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Povzetek

Odpornost dolocenih sevov mikrobov na antibiotike se nenehno povecuje, s tem pa
potreba po novih, u¢inkovitejsih in izpopolnjenih protimikrobnih zdravilih. Glive,
Se posebej endofitske, so obetaven vir novih protimikrobnih uc¢inkovin. Iz rastlinskih
vzorcev je bilo predhodno izoliranih triinsedemdeset sevov endofitskih gliv, vecino
iz iglic iglavcev. Izvlecke vseh sevov so preizkusili na protimikrobno ucinkovitost z
uporabo mikrodilucijskega testa. Sevi, ki so izkazali u¢inkovitost proti testni gram-
negativni bakteriji Fscherichia coli (sev ER2738), smo nadalje preucevali. Izolirali
smo genomsko DNA iz petih protimikrobno aktivnih sevov ter jo dodatno odistili
pred pomnozevanjem vrstno zna¢ilnih DNA regij (ITS regije) s pomodjo verizne re-
akcije s polimerazo. Pomnozene fragmente smo nadalje loc¢ili na agaroznem gelu v
okviru gelske elektroforeze. Cistost izolirane in nato pomnoZene DNA smo preverjali
spektrofotometriéno, vsakemu DNA fragmentu smo dolo¢ili nukleotidno zaporedje.
Le-ta so nam omogocila primerjavo s sekvencami vrst, ki so Ze vneSene v zbirko po-
datkov GenBank. Primerjavo med naSimi, analiziranimi sekvencami in najblizjimi
sekvencami iz baze podatkov nam je olajsal program NBLAST in s tem identifikacijo
glivnih sevov do nivoja vrste z visoko gotovostjo. Ujemanje nukleotidnih zaporedij
je bilo namre¢ 99%. Predhodno so bile iste glive dolo¢ene morfologko in rezultati
so se ujemali. S tem smo navzkrizno potrdili dobljene rezultate. Dva seva proti-
mikrobno aktivnih endofitskih gliv pripadata vrsti Lophodermium pinastri, dva sta
Lophodermium seditiosum ter en sev vrsti Phoma herbarum. Vseh pet neobjavljenih
nukleotidnih zaporedij je bilo uvrsc¢enih v gensko bazo podatkov GenBank pod za-
porednimi Stevilkami KC608049, KC608050, KC608051, KC608052 and KC608053.
Vse omenjene vrste veljajo za zajedalske, tako da jih pristevamo k endofitom zgolj

glede na kraj najdbe. Dano diplomsko delo predstavlja zanimiv pristop pri iskanju



novih protimikrobnih uc¢inkovin, kjer izhajamo iz naravnega vira, ki ga identificiramo

Sele, ko v njem najdemo biolosko aktivnost - od iglice do potencialne u¢inkovine.

Klju¢ne besede

Endofitske, glive, Lophodermium seditiosum, Lophodermium pinastri, Phoma herba-

rum, antimikrobno, dolo¢anje nukleotidnega zaporedja, regija ITS, iglice, GenBank



Abstract

Drug resistence of some strains of microbes is constantly increasing, so is the need
for new, more effective and innovative antimicrobial drugs. Fungi and in particular
endophytes are a promising source of new antimicrobial compounds. Seventy-three
strains of endophytic fungi were isolated from plant samples, mainly from needles
of conifers. Extracts of cultured endophytic strains were tested for antimicrobial
properties using microdilution test. Strains that exhibited antimicrobial properties
on test Escherichia coli (strain ER2738) were further examined. Genomic DNA
from five active fungal strains was isolated and additionally purified before further
amplification using polymerase chain reaction of species-specific DNA regions (ITS
regions). Amplified fragments have been separated via agar gel electrophoresis.
Purity of isolated and amplified DNA was checked spectrophotometrically. DNA
sequencing was performed by GATC Biotech only to purified fragments of DNA.
The sequences we got have been compared to those available in the database Gen-
Bank. We used software NBLAST, which makes alignment easier to compare. Se-
quences allowed us to determine the identity of the samples as precise as the exact
species level, since the alignment of sequences was as high as 99%. That is how we
confirmed previously determined fungi species using morphologic properties. Active
endophytic fungi turned out to be two strains of Lophodermium pinastri, two strains
of Lophodermium seditiosum and one strain of Phoma herbarum. All five unpub-
lished sequences have been submitted to the GenBank database under the accession
numbers: KC608049, KC608050, KC608051, KC608052 and KC608053. All of these
strains are known as parasitic and can be treated as endophytes only according to
the location of discovery. This master thesis demonstrates an interesting bottom-up

