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POVZETEK

Pri tem projektnem delu smo želeli iz vampa ovna osamiti bakterije, sposobne razgradnje ksilana, celuloze in DNA. V ta namen smo pripravili selektivna gojišča, na katera smo nacepili vampni sok odvzet fistuliranemu ovnu jezersko – solčavske pasme. Na petrijeve plošče z gojišči z dodatkom ksilana, CMC in DNA smo nacepili redčitve do 10-8.  Zrasle bakterijske kolonije smo opisali in izbrali 21 morfološko različnih kolonij, ki smo jih precepli na sveža gojišča z dodatkom ustreznega substrata. Čistost in morfološke značilnosti izoliranih bakterij smo preverjali pod mikroskopom. Za zaznavanje ksilanazne, CMC-azne in DNA-zne aktivnosti smo uporabili hiter presejalni test. Na podlagi področij razbarvanja smo ugotovili, da imajo sevi K 10, K 14 in K 17 največjo ksilanazno aktivnost. Na gojiščih s CMC smo ugotovili največja področja zbistritve okoli izolatov CMC 4, CMC 13 in CMC 16. DNA-zno aktivnost pa smo zaznali pri izolatih DNA1 11, DNA1 12, DNA1 17 in DNA2 8. 

SUMMARY

At this project work we wanted to isolate the bacteria from rumen of ram that can degrade xylan, cellulose and DNA. So we had to prepare selective culture medium on which we inoculate the paunch juice taken from fistulated ram. We aplied delutions to  10-8 on Petri plates whit xylan, cellulose and DNA. We described the colonies that had grown and selected 21 morfologically diferend colonies among them and transferred them on fresh culture medium. For indication of xylanase, CMC-ase and DNA-se activity we used quick transplanting test. Based on the decolorated areas we find out that bacteria K 10, K 14 and K 17 have the strongest xylanase activity. On Petri plates with CMC we descovered the biggest decolorated areas around the isolates CMC 4, CMC 13 and CMC 16. The isolates DNA1 11, DNA1 12, DNA1 17 and DNA2 8 have show signs of DNA-se activity.  

1. CILJI VAJE

Cilj projektnega dela je bil osamiti bakterije, ki naseljujejo vamp prežvekovalcev in  so sposobni razgradnje ksilana, celuloze ali DNK.

2. UVOD

2.1 Vamp prežvekovalcev

Vamp je poleg siriščnika, kapice in devetoguba eden od sestavnih delov želodca prežvekovalcev. V njem poteka prebava s simbiontskimi mikroorganizmi. Sesalci imajo encime za razgradnjo maščob, beljakovin in sladkorjev, od velikih polisaharidov pa lahko razgradijo le škrob. Prežvekovalci, kot rastlinojede živali s hrano dobijo veliko količino polisaharidov. Te snovi razgrajujejo s pomočjo simbiontskih mikroorganizmov, v zameno pa jim nudijo stabilno življensko okolje. V vampu je vzpostavljena anaerobna atmosfera, ki jo sestavljajo 65 % ogljikovega dioksida, 26 % metana, 7 % dušika, nekaj vodika in vodikovega sulfida, okoli 1% pa je tudi kisika. V vampu se zaradi alkalne sline vzpostavi tudi stalen pH, ki se giblje tam nekje med 6 in 6,7. Temperatura v vampu je okoli 39°C. 

Simbiontske mikroorganizme v vampu najdemo pritrjene na delce krme ali na steno vampa, veliko pa jih tudi prosto plava v vampni tekočini. 

Največje število vampnih mikroorganizmov predstavljajo bakterije (od 1010 do 1011 celic/ml), najdemo pa tudi predstavnike praživali, filamentoznih gliv, arhej in bakteriofagov.  Med njimi so tudi metanogene bakterije, ki povzročajo izgubo energije v obliki metana, vendar so nujno potrebne, ker tako zagotavljajo nizek parcialni tlak vodika, ki bi drugače slabo vplival na rast mikroorganizmov v vampu. 

Vampni mikroorganizmi kot vir dušika izkoriščajo amonijak, ki ga vgradijo v proteine. Zato so za prežvekovalce tudi glavni vir beljakovin, ki postanejo dostopne po odmrtju celic. 

2.2 Razgradnja snovi v vampu  

Največji delež krme prežvekovalcev predstavljajo kompleksni ogljikovi hidrati, kot so celuloza, hemiceluloze, škrob in pektin, nanje pa je vezan še velik delež prektično nerazgradljivega lignina. V procesu razgradnje se ti ogljikovi hidrati razgradijo do maščobnih kislin in hlapnih maščobnih kislin, ki jih prežvekovalci absorbirajo skozi steno vampa. Na ta način pokrijejo 50 do 75 % svojih energetskih potreb.

