnoloski potencial. GUNDE-CIMERMAN, Nina,
PLEMENITAS, Ana.

Salt loving fungi and their biotechnological potential. GUNDE-CIMERMAN,
Nina, PLEMENITAS, Ana.

Halofilne glive, ki naseljujejo izjemno slana okolja, so na zivljenje v taksnih
okoljih prilagojene na ravni celicne strukture in procesov. Preucevanje
molekularnih mehanizmov pri modelnih halofilnih organizmih kot so Hortaea
werneckii in Wallemia ichthyophaga ter odkritje klju¢nih genov/proteinov, ki
pri adaptaciji sodelujejo, nam odpira pot za izboljSanje tolerance na sol pri
biotehnoloSko pomembnih glivah in transgenih rastlinah.

3. |Naslov SsLO

ANG

Opis SLO

Halophilic fungi that inhabit extremely saline environments are well-adapted
to life in these environments on the level of their cell structure and

anG [processes. Studies of molecular mechanisms in the model halophilic
organisms such as Hortaea werneckii in Wallemia ichthyophaga and
discovery of the key enzymes/proteins involved in osmoadaptation pave the
way to the improvement of the osmotolerance of biotechnologically
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| important fungi and transgenic plants.
Sifra B.05 Gostujoci profesor na institutu/univerzi

VVabila razposlana po univerzi. [predavanje na Instituut voor Plantkunde en
Microbiologie, Haverlee, 18. april 2008]

Tipologija 1.06 Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci (vabljeno predavanje)
COBISS.SI-ID |1869903

4. [Naslov sLo |0zmofilni rod Wallemia - aktivni prebivalci morskih solarnih solin.
Osmophilic fungal genus Wallemia - active inhabitants of marine solar
salterns.

Najbolj halofilni rod gliv Wallemia, ki naseljuje izjemno slana okolja, je na
Zivljenje v tem okolju prilagojen na ravni ekologije, morfologije, fiziologije,
celicne strukture in molekularnih mehanizmov. Preucevanje teh organizmov
in odkritje klju¢nih genov/proteinov, ki pri adaptaciji sodelujejo, nam odpira
pot za izboljSanje tolerance na sol pri transgenih, biotehnolosko pomembnih
kvasovkah in rastlinah.

The most halophilic fungal genus Wallemia, that inhabits hypersaline
environments, is adapted to life at hypersaline conditions on the level of
ecology, morphology, physiology, cell structure and molecular mechanisms.
Investigation of these organisms and discovery of key genes/proteins,
involved in adaptation, opens the possibility for improvement of salt
tolerance in biotechnologically important transgenic yeasts and plants.

Sifra B.04 Vabljeno predavanje

GUNDE-CIMERMAN, Nina, ZALAR, Polona, DROBNE, Damjana, SEPCIC,
Kristina. Osmophilic fungal genus Wallemia - active inhabitants of marine
solar salterns. TURK, Valentina (ur.), TURK, Samo (ur.). SAME 11 - The 11th
Symposium on Aquatic Microbial Ecology, August 30 - September 04 2009,

Piran, Slovenia. Abstract book. Piran: National Institute of Biology, Marine
Biology Station, 2009, str. 39.

Tipologija 1.06 Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci (vabljeno predavanje)
COBISS.SI-ID |26227417

5. [Naslov sLo [Glive v ekstremnih okoljih ali ekstremofilne glive?

Objavljeno v

ANG

Opis sLo

ANG

Objavljeno v

ANG [Fungi in extreme environments or extremophilic fungi?

Vabljeno predavanje na svetovnem kongresu za halofilne mikroorganizme
2010. Na osnovi opisane biodiverzitete ekstremofilnih gliv, ki naseljujejo
skrajno slana okolja, smo predlagali nekaj mehanizmov, ki omogocajo
evolucijske prilagoditve pri teh skrajnih pogojih. Predlagali smo tri nove
evkariontske modelne organizme za raziskave na molekularnem nivoju, ki
med drugim obsegajo specialsiticno vrsto Wallemia ichthyophaga.

Invited lecture at the world congress Halophiles 2010. Our investigations
have revealed the diversity of fungi which populate hypersaline
environments. We were able to suggest some common adaptive mechanisms
and three new eukaryotic model organisms for investigations on the
molecular level, which also include the specialist species Wallemia
ichthyophaga.

