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Uporabnost metode na osnovi DNA za razlikovanje med cianobakterijami + Bakteriologija in genetika

Uporabnost metode na osnovi DNA

za razlikovanje med cianobakterijami
Evgenija Burger, Lucija Marzel Djuranovic in Luka Petravic

Cianobakterije so najstarejsi fotosintetski
mikroorganizmi. Z ekoloskega vidika so ze-
lo pomembne, zato je poznavanje prisotnosti
cianobakterij v okoljskih vodah klju¢no za
razumevanje naravne flore, ki nas obdaja.
Ker je lahko klasi¢na morfoloska analiza za
doloc¢evanje vrst zavajujoca, smo se odlo¢ili
oceniti uporabnost molekularnih metod za
razlikovanje cianobakterij.

Kaj so cianobakterije?

Cianobakterije so predhodnice zelenih alg,
ki so pred 2,3 milijarde let s fotosintezo
omogocile razvoj danasnjega ozraja. Naj-
demo jih skoraj v vseh vrstah Zivljenjskih
prostorov, tudi v skrajno neprijaznih razme-
rah (na primer v vro¢ih vrelcih, na polarnih
obmogjih ...). Ob povecani vsebnosti hra-
nilnih snovi v vodi se cianobakterije mo¢no
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namnozijo. Pojav imenujemo cvetenje voda
in ima lahko katastrofalni vpliv na okolje.
Cvetenje pomeni ekoloski problem za vse
v vodi Zivele organizme, saj se za aerobni
razkroj odmrlih cianobakterijskih cvetov
porabljajo velike koli¢ine kisika, tega pa
posledi¢no primanjkuje ostalim vodnim or-
ganizmom, kar vodi do njihovega pogina.
Razli¢ni cianobakterijski cvetovi se poja-
vljajo od poletja do zime. Cvetenja sposobne
cianobakterije lahko izlo¢ajo cianotoksine.
Ti sodijo med najmoénejse ¢loveku poznane
strupe, ki so nevarni tudi za njegovo zdrav-
je. Vrednost LDs() enega izmed najmocnej-
§ih cianotoksinov je 8 mikrogramov na kilo-
gram telesne mase, medtem ko je vrednost
LDs5p za modrasov toksin na primer 21
mikrogramov na kilogram telesne mase. V
Braziliji je leta 1993 zaradi kopicenja ciano-
toksinov zdravnisko pomoc¢ iskalo priblizno
dva tiso¢ ljudi, umrlo pa jih je 88.

Pojav cvetenja voda je v Sloveniji najbolj
poznan na Blejskem jezeru, kjer je mocno
prisotna cianobakterijska vrsta Planktothrix
rubescens. Cvetenje je opazno kot rdece-vi-
joli¢ni film na gladini jezera, kjer se ciano-
bakterije zadrZujejo, saj jim izpostavljenost
svetlobi omogoca udinkovitej$o fotosintezo.

Prepoznavanje cianobakterij

Cianobakterije so velike od 0,2 mikrometra
do 200 mikrometrov, zato se pri njihovem
prepoznavanju strokovnjaki opirajo pred-
vsem na mikroskopsko analizo glede na nji-
hov videz, vendar pa so si lahko cianobakte-
rije pod mikroskopom, sploh
svetlobnim, zelo podobne. Za
dovolj veliko natanénost po-
trebujemo zelo zmogljiv mi- o
kroskop, analiza pa zahteva

Prikaz mest vzorcenja na Dolenjskem.
Z rdeco so ozgnaceni vzorci, katerim
smo dolocili nukleotidno zaporedje, z
modro pa ie vsi ostali (vzorec 3 je bil

odvzet iz akvarija).