Celuloza, hemiceluloze in pektin spadajo v strukturne polisaharide in so primarni vir energije v krmi prežvekovalcev. So sestavni deli celičnih sten rastlin in  predstavljajo 40 do 60 % suhe snovi krme. Pri izkoriščanju te energije so prežvekovalci popolnoma odvisni od vampnih simbiontov. 

Prežvečena in s slino prepojena krma vstopi najprej v vamp, kjer se premeša z vampno vsebino. Najprej se začne razgradnja z mikroorganizmi, ki se na krmo pritrdijo. Pri tem se sproščajo produkti hidrolize v vampno tekočino, kjer jih razgrajajo nepritrjeni mikrobi.

Večina vampnih mikroorganizmov ima zapletene prehrambene zahteve in lahko razgrajujejo le eno ali dve vrsti polisaharidov, zato je za učinkovito izkoriščanje krme nujen sinergizem med njimi. 

Vamp je dinamični ekosistem, v katerem se prepletajo procesi hidrolize, fermentacije s protolizo, lipolize, metanogeneze in anabolni mikrobni procesi. 

2.2.1 RAZGRADNJA KsilanA

Ksilani so glavni ogljikovi hidrati hemiceluloznega dela rastlinske celične stene. So heteropolimeri in so močno razvejani. Osnovno verigo ksilana sestavljajo D-ksilopiranozni ostanki, ki so med seboj povezani z glikozidnimi vezmi. Nanjo so vezane še druge sladkorne substituente, kot sta arabinofuranoza in glukuronska kislina, ki se prav tako povezujejo z glukozidnimi vezmi. Z esterskimi vezmi pa so na glavno verigo vezane še nesladkorne substituente, ferulna, kumarna in ocetna kislina. Poznamo več vrst ksilanov, ki se med seboj razlikujejo v zgradbi, odvisne od izvora, starosti in dela rastline, ki mu pripadajo. Ksilani se z nekovalentnimi vezmi vežejo na lignin, s kovalentnimi pa na celulozo.

Glavni razgrajevalci ksilana v vampu so bakterije, ki izločajo encime ksilanaze. Med najpogosteje izoliranimi na gojišču s ksilanom so butivibriji, predstavniki rodu Prevotella, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus in R. flavefaciens. 

Ksilanaze razdelimo v dve skupini. Prva skupina encimov cepi osnovno verigo ksilana, druga pa odceplja stranske skupine ksilana.

Ti encimi so zanimivi za preučevanje, saj so uporabni na področju biotehnologije. Uporabljajo jih v živilski industriji za bistrenje sokov ter mehčanje sadja in zelenjave. Uporabni so tudi v prehrani neprežvekovalcev, ker omogočajo boljši izkoristek krme. Koristni so pri preučevanju patogenosti, saj ti encimi predstavljajo enega izmed virulenčnih dejavnikov ratlinskih patogenov. Pomembno vlogo imajo tudi v papirni industriji, kjer jih uporabljajo za beljenje celulozne kaše in tako zmanjšajo količino kemičnih belilcev ter pripomorejo k varstvu okolja.

2.2.2 razgradnja Celuloze

Celuloza je homopolimer sestavljen iz mnogo enot glukoze, ki so v ravni verigi povezane z glikozidnimi vezmi. Najdemo jih v primarnih in sekundarnih celičnih stenah rastlin. 

Prežvekovalci nimajo lastnih celulaz, zato so popolnoma odvisni od simbiontskih mikroorganizmov. Glavni razgrajevalci celuloze v vampu so bakterije, glive in praživali.

Pojavljajo se običajno tri vrste celulaz, tiste, ki cepijo glikozidne vezi, tiste ki odcepljajo celobiozo in tiste, ki hidrolizirajo celobiozo in celo oligosaharide do glukoze. Med vampnimi bakterijami so največje celuloitične aktivnosti dokazali pri vrstah Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus, R. flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens, pa tudi pri Eubacterium cellulosolvens in Clostridium longisporum. Te bakterije se v vampu pritrjajo na rastlinske dele, ki so bogati s celulozo. Pri nekaterih bakterijah so v 90-ih letih odkrili celulosome ali multiencimske komplekse z veliko molekulsko maso, ki so sestavljeni iz do 14 različnih proteinov. 

2.2.3 razgradnja DNa

Deoksiribonukleinska kislina je zgrajena iz nukleotidov, ti pa iz fosfatnega ostanka, deoksiriboze in dušikovih baz. Ker ponavadi dušika v okolju primankuje nekateri mikroorganizmi uporabljajo DNA kot vir dušika. To pomeni, da sintetizirajo nukleaze s katerimi razgrajujejo DNA. 