approach for discovery of new antimicrobial compounds - from needle to a potential



drug.
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Seznam okrajsav

BP - bazni par

ddNTP - dideoksinukleozid trifosfat

DNA - deoksiribonukleinska kislina (deoxyribonucleic acid)

gDNA — genomska deoksiribonukleinska kislina (genomic deoxyribonucleic acid)
HPLC — teko¢inska kromatografija visoke lo¢ljivosti (High-Performance Liquid Chro-
matography)

IGS - neprepisani (medgenski) vmesnik ribosomske DNA (InteGrinic Spacer ali non-
transcribed spacer)

ITS — notranji prepisani vmesnik ribosomske DNA (Internal Transcribed Spacer)
LAF - asepti¢na komora z laminarnim pretokom zraka (laminar air flow)

LAMP - izotermalno pomnozevanje, posredovano z zanko za dolo¢anje nukleinskih
kislin (Loop-mediated isothermal AMPlification)

mRNA - informacijska ribonukleinska kislina (messenger RNA)

MBK — minimalna baktericidna koncentracija

MCMT - gen, ki kodira minikromosom vzdrzevalni protein (gene encoding a Mini-
Chromosome Maintenance protein 7)

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

MS — masna spektrometrija (Mass Spectrometry)

MRSA - proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus (Methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus)

NCCLS - nacionalni komite za klini¢ne laboratorijske standarde (the national com-
mittee for clinical laboratory standards)

NMR - jedrska magnetna resonanca (nuclear magnetic resonance)

PCR - verizna reakcija s polimerazo (polymerase chain reaction)



PDA - trdno gojis¢e s krompirjevim izvleckom in glukozo (potato dextrose agar)
qc - prekrivanje nukleotidnega zaporedja (query cover)

rpm - obrati na minuto (rounds per minute)

rRNA — ribosomska ribonukleinska kislina (ribosomal ribonucleic acid)

RT-PCR - obratna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo (reverse transcrip-
tase PCR)

SSU - majhna podenota gena za jedrno rDNA (small subunit rDNA gene)

RPBI - najvedja podenota RNA polimeraze II (largest subunit of RNA polymerase
1)

RPB2 - druga najve¢ja podenota RNA polimeraze II (second largest subunit of RNA
polymerase 1)

TAE pufer - pufer, ki vsebuje tris, ocetna kislina, EDTA

VRE - proti vankomicinu odporni enterokoki (Vancomycin-resistant enterococcus)



Poglavje 1

Uvod

1.1 Glive

1.1.1 Osnovne znacilnosti

Glive (Fumycota) 7ivijo na kopnem, v sladkih vodah, redkeje v morju. So hetero-
trofni organizmi, ki 7ivijo saprofitsko, parazitsko in simbiontsko [1]. Imajo lastnosti
tako rastlin kot Zzivali, zato predstavljajo svoje kraljestvo. Heterotrofi niso samo
glede energetske preskrbe in presnove ogljika (prehranjujejo se s ¢rpanjem hranil iz
okolice), ampak tudi glede prehrane z dusikovimi spojinami in drugimi hranili. Imajo
celi¢no steno, ki $¢iti celice pred spremembami osmoznega pritiska, jim daje obliko
in doloc¢a antigenske lastnosti. Nizje oblike imajo celulozno, razvitejSe pa hitinsko
celicno steno. Znotraj le-te je dvoslojna celicna membrana, sestavljena pretezno iz
fosfolipidov ki obdaja citoplazmo z organeli. Rezervne snovi so glikogen, mas¢obe in
Se nekatere druge spojine (manitol), nikoli skrob. Edinstvena sestavina membrane
pri glivah je ergosterol in zimosterol. Ker omenjenih sterolov v celi¢éni membrani
sesalcev ne najdemo, to lastnost izkoris¢amo pri zdravljenju glivicnih okuzb z an-
timikotiki, npr. alilamini (terbinafin), azoli (ketokonazol), polienskimi antibiotiki
(amfotericin B) ali ehinokandini (micafungin). Njihove celice so brez plastidov in
klorofila. Vsaka celica ima vsaj eno jedro, nekatere glive izdelujejo tudi kapsulo, ki
ima poleg vezavne vloge tudi virulenc¢no vlogo, saj onemogoca gostiteljevemu imun-
skemu sistemu, da bi glivo prepoznal ter jo fagocitiral. Se ne gibljejo, razmnozujejo