veliko znanja in izkusenj. Ker pa je natané-
no prepoznavanje cianobakterij pomembno
ne le zaradi vse vedje onesnazenosti vodnih
teles in posledi¢no obseznih cianobakterij-
skih cvetov, ampak tudi zaradi njihove ra-
stole priljubljenosti v biotehnologki upora-
bi, se metode prepoznavanja preusmerjajo v
uporabo natanénej$ih molekularnih metod.
Med njimi je najpomembnejsa analiza nu-
kleotidnih zaporedij, ki predstavlja obetavno
alternativo za prepoznavanje, saj se nukleo-
tidna zaporedja na nekaterih delih kromoso-
mov dovolj razlikujejo, da lahko na podlagi
zaporedja ugotovimo, kateremu organizmu
zaporedje pripada. Zaradi opisane proble-
matike smo se tudi sami usmerili v razisko-
vanje uporabne vrednosti tovrstnih moleku-
larnih metod, ki bi omogocale zanesljivejse
prepoznavanje cianobakterij. Pri tem smo
se osredotocili na kromosomski regiji 16 S
(standardna regija za genotipsko analizo) in
ITS-1, ki je $e bolj raznolika in omogoca
razlikovanje med sevi iste vrste. Ta regija
namre¢ nima pomembne vloge pri prezive-
tju cianobakterij, zato se je v evoluciji hitreje
spreminjala. Molekularno analizo opravimo
s pomnoZevanjem izbranih genomskih regij
z metodo PCR, ¢emur pogosto sledi analiza
dolzine restrikcijskih fragmentov, lahko pa
dolo¢imo tudi nukleotidna zaporedja.

Postopek dela

Zeleli smo analizirati okoljske vode, zato
smo delo priceli z odvzemom vzorcev iz vo-
dnih teles predvsem na obmo¢ju Dolenjske
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(okolica Novega mesta, Dolenjskih Toplic
ter Kostanjevice na Krki), pa tudi na ob-
modju osrednje Slovenije (Koseski bajer) in
Blejskega jezera. Vzorce smo po odvzemu
shranili v temen in hladen prostor. Pri tem
smo si prizadevali, da smo jih v ¢im krajsem
Casu prefiltrirali in zbrane celice do uporabe
zamrznili. Sledila je izolacija DNA. Ker ni-
smo v strokovni literaturi zasledili nobenega
protokola, ki bi bil hkrati varen, u¢inkovit
in dovolj preprost za izvedbo v osnovno
opremljenem laboratoriju, smo ga pripravi-
li sami. Posvetili smo se predvsem liziranju
celic, saj ima to najvedji vpliv na uspesnost
izolacije. Primerjali smo $tiri razli¢ne nadi-
ne liziranja (razbijanje z ultrazvokom, za-
mrzovanje in odtajanje, razbijanje s stekle-
nimi kroglicami ter izolacija s komercialnim
kompletom reagentov).

Po dolo¢itvi najboljSega nacina liziranja smo
izbrano metodo uporabili na okoljskih vzor-
cih. Dobili smo celi¢ne lizate, iz njih pa z
ekstrakcijo in obarjanjem izolirali DNA. Z
metodo PCR smo pomnozili izbrane odse-
ke DNA, pri ¢emer smo uporabili zaletne
oligonukleotide, ki naj bi bili specifi¢ni za
cianobakterije. Amplikone smo nato ana-
lizirali z elektroforezo na agaroznem gelu
in restrikcijsko analizo. Amplikonom smo
dolo¢ili nukleotidno zaporedje: iz gela smo
izolirali pomnozeno DNA — tako smo bi-
li prepri¢ani o vsebnosti DNA ustrezne
dolzine za nadaljnje raziskave - in jo vsta-
vili v plazmid, tega pa v bakterijske celice
Escherichia coli. Bakterije s plazmidom smo
namnozili, iz njih izolirali plazmide in jih
poslali na analizo. Dobljena zaporedja smo
primerjali z zbirko podatkov s spletnim
programom BLAST, ki primerja dobljena
nukleotidna zaporedja z najvedjo svetovno
zbirko znanih zaporedij.