Nukleaze najdemo v prokariontih in evkariontih. Nukleaze sintetizirajo bakterije Serratia mercescens, E.coli, Aeromonas hydrophylia, Erwinia chrysanthemi, Vibrio cholerae, V. vulnificus in prebivalci vampa iz vrste Fibrobacter succinogenes in Prevotella sp.

Nukleaze imajo najverjetneje obrambno in prehrambeno funkcijo. Dokazano je bilo, da je S. mercescens zmožna rasti na gojišču z DNA kot edinemu viru ogljika. Torej so nukleaze pomembne pri čim boljšem izkoriščanju hranilnih snovi iz okolja. 

Pomembno vlogo imajo tudi pri restrikciji tuje DNA, onemogočajo transformacijo in tako spremembe dednega materiala.

Pri nekaterih bakterijah bi bila lahko nukleaza tudi virulenčni dejavnik. Omogočala naj bi prodiranje skozi sluz, ki preprečuje bakterijam vdor v sluznico, ki vsebuje veliko DNA.

3. MATERIAL

Pri delu smo uporabljali:

· agarska gojišča vrste M2 (glej prilogo),

· Hungatovo napravo za pripravo gojišč in precepljanje kultur, 

· gorilnik,

· steklene »Hungate« epruvete z zamaški iz butilne gume in plastičnimi pokrovčki z navojem,

· anaerobno komoro,

· sterilne zobotrebce,

· avtomatsko pipeto,

· avtoklav,

· mikroskop

4. METODE DELA

4.1 Priprava gojišč

Za gojitev anaerobnih vampnih bakterij smo pripravili posebna gojišča M2. Najprej smo pripravili dvakrat po 200 ml gojišča M2, kateremu smo namesto sladkorjev (glukoza, celobioza, škrob) dodali enkrat 0,2 % ksilana, drugič pa 0,2 % karboksi-metil-celuloze (CMC). Zatehtali smo tudi 200 g navadnega gojišča M2 in 100 g navadnega gojišča M2, ki smo mu dodali DNA. Vsem gojiščem smo dodali dva procenta agarja. Za redčitveno vrsto smo pripravili 100 ml tekočega gojišča M2 brez sladkorjev in ga razlili po 9 ml na epruveto. 

Vse sestavine za agarska gojišča smo zatehtali v serumske steklenice, dodali še indikator resazurin, ki bi se v primeru ponovne oksidacije gojišče obarval rdeče. Gojiščem smo dodali še cistein, ki je kemijski reducent, s katerim zmanjšamo koncentracijo kisika v gojišču. Gojišča smo nato skuhali, jih prepihavali s kisika prostim CO2. Po avtoklaviranju smo v anaerobni komori gojišča razlili v petrijeve plošče.

4.2 anaerobne tehnike

Za uspešno gojitev anaerobnih mikoroorganizmov potrebujemo anaerobno atmosfero, ki jo vzpostavimo z različnimi pripomočki in anaerobnimi tehnikami. 

4.2.1 Anaerobna komora 

Za delo z odprtimi anaerobnimi kulturami so danes na razpolago anaerobni kabineti (boksi, komore) z zrakotesnimi rokavicami za delo v notranjosti kabineta. Obstajajo v različnih izvedbah. Najprimernejše so tiste iz pleksi stekla ali kovinske s steklenim oknom. Anaerobne komore so običajno opremljene z grelcem (to je namreč istočasno tudi inkubator), vakuumsko črpalko, plinskimi jeklenkami in sistemom za razvod in mešanje plinov, plinsko črpalko za črpanje plinov preko komore in predkomore ter njihovo usmerjanje preko tulca s paladijevim katalizatorjem. Predkomora omogoča vstop v glavno komoro brez rušenja anaerobioze v njej. Evakuiranje komore in predkomore poteka v ciklu treh evakuacij in nadomestitve plina (mešanica dušika, ogljikovega dioksida in vodika).
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        Slika 1: Anaerobna komora

4.2.2 Hungatova tehnika 

Tehnika je bila razvita v petdesetih letih in je s številnimi prilagoditvami do danes, zaradi svoje genialne enostavnosti in učinkovitosti, postala najbolj uporabljana anaerobna tehnika. Anaerobe gojimo v gojišču, ki je pripravljeno pod plinom, iz katerega je odstranjen kisik (prereducirano, anaerobno sterilizirano gojišče), prečiščen plin izpolnjuje tudi zračni prostor posode, v kateri gojimo kulturo. Tako lahko pripravimo različna gojišča in nacepljamo kulture.

Pline, ki jih uporabljamo pri Hungatovi tehniki predhodno očistimo primesi kisika tako, da jih vodimo skozi kolono bakrovih opilkov, ki je segreta na 350 °C in smo jo predhodno reducirali z vodikom.