se s pomocjo spor. Razrascajo se v obliki cilindri¢nih celic oz. hif. Preplet le-teh



imenujemo micelij. Del, ki se vrasca v hranilno podlago imenujemo vegetativni mice-
lij, del ki raste nad hranilno podlago pa imenujemo reproduktivni ali zra¢ni micelij.
Na njem se razvijejo sporangije - posebne strukture za razmnozevanje s sporami, ki
so morfolosko tako vrstno specificne, da v dolo¢enih primerih zadoscajo za identi-
fikacijo. Spore zagotavljajo prezivetje v neugodnih razmerah ter razsiritev na novo
podrocje, da gliva pridobi nova hranila. Sporulacija je zapleten proces z mnogimi
oblikami. Ob izobilju hranil in primernih fizikalno kemi¢nih dejavnikih (tempera-
tura, vlaznost in ¢istost zraka, vsebnost CO,, pH medija, svetloba, tresljaji) glive
pospeSeno vegetativno rastejo. Po obliki rasti delimo glive na kvasovke, plesni in
dimorfne glive.

Kvasovke so enoceli¢ne glive, ki se razmnozujejo z brstenjem ali pa tvorijo psev-
dohife, ki so skupki prostorsko nerazdeljenih enoceli¢nih organizmov z loc¢enimi ci-
toplazmami. Vlaknate glive ali plesni so vecceli¢ni organizmi, tvorijo hife, micelij
je pogosto puhastega videza. Dimorfne glive glede na okoljske pogoje rastejo kot
plesni ali kvasovke. Mnogo gliv ima razvit spolni in nespolni nac¢in razmnozevanja.
Te imenujemo Fungi perfecti, nadalje lo¢imo tri debla: Ascomycota, Basidiomycota,
Zygomycota. Pretezno nespolno razmnoZevanje je znacilno za mitosporne glive oz.
Fungi imperfecti, katerih nespolne spore imenujemo konidiji, ki nastajajo kot mito-
spore vedno eksogeno, le izjemoma prevzamejo vlogo spolnega razmnozevanja, ko
delujejo kot prenasalci mosko potentih jeder (gamet) [1].

V rastlinski sistem jih uvr§¢amo zaradi tradicije, nedvomno pa gre za zelo samo-
stojno skupino, ki jo — kot glive — prav lahko uvrS¢amo enakovredno rastlinam in
zivalim [1]. Kljub temu, da vec¢ina izmed 1,5 milijona poznanih gliv spada v kralje-
stvo gliv, uvr§¢amo nekatere tudi v kraljestvi stramenopil (Chromista) in prazivali

(Protozoa).

1.2 Endofiti

Izraz endofit je kot prvi uporabil De Bary in se je uporabljal za “vse organizme, ki
se pojavljajo v rastlinskih tkivih.“ [2]. V literaturi najdemo razline, a kljub temu
sorodne definicije, ki jih na Siroko povzemata Caroll in Petrini: “Endofiti so mikro-

organizmi, ki naseljujejo Ziva, notranja tkiva rastlin, ne da bi pri tem povzrocali



kakrsnekoli vidne poskodbe gostitelja.“ |3], |4]
Obsgirne mikoloske raziskave o endofitih in njihovi vlogi, pridobljenih iz listavcev kot
tudi iglavcev segajo ze v 70. in 80. leta prejSnjega stoletja, ko sta bila izredno

aktivna ravno Caroll 3] in Petrini [4] ali pa kar oba skupaj [5], [6].