Sifra B.04 Vabljeno predavanje

Opis sto

ANG

Gunde-Cimerman, Nina, Gostincar, Cene, Kralj Kunci¢, Marjetka, Zajc, Janja,
Zalar, Polona, Plemenitas, Ana. Fungi in extreme environments or
extremophilic fungi? V: Halophiles 2010 : life in saline environments. Beijing:
[s.n.], 2010, 20.

Tipologija 1.06 Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci (vabljeno predavanje)
COBISS.SI-ID |27464409

Objavljeno v

8. Drugi pomembni rezultati projetne skupine®

Sodelavci pri projektu sodelujejo v urednistvu mednarodnih revij iz podroc¢ja mikrobiologije oz.
mikrobiologije ekstremnih okolij. N. Gunde — Cimerman sodeluje v uredniSkem odboru
mednarodne revije FEMS Microbiology Letters, kjer pokriva podrocje ekstremofilnih gliv in
medicinsko pomembnih gob, A. Plemenitas pa sodeluje v uredniSkem odboru mednarodne
revije Saline systems, kjer pokriva podrocje molekularnih adaptacij pri halofilnih glivah.
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Tako N. Gunde - Cimerman kot A. Plemenitas sta bili plenarni predvateljici na svetovnem
kongres Halophiles 2010 (junij 2010 v Pekingu), kjer sta predstavili tudi delo, ki je potekalo v
okviru raziskovalnega projekta.

Vodenje Infrastrukturnega centra Mycosmo v okviru MRIC UL 2009-2014

Gunde-Cimerman Nina je vodja infrastrukturnega centra MYCOSMO, ki

vkljuCuje gensko banko ekstremofilnih gliv (Ex), edino tovrstno gensko banko na svetu. Ex je
poleg MZKI edina slovenska zbirka, ki je vklju¢ena v Evropsko zdruzenje za mikrobioloske
zbirke ECCO in v Svetovno zdruzenje za mikrobioloske zbirke WFCC. Genska banka aktivno
sodeluje s sorodnimi tujimi institucijami, zlasti z Zbirko biotehnolosko pomembnih gliv na
Institutu za biotehnologijo Danske tehni¢ne univerze DTU v Lyngbyju (prof. J. Frisvad) in z
zbirko gliv CBS na Nizozemskem (prof. G. S. de Hoog).

http://www.uni-lj.si/files/UL]/userfiles/ulj/razis_razv_projekti/MRIC/Infrastrukturni%
20centri.pdf

Center odli¢nosti CipKe Bip.

9. Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupineg

9.1. Pomen za razvoj znanosti:®
sLo

Glivni rod Wallemia je do leta 2005 obsegal eno samo vrsto, W. sebi, ki je bila znana kot
kontaminant hrane, konzervirane z visokimi koncentracijami soli ali sladkorja, in kot
povzrocitelj pljunega alergicnega obolenja, znanega kot bolezen kmetov. L. 2005 smo opisali
tri vrste: W. sebi, W. muriae in W. ichthyophaga ter razresili filogenetsko pozicijo rodu, kar je
omogocilo v okviru projekta preucevanje naravne ekologije posamezne vrste in povezavo s
kontaminacijo hrane. Za znanost posebej pomembno je odkritje, da sevi doslej izjemno redke
vrste W. ichthyophaga naseljujejo vodo, bogato z MgCl2, ki je do zdaj veljala za »sterilno«
okolje. Sevi so ekstremno kaofilni, saj rastejo celo na gojis¢ih z 2.3 M MgCI2. Pred tem
odkritjem so bile znane le posamezne vrste bakterij, sposobne rasti na 1.5 M MgCl2. Ugotovili
smo tudi, da hrane ne okuzujejo tri Ze znane vrste rodu Wallemia, temvec Se neopisan
kompleks vrst W. aff. sebi. Nasli smo tudi novo vrsto Wallemia sp., ki filogenetsko predstavlja
vezni ¢len med W. ichthyophaga in bolj sorodnima vrstama W. sebi in W. muriae.