Epruvete, ki jih uporabljamo za gojenje anaerobov, je potrebno primerno zamašiti. Za to so primerni zamaški iz butilne gume, ki ne prepuščajo kisika. Zamaške pa je večinoma potrebno tudi fiksirati, kajti pri gojitvi pogosto nastaja v epruvetah nadtlak. V ta namen uporabljamo aluminijaste ali plastične kapice (posebne Bellco epruvete z navojem).

Pri pripravi gojišča moramo zagotoviti predvsem čim nižji tlak kisika v gojišču in istočasno zelo nizek redoks potencial. Zato termostabilne sestavine gojišče najprej zatehtamo v primerno posodo, dodamo vodo in redoks indikator, navadno resazurin, ki gojišče obarva rdeče. Gojišče skuhamo in dodamo kemijski reducent (cistein). Gojišče ob prepihavanju razlijemo v epruvete, zapremo in avtoklaviramo. Nacepljamo in precepljamo s pipetami, ezami in injekcijskimi iglami zopet pod zasčitnim plinom in tako gojišča in kulture zavarujemo pred vdorom kisika.

4.3 osamitev bakterijskih sevov iz vampa ovna

Vampni sok smo sterilno odvzeli preko fistule iz vampa ovna jezersko – solčavske pasme, ga prenesli v laboratorij, kjer smo ga prepihovali s kisika prostim CO2. 

Epruvete z gojiščem M2 za redčitve smo označili in prvi dodali 1 ml vampnega soka. Vsebino smo dobro premešali, odpipetirali 1 ml in ga prenesli v drugo epruveto. Postopek smo ponavljali dokler nismo dobili redčitvene vrste do redčitve 10–8.

Potem smo na razlite agarske plošče s tremi različnimi substrati nacepili po 100 (l vsake redčitve vampnega soka. Agarske plošče smo inkubirali pri 37oC. Po dveh dneh smo smo izbrali plošče, na katerih so bile posamezne kolonije ločene od drugih. Opisali smo morfološke značilnosti kolonij in iz teh plošč s sterilnimi zobotrebci precepili 21 morfološko različnih kolonij na dve agarski plošči z ustreznim substratom. Plošče smo predhodno razdelili na 21 delov. 

4.4 Barvanje po gramu

Ko so precepljene kolonije zrasle, smo jih razmazali na objektna stekla in obarvali po gramu. Bakterije smo pregledali pod mikroskopom in jih opisali.

Barvanje po Gramu je najpomembnejše barvanje v bakteriologiji. Po Gramu se bakterije obarvajo modrovijolično ali rdeče. Bakterije na podlagi tega barvanja delimo v dve skupini: v grampozitivne (G+), ki se obarvajo modrovijolično in gramnegativne (G-), ki se obarvajo rdeče. Grampozitivne se obarvajo s kristalno violičnim barvilom tako, da jih etanol naknadno ne razbarva. Gramnegativne bakterije se tudi obarvajo s tem barvilom vendar jih etanol naknadno razbarva in se nato obarvajo z rdečim safraninom. Ta pojav je povezan s kemično sestavo oz. s fizikalno strukturo bakterijske celične stene. Stena namreč vsebuje večjo ali manjšo količino peptidoglikana. Gramnegativne bakterije imajo sicer kompleksno grajeno celično steno, vendar je murein enoslojen in ga je malo. Zato imajo te bakterije bolj propustno celično steno. Pri grampozitivnih bakterijah pa je celična stena debelejša, peptidoglikanska mreža pa večslojna in manj propustna. Pri barvanju po Gramu pride v celici do nastanka netopnega kompleksa kristalno violičnega barvila z jodom. Ta se pri G-  bakterijah ekstrahira z etanolom, pri G+ pa ne. G+ bakterije, ki imajo debelo in večslojno celično steno, alkohol dehidrira. Pore v celični steni se zaradi tega zaprejo in kristal violetnemu kompleksu zaprejo izhod. Za gramsko pozitivnost je pravzaprav vzrok fizikalna struktura celične stene.
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Slika 2: barvanje po Gramu,                                   Slika 3: barvanje po Grmu, barvanje s 

barvanje z metilenskim modrilom                          safraninom                                      

4.5 Test za hitro sledenje ksilanazne, CMC-azne in DNA-zne aktivnosti

Za hitro sledenje ksilanazne in CMC-azne aktivnosti smo uporabili hiter presejalni test (Čepeljnik, 2003). Preceplejenim ploščam s ksilanom in CMC smo odstaranili kolonije s spiranjem z raztopino za razbarvanje (1M NaCl v 5 mM NaOH) in jih barvali eno uro z barvilom kongo rdeče (1 mg/ml v 5 mM NaOH) pri sobni temperaturi.  Nato smo barvilo spirali z raztopino za razbarvanje. 

Barvilo kongo rdeče se veže na glikozidne vezi v polisaharidih, torej so deli s ksilanom in CMC postali rdeči, tam kjer pa so bakterije razgradile ta dva polimera pa so bila vidna neobarvana območja. 