Rezultati

Pri izolaciji DNA se je kot najbolj uspe-
$en pokazal komercialni komplet reagentov,
vendar smo se odloé¢ili, da kljub temu upo-
rabimo steklene kroglice, saj so te cenejse,

hkrati pa primerljivo u¢inkovite kot komplet
reagentov. Na uspe$nost smo sklepali iz ko-
li¢ine produkta po PCR. Ustrezali sta tako
mnozina DNA kot tudi kakovost, saj ve-
mo, da je encim, ki ga uporabimo v reakciji
PCR, zelo ob¢utljiv za prisotnost neéisto¢.
Restrikcijsko analizo produktov PCR smo
izvedli z encimi EcoRI, Neol, Be/l in Kpnl.
Najprej smo DNA, ki smo jo izolirali iz
laboratorijskega seva Synechocystis sp. PCC
6803 in okoljskega vzorca cianobakterije
Planktothrix rubescens, razrezali z encimo-
ma Bc/l in Neol. Za ti dve cianobakteriji je
nukleotidno zaporedje znano, zato je bilo z
bioinformacijskim orodjem mogoce dolo¢iti
pricakovane velikosti produktov po rezanju.
Poskus je pokazal, da sta oba encima delo-
vala ter da so produkti pri¢akovanih veliko-
sti.
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Restrikeijska analiza Synechocystis sp. PCC6803 in
vzorca Stevilka 6, odvzetega na Bledu. Vzorci: standard
velikosti, (1) Bell — Synechocystis sp. PCC6803, (2)
Ncol - Synechocystis sp. PCC 6803, (3) Bell — vzorec
iz Blejskega jezera, (4) Ncol — vzorec iz Blejskega jezera,
(5) negativna kontrola.

V nadaljevanju smo analizirali amplikone
iz nekaterih ostalih okoljskih vzorcev, pri
katerih restrikcijske slike ni bilo mogoce
predvideti. Ugotovili smo, da so vzorci vse-
bovali razli¢ne pomnozene segmente DNA
in da je torej z restrikcijsko analizo mogoce
razlikovati med vzorci. Nekateri vzorci so
kazali, da so lahko vsebovali DNA iz ve¢

organizmov — to vidimo po ve¢ fragmentih
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Restrikcijska analiza DNA 16 S, pomnoZene v okoljskih vzorcih. Vzorci: standard velikosti, (1) Kpnl — vzorec 2, (2)
EcoRI — vzorec 3, (3) EcoRI — vzorec 1, (4) EcoRI — wzorec 5, (5) EcoRI — vzorec 4, (6) EcoRI — vzorec 2, (7)
Bell — vzorec 5, (8) Bell — wzorec 2, (9) Bell — vzorec 3, (10) Bell — vzorec 1, (11) Bell — vzoree 4.

DNA pri nekaterih vzorcih na sliki zgoraj;
pri dolzini priblizno 600 bp je nerazrezan
amplikon, pri manjsih dolzinah pa so re-
strikcijski fragmenti, ki so nastali po uspe-
$ni restrikciji dela amplikona (enota &p po-
meni bazni par in je standard za navajanje
dolzine nukleotidnih zaporedij).
Nukleotidno zaporedje smo dolo¢ili Sestim
okoljskim vzorcem, ki so za obmocéje Do-
lenjske oznaceni na zemljevidu. Pri vzor-
cu 6, za katerega smo pric¢akovali, da je
Plankthotrix, saj je na povrsini vode bilo
videti cianobakterijski cvet, je bilo nukleo-
tidno zaporedje 16 S identi¢no zaporedjem
cianobakterij Planktothrix rubescens, izo-
liranih v razliénih delih sveta. Pri petih
vzorcih, za katere ni bilo mogoce vnaprej
ugotoviti, katere mikroorganizme so vsebo-
vali, pa smo ugotovili razli¢no sestavo. Dva
vzorca sta vsebovala DNA cianobakterij, ki
so sorodne predstavnikom iz rodu Synecho-
cystis, Synechoccocus in Leptolyngbya oziroma
iz rodu Oscilatoriales. Pri enem vzorcu smo
pomnozili kloroplastno DNA ene od visjih
rastlin, vendar pa zaradi ujemanja z veliko
vnosi v zbirki nismo mogli dolo¢iti vrste,
pri ve¢ vzorcih pa tudi kloroplastno DNA
iz alg.