Preliminarno smo ugotovili, da vse tri vrste rodu Wallemia sintetizirajo neznan hemoliti¢en
metabolit, katerega koncentracija se spreminja v odvisnosti od vodne aktivnosti okolja in je
velikega pomena za zdravje ljudi oz. za Zivilsko predelovalno industrijo. Za znanost novo je
dejstvo, da imajo povecano hemoliti¢no aktivnost pri visoki slanosti tudi druge halofilne in
halotolerantne vrste gliv, izolirane iz solin. Pri vrsti W. sebi je bila za hemoliti¢no aktivnost
odgovorna mesSanica sterolov in dolgoveriznih mascobnih kislin, ki se kot detergenti vrinejo v
membrane eritrocitov in jih tako hemolizirajo.

Vrsta W. ichthyophaga je najbolj halofilen evkariontski organizem opisan doslej, saj ne raste, Ce
v gojis¢u ni dodane vsaj 10% NaCl, in zato predstavlja pomemben nov modelni organizem za
raziskave adaptacij na zivljenje v izjemno slanem okolju. W. ichthyophaga se prilagaja na
nivoju morfologije z rastjo v obliki meristematskih skupkov, na nivoju celi¢ne stene z izjemno
odebelitvijo in vecplastnostjo, na nivoju membran pa s spreminjanjem sestave in fluidnosti. Pri
visokih slanostih celice W. ichthyophaga vzdrzujejo nizko vsebnost intracelularnih ionov, razlike
v turgorskih pritiskih pa uravnavajo s sintezo kompatibilnih topljencev, predvsem glicerola.
Identificirali smo tudi doloCene diferencialno izrazene gene, zlasti gen za encim glicerol-3-fosfat
dehidrogenazo, ki s heterolognim vnosom v pivsko kvasovko bistveno poveca njeno toleranco
na sol. Preucevanje ekstremofilnih adaptacij je botrovalo vkljucitvi v center odli¢nosti CipKeBip,
v okviru katerega poteka kot pomemben del dejavnosti proucevanje proteinov ekstremofilnih
gliv. Sodelavci projekta z BF in MF (oboje UL) smo priCeli aktivnosti, ki bodo vodile do dolocCitve
genomskega in transkriptomskega zaporedja W. ichthyophaga. To je eden od treh genomskih
projektov, vodenih v nasi skupini. Projekti predstavljajo prvo sekveniranje genoma katerekoli
ekstremno halotolerantne ali halofilne glive v svetovnem merilu in hkrati prve projekte
sekveniranja evkariontskih genomov, ki jih vodijo raziskovalci iz Slovenije. Projekt doloCevanja
genomskega in transkriptomskega (pri treh razli¢cnih koncentracijah soli) zaporedja W.
ichthyophaga poteka v sodelovanju s kitajskim institutom BGI. Zbrani podatki bodo s pomocjo
primerjalne genomike pomagali pri razumevanju izjemne tolerance na sol pri W. ichthyophaga.
Kon¢ni namen teh raziskav je pridobitev transgenih kvasovk in rastlin, prilagojenih na ozmotske
(slanostne) strese. Halotolerantne kvasovke so namre¢ pomembne pri razli¢nih industrijskih
procesih, pri katerih so prisotne povisane koncentracije soli (npr. fermentacije v Zivilski
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industriji, produkcija bioetanola iz odpadnih surovin), halotolerantne rastline pa predstavljajo
potencialno resitev problema narascajocega globalnega zasoljevanja kmetijskih povrsin.

ANG

Until 2005, the fungal genus Wallemia contained only one species, W. sebi, known as a
contaminant of food preserved with high concentrations of salt or sugar and as the causative
agent of allergic farmers' lung disease. In 2005, we described three species: W. sebi, W.
muriae and W. ichthyophaga and resolved the phylogenetic position of the genus Wallemia,
which enabled unraveling of the natural ecology of individual species and their relation to food.
Particularly important for science is the discovery that W. ichthyophaga populates waters rich
with MgCl2, so far considered as »sterile«. Strains are extremely chaophilic, since they can
grow even on media with 2.3 M MgCI2. Before this discovery only a few species of bacteria
were known as being able to grow on 1.5 M MgCI2. We have also discovered that the three
known species are not food-borne. It appears that food is contaminated by a so far undescribed
complex of species W. aff. sebi. Additionally, a new species Wallemia sp. was found, which
represents the phylogenetically missing link between W. ichthyophaga and the more related
species W. sebi and W. muriae.