Plošče z dodatkom DNK smo barvali eno uro z raztopino etidijevega bromida (1 (g/ml). Sledilo je 15-minutno razbarvanje v vodi. Na transiluminatorju GelDoc 1000 (Bio-Rad, ZDA) smo s pomočjo UV svetlobe z valovno dolžino 302 nm preverili, če so na gojišču opazne svetle lise, kar bi pomenilo, da so na teh mestih bakterije razgradile DNA. 

5. REZULTATI

5.1 OPIS agarskih PLOŠČ

V spodnji tabeli je opisan izgled plošč iz katerih smo precepili kolonije.  

gojišče/ redčitve
M2
ksilan
CMC

10 - 6
25 kolonij
zelo redke majhne kolonije, vidne litične cone
1 zelo majhna kolonija

10 - 5
še bolj na redko, različne kolonije
litične cone še bolj vidne, kolonije so drugačne, kot na m2 gojišču
na tej plošči je prvič vidna razlika med kolonijami na ksilanu in na CMC

10 - 4
več različnih kolonij, manj na gosto
precej različnih kolonij, manjše kot pri m2, vidne cone zbistritve
precej različnih kolonij, manjše kot pri navadnem M2.

10 - 3
gosta razrast, različne kolonije
konfluentna razrast
konfluentna razrast

10 - 2
konfluentna razrast
konfluentna razrast
konfluentna razrast

5.2 Morfološke značilnosti osamljenih KOLONIJ

Morfološke značilnosti izbranih kolonij smo strnili v spodnji tabeli. Kolonije smo označili glede na gojišče, ki smo ga uporabili v poskusu. Kolonije, ki so zrasle na gojišču s ksilanom smo označili s črko K, na gojišču s karboksi-metil-celulozo pa s CMC. Kolonije, ki smo jih iz navadnega M2 gojišča nacepili na gojišča z dodatkom DNA, smo poimenovali DNA1  in DNA2, ker smo iste kolonije nacepili na dve plošči.