Kot smo ugotovili Ze pri restrikcijski ana-
lizi, je tudi analiza nukleotidnih zaporedij
pokazala, da je v vzorcih prisotna DNA veé
organizmov. Povsem natanéne dolo¢itve vr-
ste v vedini primerov ni bilo mogoce opra-
viti, saj so zbirke nukleotidnih zaporedij
nepopolne. Hkrati smo ugotovili, da lahko

zacetni oligonukleotidi, ki naj bi bili speci-
fiéni za cianobakterije, vsaj v nekaterih pri-
merih pomnozujejo tudi kloroplastno DNA
in torej niso specifi¢ni za cianobakterije. To
niti ni tako presenetljivo, saj vemo, da so se
kloroplasti najverjetneje razvili iz simbiont-
skih cianobakterij.

Prihodnost prepoznavanja cianobakterij z
DNA

Ravnanje s toksi¢nimi cianobakterijami, ki
so nevarne tako za okolje kot za ¢loveka in
zivali, zahteva odgovorne in predvsem ustre-
zne varnostne ukrepe, kar pa je mogoce le,
¢e smo prepri¢ani o identiteti organizmov,
s katerimi imamo opraviti. Dolo¢anje cia-
nobakterij na podlagi njihovih nukleotidnih
zaporedij nam bo v prihodnje omogocalo
pridobitev zanesljivejsih podatkov o priso-
tnosti doloCenih cianobakterij ter pestrosti
organizmov v okolju. Okoljske raziskave bo
mogode razsiriti na podro¢je natanénejsega
poznavanja zdruzb v vodnih ekosistemih,
kar vkljucuje spremljanje raznolikosti v ve-
getacijskem obdobju.

Glede na izsledke nasega dela lahko trdi-
mo, da je v prihodnosti na podro¢ju upo-
rabe nukleotidnih zaporedij DNA pri pre-
poznavanju cianobakterij Se veliko prostora
za napredek. Do polne izrabe molekularnih
metod bo trajalo Se nekaj let. Predvsem bo
treba povecati zbirke nukleotidnih zaporedij
tako za zaporedje kromosomske regije ITS-1
kakor tudi kromosomske regije 16 S, saj so
te trenutno pomanjkljive.
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Ce bi analize opravljali z restrikcijsko ana-
lizo, bi bilo mogoce pripraviti ustrezna ra-
¢unalniska orodja, ki bi nam olajsala delo,
zato bi bioinformacijsko orodje omogo¢ilo
hitrejSe delo in priblizalo metodo ve¢ upo-
rabnikom. Poleg tega bo $e veliko let vzpo-
redno z razvojem teh postopkov treba izva-
jati monitoring, ki bo temeljil na klasi¢nih
pristopih, kot so preverjanje neopore¢nosti
virov pitne vode, spremljanje navzo¢nosti ci-
anobakterij v okolju ter ozave$¢anje javnosti

Slovar:

AGE. Agarozna gelska elektroforeza: meto-
da za lo¢evanje DNA v elektri¢nem polju.
Fitoplankton. Majhni rastlinski organizmi,
ki prosto lebdijo v vodi.

Amplikon. Pomnozeni fragment DNA 2z
metodo PCR.

BLAST. Bioinformacijsko orodje za po-
ravnavo DNA. Orodje primerja dobljena
nukleotidna zaporedja z najvejo svetovno
zbirko znanih zaporedij.

o pomenu in nevarnostih cvetenja vod.

1. Morfoloska primerjava cianobakterij
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Samo na podlagi velikosti in oblike celic bi sklepali, da je na obeh slikah predstavljena cia-
nobakterija iste vrste. Vendar pa je na desni sliki tipi¢na vrsta cianobakterije iz rodu Synecho-
cystis, ki ne izlo¢a toksinov, na levi pa cianobakterija iz rodu Microcystis, ki proizvaja toksin
mikrocistin. Ce bi dolo¢ali vrsto cianobakterij samo na podlagi morfoloskih znacilnosti, bi
se lahko zgodilo, da bi nevarno cianobakterijo napa¢no dolo¢ili kot nenevarno (in obratno).