1.3 Sekundarni metaboliti - protimikrobne ucinko-
vine iz endofitskih gliv

Stevilni avtorji so Ze raziskovali in preucevali endofite kot morebiten vir novih ucin-
kovin [7], [8]. Dreyfuss in Chapela sta predpostavljala, da so ravno endofitske glive
glavni vir novih, uporabnih metabolitov [9]. Schulz in sodelavci so izolirali okoli
6500 endofitskih gliv in preizkusili njihovo biolosko u¢inkovitost. Analizirali so 135
sekundarnih metabolitov in za 69 izmed teh ugotovili, da predstavljajo nove biologko
aktivne spojine [10], [11]. Sekundarni metaboliti so spojine z nizko molekulsko maso
in niso potrebne za rast in razvoj v ¢isti kulturi, a sodelujejo pri vrsti metabolnih
interakcij med glivo in njenim gostiteljem - pri signaliziranju, obrambi in uravna-
vanju sozitja [12]. Farmacevtsko zanimivi so zaradi zas¢itnega u¢inka na rastline v
katerih se nahajajo - saj jih varujejo pred rastlinojedi, skodljivci in ostalimi pato-
genimi mikroorganizmi. Izbor izoliranih uc¢inkovin je pester, kemijsko so raznolika
skupina, razdelimo jih na S-laktamske antibiotike (cefalosporin, penicilin), cikli¢ne
oligopeptide (ciklosporin), indolne alkaloide (psilocibin, ergotamin) in preostale ra-
stlinske regulatorje rasti (citokinin, avksin) [13].

Ena od prelomnic je bilo odkritje endofitske glive Tazomyces andreanae iz lubja
pacifigke tise leta 1993, ki izdeluje protimumorno uéinkovino paklitaksel. [14]. Pa-
klitaksel (generi¢no ime Taksol) je protitumorska ucinkovina, delujoc¢a Se posebej
proti karcinomu jaj¢nikov in dojk. Danes najpogosteje uporabljena metoda je pol-
sinteza iz predhodnikov paklitaksela - natan¢neje 10-deacetil bakatina III (10-DAB),
ki se nahaja tudi v iglicah ostalih tis (npr. evropske). V preteklosti so za ekstrakcijo
1 g paklitaksela iz lubja pacifiske tise ( Tazus brevifolia) potrebovali 27 kg lubja [11].
Kljub temu, da je totalna sinteza poznana (40 korakov, 2% izkoristek) ni ekonomsko,

ne ekolosko sprejemljiva.



Ker tropski dezevni gozdovi predstavljajo zajeten del svetovne biotske raznolikosti ni
presenetljivo, da so iz kostariskih listavcev izolirali neznano endofitsko glivo, katere
sekundarni metaboliti so izkazali protimikrobno uc¢inkovitost proti ve¢ patogenom.
Dolodili so tudi strukturo petnajstim strukturno razlicnim diterpenom, imenova-
nim guanacastepeni A-O, in sicer po obmodju odkritja - Guanacaste na pacifiski
obali Kostarike [15]. Guanacastepen A je uc¢inkovit proti grampozitivnim bakteri-
jam MRSA (proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus) in VRE faecium [16],
medtem ko je guanacastepen I izkazal u¢inkovitost proti S. aureus [17].

Veliko biolosko aktivnih spojin, vklju¢no z antimikotiki, so izolirali iz razli¢nih gliv
rodu Xylaria. Sordaricin in multiplolid A in B delujejo proti glivi Candida albicans.
Griseofulvin, spirobenzofuranski protiglivi¢ni antibiotik pa deluje proti zivalskim in
humanim mikozam [18]. Protimikrobno u¢inkovitost gliv in endofitov so v preteklo-

sti na Fakulteti za farmacijo ze raziskovali [19], [20], [21].