Kolonija
Opis kolonije
Vzeto iz redčitve

K  1
filamentozna, sivkasta
10-5

K  2
rumenkasta, filamentozna
10-5

K  3
svetleča, okrogla, prozorna, premer 1mm.
10-5

K  4
sivkasta, filamentozna, premer 1cm.
10-5

K  5
sivkasta, zelo majhna.
10-5

K  6
prozorna, svetleča, okrogla, premer 1mm.
10-5

K  7
oker, svetleča, okrogla, 1 mm.
10-5

K  8
oker, okrogla, premer 2mm
10-5

K  9
oker, prozorna, zelo majhna, litična cona ni vidna.
10-5

K  10
možno, da je spiroheta, litična cona ni vidna.
10-5

K  11
svetleča, zelo majhna.
10-4

K  12
prozorna, okrogla, vidna močna litična cona.
10-4

K  13
sivkasta, nepravilne oblike, vidna močna litična cona.
10-4

K  14
oker, svetleča, prozorna, okrogla.
10-4

K  15
svetleča, okrogla, dvignjen rob, vidna močna litična cona.
10-4

K  16
oker, svetleča, okrogla, vidna šibka litična cona.
10-4

K  17
svetleča, filamentozna, brez litične cone.
10-4

K  18
svetleča, prozorna, vidna močna litična cona, zelo majhna.
10-4

K  19
svetleča, filamentozna, brez litične cone.
10-4

K  20
filamentozna, možno da je spiroheta.
10-4

K  21
oker, svetleča, okrogla, nima litične cone, pojavlja se zelo pogosto.
10-4

Kolonija
Opis kolonije
Vzeto iz redčitve

CMC  1
oker, svetleča, prosojna, okrogla, malo tanjši rob, premer 2 mm.
10-5

CMC  2
sivozelena, svetleča, okrogla, zelo majhna.
10-5

CMC  3
oker, okrogla, zelo majhna.
10-5

CMC  4
sivkasta, filamentozna, možno da je spiroheta, premer 1 cm.
10-5

CMC  5
sivkasta, slabo vidna, v obliki koncentričnih krogov.
10-5

CMC  6
oker, svetleča, prosojna, okrogla, malo tanjši rob, premer 2 mm.
10-5

CMC  7
sivozelena, svetleča, okrogla, zelo majhna.
10-5

CMC  8
sivkasta, slabo vidna, v obliki koncentričnih krogov.
10-5

CMC  9
sivozelena, svetleča, okrogla, zelo majhna.
10-5

CMC  10
prosojna, okrogla, slabo vidna, kot da raste v gojišče.
10-5

CMC  11
prosojna, okrogla, slabo vidna, kot da raste v gojišče.
10-5

CMC  12
oker, svetleča, prosojna, okrogla, malo tanjši rob, premer 2 mm.
10-4

CMC  13
sivkasta, filamentozna, možno da je spiroheta, premer 1 cm.
10-4

CMC  14
bela, svetleča, okrogla, zelo majhna.
10-4

CMC  15
sivobela, okrogla, zelo majhna.
10-4

CMC  16
sivkasta, slabo vidna, v obliki koncentričnih krogov.
10-4

CMC  17
prosojna, okrogla, slabo vidna, kot da raste v gojišče.
10-4

CMC  18
sivkasta, okrogla, zelo majhna.
10-4

CMC  19
prosojna, okrogla, slabo vidna, kot da raste v gojišče.
10-4

CMC  20
sivozelena, svetleča, okrogla, zelo majhna.
10-4

CMC  21
oker, svetleča, prosojna, okrogla, malo tanjši rob, premer 2 mm.
10-4

Kolonija
Opis kolonije
Vzeto iz redčitve

DNA1  1
belkasta, svetleča, okrogla, izbočena, raven rob, premer 5 mm.
10-6

DNA1  2
oker, okrogla, izbočena, raven rob, premer 2 mm
10-6

DNA1  3
oker, filamentozna.
10-6

DNA1  4
oker, okrogla, prosojen rob, svetleča, premer 1 mm.
10-6

DNA1  5
zelo majhna, premer 0,5 mm.
10-6

DNA1  6
belkasta, svetleča, okrogla, izbočena, raven rob, premer 5 mm.
10-5

DNA1  7
oker, filamentozna.
10-5

DNA1  8
oker, prozorna, okrogla, raven rob, izbočena, premer1,5 mm.
10-5

DNA1  9
oker, okrogla, prosojen rob, svetleča, premer 1 mm.
10-5

DNA1  10
oranžnorjava, nepravilne oblike, nepravilen rob, ni izbočena.
10-5

DNA1  11
oranžnorjava, nepravilne oblike, nepravilen rob, ni izbočena.
10-5

DNA1  12
bela, okrogla, prosojen rob, 1,5 mm.
10-5

DNA1  13
oker, svetleča, okrogla, raven rob, izbočena, premer 1,5 mm.
10-5

DNA1  14
bela, svetleča, okrogla, raven rob, izbočena, zelo majhna.
10-5

DNA1  15
bela, okrogla, raven rob, v notranjosti so vidni mehurčki, premer3 mm.
10-5

DNA1  16
oker, okrogla, raven rob, izbočena, premer 2 mm
10-5

DNA1  17
sivkasto bela, okrogla, raven rob, izbočena, premer 1mm.
10-5

DNA1  18
svetlo oker, okrogla, prosojen rob (1mm), premer 1,5 mm. 
10-5

DNA1  19
svetlo oker, okrogla, prosojen rob (1mm), premer 2 – 3 mm.
10-5

DNA1  20
belkasta, okrogla, raven rob, premer  5 mm
10-5

DNA1  21
svetlo oker, okrogla, raven rob, premer 5 mm.
10-5

Številka kolonije
Opis kolonije
Vzeto iz redčitve

DNA2  1
filamentozna, možno da je spiroheta, premer 1 cm.
10-4

DNA2  2
filamentozna.
10-4

DNA2  3
oker, svetleča, okrogla, premer 5 mm.
10-4

DNA2  4
oranžnorjava, nepravilne oblike, premer 1 mm.
10-4

DNA2  5
sluzasta, okrogla, premer 1,5 mm.
10-4

DNA2  6
sivkasto bela, svetleča, zelo majhna.
10-4

DNA2  7
svetlo oker, filamentozna, zrnata.
10-4

DNA2  8
filamentozna, možno da je spiroheta, premer 1 cm.
10-4

DNA2  9
oker, svetleča, prosojna, premer 1,5 mm.
10-4

DNA2  10
bela, nepravilne oblike, rob je tanjši.
10-4

DNA2  11
belkasta, svetleča, okrogla, premer 2-3 mm.
10-4

DNA2  12
svetlo oker, okrogla, premer 2–3 mm.
10-4

DNA2  13
sivobela, svetleča, prosojen rob, premer 1 mm.
10-4

DNA2  14
zelenobela, okrogla, zelo majhna.
10-4

DNA2  15
bela, svetleča, izbočena, premer 1mm.
10-4

DNA2  16
oker, svetleča, okrogla, premer 5 mm.
10-4

DNA2  17
bela, filamentozna.
10-4

DNA2  18
oranžnorjava, majhna.
10-4

DNA2  19
filamentozna, možno da je spiroheta.
10-4

DNA2  20
oker, prosojna, svetleča, premer 1,5 mm.
10-4

DNA2  21
filamentozna.
10-4

5.3 morfološke značilnosti osamljenih bakterij 

V tabelah so opisi bakterij, ki smo jih obarvali po Gramu. Imajo iste oznake kot kolonije iz katerih smo pripravili razmaze. 