Our preliminary results showed that all three species of the genus Wallemia synthesize an
unknown haemolytic metabolite, more pronounced at low water activity, of great importance
for human health and food-processing industry. Also other tested halophilic and halotolerant
species of fungi, isolated from salterns, show haemolytic activity at increased salt
concentrations. In W. sebi, the haemolitic activity was due to a mixture of sterols and long
chain fatty acids that acted as detergents on membranes of erythrocytes.

W. ichthyophaga is so far the most halophilic eukaryotic microorganism known to date, since it
does not grow without at least 10% of NaCl in the medium. It represents an important new
model organism for investigations of adaptations to life at high salinity. W. ichthyophaga adapts
on the level of cell morphology by growing as meristematic clumps, on the level of cell wall with
extreme thickening and multi-layered structure, on the level of membranes by changing its
composition and fluidity. At high salinities, the cells of W. ichthyophaga maintain low
intracellular ion content and they counteract differences in osmotic pressure by the synthesis of
compatible solutes, particularly glycerol. We have identified some differentially expressed
genes, such as the enzyme glycerol-3-phosphate dehydrogenase. When we heterologously
introduced it into brewers' yeast, we significantly increased its tolerance to salt. Research of
extremophilic adaptations in fungi contributed to the involvement into a new Center of
excellence CipKeBip. One of its main activities is the investigation of proteins of extremophilic
fungi. Collaborators of the project have started activities, which will lead to the determination of
genomic and transcriptomic sequences of W. ichthyophaga. This represents one of the three
genome projects lead by our group. The three projects represent the first sequencing of
genome of any extremely halotolerant or halophilic fungus on a global scale and at the same
time the first projects of sequencing of an eukaryotic genome lead by Slovenian scientists. The
determination of genomic and transcriptomic sequences (at three different salt concentrations)
of W. ichthyophaga is conducted with the Chinese institute BGI. Collected data, with the help of
comparative genomics, will help in our understanding of the extreme tolerance to salt in W.
ichthyophaga. The final intention is to acquire transgenic yeasts and plants, adapted to osmotic
(saline) stress. Halotolerant yeasts are important in different industrial processes, which are
characterized by elevated concentrations of salt, such as fermentations in food industry,
production of bioethanol from waste materials, while halotolerant plants represent the potential
solution to global salinization of agricultural soil.

9.2. Pomen za razvoj SlovenijeH
sLo

V prihodnjih letih bo najverjetneje prislo do klimatskih sprememb, ki bodo vodile k povisanim
temperaturam, susi, posledicnemu namakanju in zasoljevanju prsti. Kmetijske povrsine
razli¢nih podrocij sveta, ki se nahajajo v toplejSem podnebnem pasu, so vsak dan bolj zasoljene
(npr. Indija, Kitajska), s spremembo klime pa lahko pricakujemo zasoljevanje tudi v zmernih
podnebnih pasovih, vklju¢no s Slovenijo. Raziskave prilagoditev halofilnih gliv so pomembne za
razvoj tolerance na povecano slanost in suso industrijsko pomembnih kvasovk in rastlin,
prinesle bodo tudi pomembne nove informacije in znanje. Pomen tega podrocja je razviden tudi
iz podpisa skupnega projekta med Slovenijo in Kitajsko (BGI institut), v okviru katerega bo
poteklo prvo sekveniranje genoma katerekoli halofilne glive v svetovhem merilu in hkrati prvi
projekt sekveniranja evkariontskih genomov, ki ga vodijo raziskovalci iz Slovenije. Zbrani
podatki bodo s pomocjo primerjalne genomike pomagali pri razumevanju izjemne tolerance na
sol pri W. ichthyophaga. Pomen raziskav ekstremofilnih gliv za razvoj Slovenije je bil dodatno
potrjen z vkljuditvijo v novo ustanovljeni Center odli¢nosti za integrirane pristope v kemiji in
biologiji proteinov CipKeBIP, kjer je ena od treh glavnih usmeritev preucevanje proteinov
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ekstremofilnih mikroorganizmov, in z organizacijo dveh mednarodnih srecanj: Black yeast
conference pod okriljem ISHAM maja 2010 v Ljubljani in 4th Polar and Alpine Microbiology
Conference septembra 2011 v Ljubljani. Aktualnost raziskav ekstremofilnih gliv izpricuje tudi
dejstvo, da so bili rezultati projekta predstavljeni na razlicnih mednarodnih forumih in
konferencah, v obliki vabljenih plenarnih predavanj (5), vabljenih predavanj (5) in postrov (2),
ki so vsi promovirali dosezke slovenske znanosti.