1.3.1 PreizkuSanje protimikrobnih ucinkovin in vitro

Postopek dolo¢anja obcutljivosti za, ali odpornost mikroorganizmov proti antimi-
krobnim u¢inkovinam, imenujemo antibiogram (kadar je mikroorganizem bakterija).
Antibiogram delamo vedno, kadar izoliramo klini¢éno pomembno bakterijo iz razlic¢-
nih kliniénih vzorcev, z namenom ustreznega zdravljenja bolnikov [22]. Poznamo
razlicne nacine dolo¢anja obcutljivosti mikroorganizmov za antimikrobne ucinko-
vine. Da bi bili rezultati med posameznimi laboratoriji primerljivi, je potrebno, da
postopke izvedemo po doloc¢enih mednarodno priznanih standardih, po katerih izva-
jamo teste tudi v Sloveniji. Za to skrbi Nacionalni odbor za klini¢no-laboratorijske
standarde (NCCLS). NCCLS predpise, kako izvajati teste in pripravi mednarodne
smernice za tolmacenje rezultatov pri posameznih vrstah bakterij [22|. Razli¢ni bak-
terijski sevi so razli¢no ob¢utljivi na protimikrobne ucinkovine, zato so podatki, ki
jih dobimo pri preizkusanju protimikrobnih uc¢inkovin in vitro zelo pomembni tako
pri zdravljenju kot pri iskanju novih, Se ucinkovitejsih protimikrobnih ucinkovin.
Ob¢utljivost najpogosteje preizkusamo z uporabo disk difuzijskega testa (E-test),
agar dilucijskega testa in bujon dilucijskega testa [19].

Disk difuzijski test se uporablja za kvalitativno ali semikvantitativno oceno ob-



Cutljivosti dolo¢enega bakterijskega seva na protimikrobne u¢inkovine [19]. To je
preprosta, hitra in poceni metoda za dolo¢anje obc¢utljivosti na antibiotike. Upora-
blja se pri hitro rasto¢ih bakterijah [22]. Pri tem testu merimo premer inhibicijskega
obmocja okoli diska, prepojenega z raztopino uc¢inkovine po inkubaciji na agarju, ki
je premazan s suspenzijo izbranega bakterijskega seva [19]. Inhibicijsko obmodje
nastane kot posledica difundiranja antibiotika iz diska v gojis¢e. Antibiotik zavre
razmnoZevanje nanj ob¢utljivih bakterij [22]. E-test je ravno tako difuzijski test, ven-
dar omogoca priblizno dolo¢itev MIK (minimalna inhibitorna koncentracija) [23|.

Kvantitativno vrednotimo obcutljivost z uporabo agar dilucijskega ali bujon dilucij-
skega testa. Pri obeh metodah pripravimo serijo redc¢itev protimikrobne uc¢inkovine
v agarju oz. bujonu in po inkubaciji opazujemo bakterijske kolonije na agarju oz.
zamotnitev tekoCega gojisc¢a zaradi rasti bakterij. Najnizja koncentracija ucinkovine
v agarju ali bujonu, ki onemogoci rast bakterij, je MIK. Najnizja koncentracija an-
tibiotika, ki povzro¢i unic¢enje bakterij pa je minimalna baktericidna koncentracija
(MBK). Shematsko je metoda predstavljena na sliki 1. Bujon dilucijsko metodo

lahko tudi avtomatiziramo in motnost gojis¢a dolo¢amo denzitometri¢no [19].

tetoda dolodaja MIK in MBK antibiotika

rast ni rasti
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Slika 1: Metoda dolo¢anja MIK in MBK.