Bakterija, sev
Barvanje po gramu
Oblika celice
Opombe

K  1
-
bacili in koki
mešana kultura

K  2
+
bacili (v verižicah)


K  3
-
kratki ukrivljeni bacili in koki 
mešana kultura

K  4
-
ukrivljeni bacili


K  5
-
kratki bacili in debeli bacili
mešana kultura

K  6
slabo obarvano
kratki bacili in daljši debelejši bacili
mešana kultura 

K  7
-
kratki bacili (-)


K  8
+ in -
kokobacili in bacili 
mešana kultura

K  9
- in +
kratki bacili, debelejši bacili in koki (+)
mešana kultura

K  10
- in +
bacili in debelejši in daljši bacili
mešana kultura

K  11
-
kratki bacili, daljši bacili in koki 
mešana kultura

K  12
-
bacili


K  13
-
kokobacili in kratki bacili
mešana kultura

K  14
-
kratki bacili in koki 
mešana kultura

K  15
-
kratki bacili in doljši bacili
mešana kultura

K  16
- in +
bacili (-) in koki (+)
mešana kultura

K  17
- in +
bacili 
mešana kultura

K  18
+
bacili in daljši bacili
mešana kultura

K  19
- in +
bacili 
mešana kultura

K  20


ni zrastla

K  21
+
koki


Bakterija, sev
Barvanje po gramu
Oblika celice
Opombe

CMC  1
+
koki (diplokoki)


CMC  2
-
koki, bacili, srpaste celice
mešana kultura

CMC  3


ni zrastla

CMC  4
+
bacili in koki
mešana kultura

CMC  5
+
bacili


CMC  6
+
koki


CMC  7
-
bacili


CMC  8
-
bacili


CMC  9
-
koki in bacili
mešana kultura

CMC  10
slabo obarvano
spirohete


CMC  11
slabo obarvano
spirohete in koki (gram +)
mešana kultura

CMC  12
+
koki


CMC  13


ni zrastla

CMC  14
-
koki in bacili
mešana kultura

CMC  15
-
bacili 


CMC  16
+
bacili in koki
mešana kultura

CMC  17
-
bacili in koki
mešana kultura

CMC  18
-
koki 


CMC  19
-
koki


CMC  20
+ in -
koki (+) in bacili (-)
mešana kultura

CMC  21
+
koki


Bakterija, sev
Barvanje po gramu
Oblika celice
Opombe

DNA1 1
+ in -
koki in bacili
mešana kultura

DNA1  2
-
koki in bacili
mešana kultura

DNA1  3
-
bacili (ukrivljeni)


DNA1  4
-
bacili (verižice) in koki 
mešana kultura

DNA1  5
-
kokobacili (verižice)


DNA1  6
+ in -
koki 
mešana kultura

DNA1  7
-
kokobacili in bacili 
mešana kultura

DNA1  8
- 
kratki bacili (v verižicah)


DNA1  9
- 
zelo majhni bacili


DNA1  10
-
koki (v kratkih verižicah)


DNA1  11
-
koki (v kratkih verižicah)


DNA1  12
-
zelo majhni koki (po dva)


DNA1  13
-
kokobacili (po dva)


DNA1  14
-
kokobacili (v kratkih verižicah)


DNA1  15
-
bacili (v verižicah, do 10) in koki
mešana kultura

DNA1  16
-
koki (po dva)


DNA1  17
-
kokobacili (po dva, zelo majhni)


DNA1  18
-
kokobacili (zelo majhni v verižicah)


DNA1  19
-
koki in bacili 
mešana kultura

DNA1  20
+
koki


DNA1  21
+ in -
koki
mešana kultura

5.4 encimska  aktivnost osamljenih bakterij

Po barvanju s kongo rdečim in etidijevim bromidom smo ugotovili kako močno aktivnost imajo posamezne bakterije. Podatki so zbrani v sledeči tabeli.

kolonije
encimska aktivnost

K 10, K 14, K 17
močna ksilanazna aktivnost

K 1, K 2, K 3, K 4, K 5, K 6, K 7, K 8, K 9, K 11, K12, K 13, K 15, K 16, K 18, K 19, K 20, K 21
ksilanazna aktivnost je opazna

K 8
ksilanazna aktivnost ni opazna

CMC 4, CMC 13, CMC 16
močna CMC-azna aktivnost

CMC 2, CMC 5, CMC 7, CMC 8,  CMC 9, CMC 10, CMC 11, CMC 12, CMC 14 CMC 15, CMC 17, CMC 18, CMC 19, CMC 20, CMC 21
CMC-azna aktivnost je opazna