Sevi gliv (60), ki so bili izolirani tekom raziskave, so bili vkljuceni v gensko banko
ekstremofilnih gliv (EX) v okviru Infrastrukturnega centra Mycosmo. Z vkljucitvijo v gensko
banko so sevi iz tezko dostopnih ekoloskih niS gensko banko pomembno obogatili in postali na
razpolago tako domaci kot tuji znanstveni srenji in industriji. Pomemben dosezek predstavljajo
novi izolati doslej izjemno redke vrste W. ichthyophaga in odkritje novih vrst znotraj rodu
Wallemia. Ker so glive rodu Wallemia mikotoksi¢ne kontaminante hrane, konzervirane z
visokimi koncentracijami soli in sladkorja, je ugotovitev, da hrano okuzujejo doslej neopisane
vrste, Se zlasti pomembna. Sevi teh novih vrst so zaenkrat shranjeni izklju¢no v slovenski
genski banki EX. Preliminarna ugotovitev, da tri opisane vrste rodu Wallemia sintetizirajo
hemolitiCen metabolit, je pomembna za slovensko in mednarodno Zzivilsko industrijo, ki se
sreCuje z omenjenimi kontaminacijami. Prisotnost tega metabolita je bila tekom projekta
ugotovljena tudi pri drugih halofilnih in halotolerantnih glivah, ki prav tako okuzujejo hrano in
izgleda predstavlja prilagoditev gliv na rast pri slanih pogojih.

V okviru projekta so se izobrazevali mladi raziskovalci, sodelovali pa so tudi diplomanti. Iz
tematike projekta sta bila v lanskem letu zakljuCena dva doktorata (dr. Cene Gostincar in dr.
Marjetka Kralj Kuncic) ter stiri diplome. Trenutno Se poteka delo na eni doktorski disertaciji, ki
bo zakljuena v letu 2011. Sodelavci projekta so znanje prenesli tudi Studentom pri predavanjih
razli¢nih predmetov na Univerzi v Ljubljani, saj je vec sodelavcev projekta habilitiranih in
sodeluje pri pedagoskih procesih razli¢nih studijskih smeri.

ANG

In the future years, most probably climatic changes will occur that will lead to increased
temperatures, drought, consequential irrigation and soil salinisation. Agricultural land in
different parts of the world located in warmer climatic zones, such as China and India, are
being increasingly salinized. With climatic change, we can expect salinisation of land also in
more temperate zones, such as in Slovenia. Investigations of adaptations of halophilic fungi are
thus important for the development of tolerance to salt and drought of industrially important
yeasts and plants and for the acquirement of new information and knowledge. The importance
of this field was proved by signing a common project between Slovenia and China (BGI
institute). Within its framework, the first sequencing ever of a genome of a halophilic fungus
will be performed on the global basis. This will also be the first project of sequencing of an
eukaryotic genome that will be conducted by Slovenian scientists. The assembled data analyzed
with the aid of comparative genomics will help us to understand the exceptional tolerance to
salt of W. ichthyophaga. The importance of research of extremophilic fungi for the development
of Slovenia has been additionally confirmed also by joining the newly established Center of
Excellence for integrated approaches in chemistry and biology of proteins CipKeBIP. One of the
main areas of research within the Center is the investigation of proteins from extremophilic
microorganisms. Another evidence of actuality are the organization of two international
conferences: Black yeast conference under the auspices of ISHAM in May 2010 in Ljubljana,
Slovenia and the 4th Polar and Alpine Microbiology Conference in September 2011 in Ljubljana,
Slovenia. The importance of research of extremophilic fungi is also evident by presentation of
results of the project at different international forums and conferences, as plenary lectures (5),
invited lectures (5) and posters (2), which all promoted achievements of Slovenian scientists.
Strains of fungi that were isolated during the research project (60) have been included in the
gene bank of Extremophilic fungi (EX), within the Infrastructural Centre Mycosmo. With the
inclusion of the strains originating from habitats that are difficult to access into the gene bank,
the gene bank was importantly enriched, and strains became available to the scientific and
industrial community. An important achievement represent isolates of the so far extremely rare
species W. ichthyophaga and the discovery of new species within the genus Wallemia. Strains
of these new species are so far preserved exclusively in the Slovene gene bank EX. Since fungi
of the genus Wallemia are mycotoxic contaminants of food preserved with high concentrations
of salt and sugar, the finding that food-borne species are still undescribed is particularly
important. The finding that fungi of the genus Wallemia are able to synthesize a haemolytic
metabolite (s) is important for Slovenian and for international food industry. The synthesis of
this metabolite has been discovered during the project also in other halophilic and halotolerant
food-borne fungi. It appears that it represents an adaptation of fungi to hypersaline conditions.
Several young researchers and undergraduate students were involved in the project. Two
doctoral theses (dr. Cene Gostincar and dr. Marjetka Kralj Kunci¢) and 4 diploma theses have
been successfully completed. Another Ph.D. thesis will be completed this year. Since several
collaborators of the project are habilitated at the University of Ljubljana, they were able to
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transfer their knowledge to undergraduate and graduate students also during lectures and