Prednost bujon dilucijskega testa je moznost izvedbe tudi v majhnem merilu s
prostornino inkubacijske zmesi okoli 100 pL. Test se imenuje tudi mikrodilucijski test
in je standardna referen¢na metoda za preizkusanje obcutljivosti aerobnih bakterij
na protimikrobne uc¢inkovine. Metoda omogoca kvantitativno opredelitev in vitro
ucinkovitosti spojine na izbranem bakterijskem sevu. Metodo uporabljamo kot ro-
bustno orodje za odkrivanje novih protimikrobnih uc¢inkovin, saj se lahko enostavno

prilagodi za preizkusanje ucinkovitosti izvleckov.

1.4 Taksonomsko dolocanje gliv

1.4.1 Morfolosko

Tradicionalno je dolo¢anje vrste na osnovi morfoloskih lastnosti iz ¢istih kultur.
Opazovanje oblike, velikosti, roba, presevnosti, viSine ter povrSine kolonije in barve
sporangijev s prostim oc¢esom in pod svetlobnim mikroskopom je bila v preteklosti
edina moznost. Vendar le morfoloske lastnosti velikokrat ne zadoscajo za natanc¢no
dolocitev. Potrebno je preuciti tudi fizioloske in biokemijske tehnike, kar vkljucuje
razvo] gliv na standardnih medijih, dolocitev optimalnih rastnih pogojev, raziskave
mehanizmov sporulacije in dolocitev spolnega razmnozevanja in konidiogeneze po
standardnih postopkih, opisanih v mikologkih priro¢nikih [24]. Ima pa tovrstno
dolocanje dolocene slabosti - med drugim je ¢asovno potratno, naporno ter zahteva
poglobljeno znanje klasi¢ne taksonomije. Veliko vrst je tezko, nekatere pa nemogoce
gojiti v in vitro pogojih [25]. Zato se je $tevilo novoodkritih vrst bliskovito povecalo,
ko so razvili in izpopolnili naprednejSe molekularne metode, ki prav tako omogocajo

taksonomsko klasifikacijo.

1.4.2 Genetsko

Zanesljivejsa, hitrejsa in relativno poceni pot dolo¢anja vrste je genetska (moleku-
larna). Prednosti pomnoZzevanja in dolo¢anja nukleotidnega zaporedja pred doloc¢a-
njem na osnovi morfoloskih znacilnosti so ve¢ja natan¢nost, obc¢utljivost, robustnost,
specifi¢nost (vedje razlikovanje med tesno sorodnimi organizmi), hitrejsa izvedba,

moznost identifikacije vrst, ki ne uspevajo v kulturah in vitro [26], [27]. Pomembna



prednost je tudi tolmacenje rezultatov, saj zanj ni potrebno poglobljeno poznavanje
taksonomije. Medtem ko je standard pri zivalih regija COI (mitohondrijska Cito-
krom ¢ oksidazna I podenota gena), pri rastlinah gena za rbcL (Ribuloza-bisfosfat
karboksilaza) in matK (Maturaza K) uporabljamo pri glivah notranji prepisani vime-
snik ribosomske DNA - ITS regijo (Internal Transcribed Spacer) [28]. 18S mala
jedrna ribosomska podenota rRNA gena (SSU) se pogosto uporablja v filogenetiki,
predvsem njen homolog (16S) kot vrstno specificni dolocevalec za bakterije [29)].
Splosno vodilo je, da so za taksonomsko analizo primerni vsi odseki DNA, ki imajo
dovolj razlicno nukleotidno zaporedje, da je mogoce razlikovanje med posameznimi
vrstami. Obenem pa je zazeljeno, da je zacetek in konec regije ¢imbolj konzerva-
tiven. Le-ta lastnost omogoc¢a pomnozevanje vecih vrst z istimi oligonukleotidnimi

zacetniki, kar je ekonomicno.