CMC 1, CMC 2, CMC 6
CMC-azna aktivnost ni opazna

DNA1 11, DNA1 12, DNA1 17 in DNA2 8
DNA-zna aktivnost je opazna


                                                                           

Slika 4: plošča s ksilanom po barvanju s        Slika 5: plošča s CMC po barvanju s 

kongo rdečim                                                  kongo s rdečim 


Slika 6: 1. plošča z  DNA  po  barvanju z          Slika 7: 2. plošča z DNA po barvanju z                

etidijevim barvilom, pogled pod  UV-žarki,      etidijevim barvilom, pogled pod UV-žarki            

vidni so   svetlejši   predeli  okoli nekaterih 

bakterij

6. DISKUSIJA

Iz vampa fistuliranega ovna jezersko-solčavske pasme smo uspeli izolirati morfološko različne bakterije. Na selektivnih gojiščih, katerim smo dodali ksilan in CMC, smo izolirali le tiste bakterije, ki so zmožne razgraditi ta dva polimera. Kakšno ksilanazno in CMC-azno aktivnost so imele bakterije smo ugotovili, ko smo gojišča pobarvali z barvilom kongo rdeče. 

Na gojišču s ksilanom smo opazili tri bakterije, ki so imele močno izraženo encimsko aktivnost. Ksilanazno aktivnost smo opazili tudi pri 17 drugih bakterijah. Le ena kolonija ni imela opazne cone razbarvanja. 

Osamiti smo uspeli tudi 18 bakterij, ki so razgradile CMC na gojišču. Od teh so bile tri z močno CMC-azno aktivnostjo. Okoli treh kolonij nismo opazili cone razbarvanja. 

Pri projektnem delu smo nameravali izolirati tudi bakterije, ki so sposobne razgraditi DNA. To smo naredili tako, da smo bakterije gojili na navadnemu gojišču M2, ki smo mu dodali DNA. Ugotovili smo, da smo izolirali 4 bakterije, ki so razgradile DNK na gojišču. To so bili izolati DNA1 11, DNA1 12, DNA1 17 in DNA2 8. 
Bakterije, ki smo jih izolirali, smo pobarvali po Gramu in jih pregledali pod mikroskopom. Pri pregledovanju smo ugotovili, da je bilo kar nekaj izoliranih sevov mešanih. Najpogostejše oblike izoliranih bakterij so bili koki in bacili, opazili pa smo tudi celice srpastih oblik. V večini primerov so se celice povezovala v krajše verižice. Večina bakterij je bila gramnegativnih.

Izolirati smo uspeli tudi spirohete, ki so v vampu prežvekovalcev redke, zato bi bile zanimive za nadaljne preiskave. 

V nadaljevanju bi morali s tehniko precepljanja do posameznih kolonij očistiti mešane seve in ponovno opraviti hiter presejalni test za sledenje ksilanazne, CMC-azne in Dnazne aktivnosti. Izolati z močno ksilanazno, CMC-azno in Dna-zno aktivnostjo so zelo zanimivi za nadaljnje preučevanje, saj bi lahko encime, ki jih izločajo izolirani sevi koristno uporabili predvsem na področju biotehnologije.

7. ZAKLJUČEK

Iz vampa ovna smo uspešno osamili bakterije z močno ksilanazno, CMC-azno in DNA-zno aktivnostjo. S preverjanjem prisotnosti ksilanazne aktivnosti smo ugotovili, da imajo sevi K 10, K 14 in K 17 največjo ksilanazno aktivnost. Na gojiščih s CMC pa smo ugotovili največje cone zbistritve okoli izolatov CMC 4, CMC 13 in CMC 16. 

Po pregledu gojišč z dodatkom DNA pod UV žarki, smo okoli sevov DNA1 11, DNA1 12, DNA1 17, DNA2 8 in DNA2 11 zaznali svetlejše cone. Ugotovili smo, da imajo le našteti izolati DNA-zno aktivnost.
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9. priloga

Recept za pripravo M2 gojišča

Tripton
  1,0g

Kvasni ekstrat









0,25g

Glukoza









  0,2g

Celobioza









  0,2g

Topni škrob 









  0,2g

NaHCO3









   0,4g

Min. Razt. I









 15ml

Min. Razt. II









 15ml

Vampni sok









 30ml

Natrijev laktat 80%








   1ml

Destilirana voda








 40ml

Resazurin









0,1ml

L-Cystein HCl









  0,1g

MINERALNA RAZTOPINA I

K2HPO4









     3g

Destilirana voda







         1000ml

MINERALNA RAZTOPINA II

K2HPO4









      3g

(NH4)2SO4









      6g

NaCl










    6g

MgSO4









 0,6g

CaCl2 ( 2H2O









 0,6g

Destilirana voda







        1000ml

Kemikalije postopoma raztapljaj v destilirani vodi

1
5