practical courses.

10. Samo za aplikativne projekte!

Oznacite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri aplikativhem projektu, katere

konkretne rezultate ste dosegli in v kaksni meri so dosezeni rezultati uporabljeni

Cilj

F.01 |Pridobitev novih prakti¢nih znanj, informacij in vescin
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat | ~I

Uporaba rezultatov ]

=

F.02 |Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Zastavljen cilj OpA ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.03 |Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov ]

F.04 |Dvig tehnoloske ravni

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov

=

F.05 [Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja

P

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ]

=l

Uporaba rezultatov

=

F.06 [Razvoj novega izdelka

Zastavljen cilj Opa ONE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov ]

=l

F.07 [IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov

F.08 [Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj Opa OONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.09 [Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije
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Zastavljen cilj

O pAa ONE

Rezultat

| =l

Uporaba rezultatov

| =]

F.10

IzboljSanje obstojecCega tehnoloskega procesa

oz. tehnologije

Zastavljen cilj

O pA ONE

Rezultat

| =l

Uporaba rezultatov

| =

F.11

Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj

O pA ONE

Rezultat

| =

Uporaba rezultatov

| =l

F.12

IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj

O paA ONE

Rezultat

| =]

Uporaba rezultatov

| =l

F.13

Razvoj novih proizv

odnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj

O pA ONE

Rezultat

| =l

Uporaba rezultatov

| =

F.14

IzboljSanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih

procesov

Zastavljen cilj

-~

O pA ONE

Rezultat

| =]

Uporaba rezultatov

| =l

F.15

Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

O pA ONE

Rezultat

| =l

Uporaba rezultatov

| =

F.16

IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

O pA O NE

Rezultat

| =

Uporaba rezultatov

| =l

F.17

Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso

Zastavljen cilj

O pA ONE

Rezultat

| =

Uporaba rezultatov

=

F.18

Posredovanje novih
konference)

znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,
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Rezultat ’ _[
Uporaba rezultatov ] _[

F.19 |Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat | 4|
Uporaba rezultatov ] _[

F.20 |Ustanovitev novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj O bA ONE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _l

F.21 |Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat | ~|
Uporaba rezultatov ] _[

F.22 |Izboljsanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
Zastavljen cilj O pa OONE
Rezultat ] _I
Uporaba rezultatov ] _[

F.23 [Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj O bpa ONE
Rezultat ] _l
Uporaba rezultatov ] _[

F.24 Izl3_o|j§anje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih
resitev
Zastavljen cilj Opa ONE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[

F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O pA O NE
Rezultat | 4|
Uporaba rezultatov ] _[

F.26 |Izboljsanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _l

F.27 |Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dedisc¢ine
Zastavljen cilj O bpa ONE
Rezultat ] ~|
Uporaba rezultatov
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F.28