2. Operon rrn

Za prepoznavanje cianobakterij na podlagi njihovih nukleotidnih zaporedij potrebujemo
ustrezno genomsko regijo, ki se med predstavniki posameznih rodov in vrst dovolj razlikuyje.
V literaturi sta kot primerni navedeni regiji 16 S in ITS-1 na operonu rrn. Ta zapisuje za
molekule rfRNA (16 S, 5 S, 23 S), ki gradijo ribosome, na katerih se sintetizirajo proteini.
Poleg Ze omenjenih regij pa operon sestavljata $e dve regiji notranjega prepisanega vmesnika
(ITS-1, ITS-2), ki ne zapisujeta za molekule rRNA. Razlike v regiji 16 S so tako majhne,
da Ze samo triodstotna razlika v poravnavi kaze, da smo analizirali predstavnike razli¢nih
vrst. Zato je ta predel za prepoznavanje cianobakterij manj uporaben kot regiji I'TS, ki sta
zaradi odsotnosti evolucijske vloge bolj raznoliki — mutacija v tem delu genoma ne povzroci
smrti organizma.

ITS-1

16 S 238

I]TS—Z,SSI

Shematski prikaz sestave operona rin. Avtor: Klemen Kaps, za potrebe piscev prispevka.
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LDs(. Koli¢ina snovi, ki povzroci smrt pet-
deset odstotkov populacije.

PCR. Verizna reakcija s polimerazo, ki
omogoca kopiranje odsekov DNA.
Plazmid. Nekromosomski krozni genetski
element v bakterijski citoplazmi.
Restrikcijska analiza. Rezanje molekul
DNA z encimi in analiza dobljenih dolzin
produktov.

Od leve proti desni: prof. dr. Marko Dolinar, Mojca Jutersek, Lucija
Marzel Djuranovic, Evgenija Burger, Tanja Gacnik in Luka Petravic

(osebni arbiv).

Restrikcijske endonukleaze. Encimi, ki raz-
rezejo DNA na to¢no dolo¢enih mestih.
Restrikcijski fragment. Fragment DNA, ki
je nastal po rezanju z restrikcijsko endonu-
kleazo.

rRNA. Ribosomska RNA; pri bakterijah ri-
bosom sestavljajo tri razlicne rRNA in pri-
blizno petdeset proteinov.

Evgenija, Lucija in Luka so dijaki
Gimnazije Novo mesto. V prihodnosti se
vidijo v naravoeslovju: Evgenija si Zeli
Studirati matematiko, Lucija in Luka pa
bi svoje izobrazevanje rada nadaljevala
na medicinski fakulteti. Kljub skupnemu
navdusenju nad naravoslovjem pa se mladi
raziskovalci v prostem casu ukvarjajo tudi s
tabornistvom in Sportom ter se ucijo tujih
Jezikov in prav to pripomore k razgledani,
vedozeljni in usklajeni raziskovalni ekipi,
v kateri vsak prispeva velik delez svojega
znanja. Ce bi povzeli mnenja vseh treh,

bi labko rekli, da je raziskovalno delo
kljub naporom in vsemu vlozenemu trudu
preduvsem zanimivo in izjemno bogato

s poucnimi vsebinami, ki Sirijo njibovo
splosno razgledanost.

Arheobotanika « Velika podvodnica (Najas marina) na Ljubljanskem barju

Velika podvodnica (Najas marina) na
Ljubljanskem barju ze v Cetrtem tisocletju

pred nasim Stetjem
Tjasa Tolar, Branko Vres

Arheologke raziskave koli§¢ na Ljubljanskem
barju danes dosledno vkljucujejo tudi biolo-
ske raziskave, to je raziskave arheoostankov
rastlin in zivali, ki so se ohranili v tako
imenovanih sedimentih kulturnih plasti.
Ob odkritju novega kolis¢a med naértovane
raziskave vklju¢imo tudi izpiranje sedimen-

ta iz kulturnih plasti na sitih z najmanjsim

premerom odprtin 0,355 milimetra. Ves
material s sit natan¢no pregledamo in s po-
modjo stereomikroskopa izlo¢imo vse prepo-
znavne bioloske ostanke. Med rastlinskimi
ostanki so to najpogosteje cela semena in
plodovi ali njihovi deli, pa tudi ostanki lesa,
oglja, mahov, listov in iglic ter Zitnih plev.

Na ta nacin pridobljeni in odkriti rastlin-