Priprava/organizacija razstave

Zastavljen cilj

-~

O pA ONE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.29

Prispevek k razvoju

nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj

O pA ONE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

F.30

Strokovna ocena stanja

Zastavljen cilj

O pA ONE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

F.31

Razvoj standardov

Zastavljen cilj

O pA ONE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.32

Mednarodni patent

Zastavljen cilj

O paA ONE

Rezultat

=l

Uporaba rezultatov

=

F.33

Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj

O pa ONE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=

F.34

Svetovalna dejavno

Zastavljen cilj

O paA ONE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=

F.35

Drugo

Zastavljen cilj

O pa ONE

Rezultat

Uporaba rezultatov

Komentar

11. Samo za aplikativnhe projekte!
Oznacdite potencialne vplive oziroma ucinke vasih rezultatov na navedena podrocja
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Vpliv N_i Majl'!en Sred_nji Velik
vpliva | vpliv vpliv vpliv
G.01 Razvoj visoko-solskega izobrazevanja
G.01.01. |Razvoj dodiplomskega izobrazevanja| O O O O
G.01.02. |Razvoj podiplomskega izobrazevanja| O O O O
G.01.03. |Drugo: O O O O
G.02 Gospodarski razvoj
60201 |t etoritev na tgu © o |9 ]¢
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov O @] O O
G.02.03. |Zznizanje strogkov proizvodnje O O O O
G.02.04. f_gg{fj”ie porabe materialov in O O O O
G.02.05. |Razsiritev podro¢ja dejavnosti o O o o
G.02.06. |Vedja konkurenéna sposobnost @] C C C
G.02.07. |Vegji delez izvoza @] @] @] @]
G.02.08. [Povelanje dobicka @] @] @] @]
G.02.09. [Nova delovna mesta @] @] O O
G.02.10. ZD(_;’;%Silzeonbi;aZbe”e strukture O O O O
G.02.11. [Nov investicijski zagon @] @] @] @]
G.02.12. |Drugo: C C C C
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. Tehnoloék_a razsiritev/posodobitev O O O O
dejavnosti
603,02, |[EmoloEo prestrukturran olo | o] c
G.03.03. [Uvajanje novih tehnologij @] @] @] @]
G.03.04. |Drugo: @] @] @] @]
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja O O O O
G.04.02. |Izboljdanje vodenja in upravljanja @] @] @] @]
G.04.03. -Izb-oljéanje delovanja administracije ®) '®) '®) '®)
in javne uprave
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti @] @] @] @]
G.04.05. [Razvoj civilne druzbe @] @] @] @]
G.04.06. |Drugo: @] @] @] @]
Ohranjanje in razvoj nacionalne N ~ N ~
G.05. naravne in kulturne dediséine in O O
identitete
G.06. Varov_anje okolja in trajnostni ®) '®) '®) '®)
razvoj
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
6.07.01. | Ifermacisko-komunikaciska olo|o|o
G.07.02. |[Prometna infrastruktura C € C L 4
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G.07.03. |Energetska infrastruktura

G.07.04. |Drugo: O O

Varovanje zdravja in razvoj

G.08. zdravstvenega varstva
G.09. Drugo: O O
Komentar

12. Pomen raziskovanja za sofinancerje, navedene v 2. to¢ki 12

1. | sofinancer

Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje
trajanja projekta je znasala:

EUR

Odstotek od utemeljenih stroskov projekta:

%

Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja

Sifra

1.

Komentar

Ocena

2. | sofinancer

Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje
trajanja projekta je znasala:

EUR

Odstotek od utemeljenih stroskov projekta:

%

Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja

Sifra

1.

Komentar

Ocena
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3. | sofinancer
Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje EUR
trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
1.
2.
3.
4,
5.
Komentar
Ocena
C. IZJAVE

Podpisani izjavljam/o, da:

e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnicni in to¢ni

e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za
potrebe ocenjevanja, za objavo 6., 7. in 8. tocke na spletni strani http://sicris.izum.si/ ter
obdelavo teh podatkov za evidence ARRS

e so vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki

e so z vsebino zaklju¢nega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta

Podpisi:

Nina Gunde-Cimerman in

podpis vodje raziskovalnega projekta zastopnik oz. pooblas¢ena oseba RO
Kraj in datum:  |Ljubljana |[21.4.2011

Oznaka porocila: ARRS-RPR0OJ-ZP-2011-1/161

! zaradi spremembe klasifikacije druzbeno ekonomskih ciljev je potrebno v porocilu opredeliti druzbeno ekonomski cilj
po novi klasifikaciji. Nazaj

2 samo za aplikativne projekte. Nazaj

3 Napisite kratko vsebinsko porocilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite klju¢ne
ugotovitve, znanstvena spoznanja ter rezultate in udinke raziskovalnega projekta. Najve¢ 18.000 znakov vklju¢no s
presledki (priblizno tri strani, velikosti pisave 11). Nazaj

4 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najvec 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikosti pisave 11).
Nazaj

Sv primeru bistvenih odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil zapisan v
predlogu raziskovalnega projekta oziroma v primeru sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine v
zadnjem letu izvajanja projekta (obrazlozitev). V primeru, da sprememb ni bilo, to navedite. Najvec¢ 6.000 znakov
vkljuéno s presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj
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6 Navedite najve pet najpomembnejsih znanstvenih rezultatov projektne skupine, ki so nastali v ¢asu trajanja
projekta v okviru raziskovalnega projekta, ki je predmet porocanja. Za vsak rezultat navedite naslov v slovenskem in
angleskem jeziku (najvec 150 znakov vklju¢no s presledki), rezultat opisite (najve¢ 600 znakov vklju¢no s presledki) v
slovenskem in angleSkem jeziku, navedite, kje je objavljen (najvec 500 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezno
Sifro tipa objave po Tipologiji dokumentov/del za vodenje bibliografij v sistemu COBISS ter napisite ustrezno
COBISS.SI-ID stevilko bibliografske enote.

Navedeni rezultati bodo objavljeni na spletni strani http://sicris.izum.si/.

PRIMER (v slovenskem jeziku):

Naslov: Regulacija delovanja beta-2 integrinskih receptorjev s katepsinom X;

Opis: Cisteinske proteaze imajo pomembno vlogo pri nastanku in napredovanju raka. Zadnje Studije kazejo njihovo
povezanost s procesi celichega signaliziranja in imunskega odziva. V tem znanstvenem ¢lanku smo prvi dokazali...
(najvec 600 znakov vklju¢no s presledki) y

Objavljeno v: OBERMAJER, N., PREMZL, A., ZAVASNIK-BERGANT, T., TURK, B., KOS, J.. Carboxypeptidase cathepsin
X mediates B2 - integrin dependent adhesion of differentiated U-937 cells. Exp. Cell Res., 2006, 312, 2515-2527, JCR
IF (2005): 4.148

Tipopologija: 1.01 - Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID: 1920113 Nazaj

7 Navedite najvec pet najpomembnejsih druzbeno-ekonomsko relevantnih rezultatov projektne skupine, ki so nastali v
Casu trajanja projekta v okviru raziskovalnega projekta, ki je predmet porocanja. Za vsak rezultat navedite naslov
(najvec 150 znakov vkljucno s presledki), rezultat opisite (najvec 600 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezen
rezultat, ki je v Sifrantu raziskovalnih rezultatov in uginkov (Glej: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/sif-razisk-
rezult.asp), navedite, kje je rezultat objavljen (najve¢ 500 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezno Sifro tipa
objave po Tipologiji dokumentov/del za vodenje bibliografij v sistemu COBISS ter napisite ustrezno COBISS.SI-ID
Stevilko bibliografske enote.

Navedeni rezultati bodo objavljeni na spletni strani http://sicris.izum.si/. Nazaj

8 Navedite rezultate raziskovalnega projekta v primeru, da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v to¢kah 6 in 7
(npr. ker se ga v sistemu COBISS ne vodi). Najvec¢ 2.000 znakov vklju¢no s presledki. Nazaj

9 pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet poro¢anja. Nazaj

10 Najved 4.000 znakov vkljuéno s presledki Nazaj
1 Najvec 4.000 znakov vkljucno s presledki Nazaj
12 Rubrike izpolnite/prepisite skladno z obrazcem "Izjava

sofinancerja" (http://www.arrs.gov.si/sl/progproj/rproj/gradivo/), ki ga mora izpolniti sofinancer. Podpisan obrazec
"Izjava sofinancerja" pridobi in hrani nosilna raziskovalna organizacija - izvajalka projekta. Nazaj
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