1.5 Primerni regiji jedrne ribosomske DNA za vr-
stno doloc¢anje gliv - regiji ITS in IGS

Najpogostejse uporabljena regija v kraljestvu gliv je I'TS regija genov, ki kodirajo
rRNA. Od leta 2012 je ITS regija tudi uradno priznana regija kot standard za do-
lo¢anje gliv [30]. rDNA regija je sestavljena iz ve¢ kopij (do 200 kopij na haploidni
genom), ki so urejene v tandem. Podenote si sledijo: 18S v mali podenoti, 5,85
in 285 v veliki podenoti. Geni so med seboj lo¢eni z dvema ITS regijama - ITS1
med 185 in 5,85 ter ITS2 med 5,85 in 28S. Ti notranji vmesni segmenti so visoko
variabilni in zato vrstno specificni. Geni za ribosomske podenote pa so nasprotno
zelo ohranjeni in so skupni predstavnikom istih taksonomskih rodov ali celo debel.
Ob poznavanju njihovega nukleotidnega zaporedja so odli¢na tar¢a za nacértovanje
in prileganje nukleotidnih zacetnikov, s katerimi lahko pomnozimo sosednji I'TS re-
giji. To smo izkoristili pri izbiri zac¢etnikov ITS F in ITS R, ki sta popolnoma
komplementarna kon¢nemu zaporedju 18S podenote (ITS F) in zacetnemu zapo-
redju 28S podenote (ITS R). Vloga ITS regij Se ni docela pojasnjena. Mozne vloge

so predvsem kontrolne - na aktivacijo promotorja pri prepisovanju iz DNA v RNA



vplivajo razlicni faktorji. Obe I'TS regiji naj bi imeli mnoga funkcionalna vezavna
mesta, ki te faktorje privla¢ijo [31]. Na 5 koncu celotnega ponavljajocega se zapo-
redja DNA je IGS regija (poznana tudi kot NTS regija - non-transcribed spacer).
Velikost IGS regije je od 2 kBP (baznih parov) navzgor. Pogosto je regija visoko
variabilna in posledi¢no dobro prijemaliS¢e za razlikovanje med vrstami- podobno
kot ITS regija. Vecina nitastih gliv iz debla Ascomycota ima eno neprekinjeno IGS
regijo (med koncem 28S in zacetkom naslednje 18S podenote), dolgo med 2-5 kBP
ali ve¢. Pomnozevanje celotne IGS regije terja uporabo nukleotidnih zacetnikov,
ki prijemljejo na 3‘ koncu 28S gena (npr. LR12R) in 5° koncu 18S podenote gena
rRNA (npr. invSR1R) [32]. Pri prakti¢no vseh predstavnikih debla Basidiomycota
in mnogih kvasovkah iz debla Ascomycota je tudi IGS regija razdeljena na dva dela
(IGST in IGS2) z enojno kodirajoco regijo gena za 5S rRNA, katere polozaj ni kon-
stanten pri razli¢nih vrstah [32]. IGS regija je predstavljala rezervni naért v primeru
neuspesSnega pomnozevanja I'TS regij.

Po pomnozevanju ITS regij z metodo PCR imamo ve¢ moznosti, med najpogo-
stejsimi sta restrikcijska analiza ali takojsnje dolo¢anje nukleotidnega zaporedja ter
primerjava z zaporedji v genski knjiznici GenBank s pomo&jo NBLAST orodja [33].
ITS regiji najdemo v vseh evkariontih. Veliko stevlo kopij rRNA genov v glivnem
genomu omogoca obc¢utljivo PCR pomnozevanje. Na voljo je veliko $tevilo ribosom-
skih nukleotidnih zaporedij v genskih bazah podatkov, kot je npr. GenBank, kjer

lahko primerjamo dobljena zaporedja z ze objavljenimi.

1.6 Dolocanje nukleotidnega zaporedja

DNA izoliramo iz celic preuc¢evanega organizma ter jo nato pomnozimo s PCR ali
jo vstavimo v vektor, kjer jo gostiteljska bakterija pomnozi. DNA denaturiramo,
da se verigi locita in na en konec preucevanega zaporedja matri¢ne verige DNA pri-
legamo kratek oligonukleotid. DNA polimeraza podaljsuje oligonukleotid tako, da
se nukleotidi dodajajo v zaporedju, ki je komplementarno matri¢ni verigi. Obcasno
se na rastoco DNA verigo naklju¢no pripne dideoksi nukleotid. Ker le-ta nima 3°
hidroksilne skupine, ki je pomembna za tvorbo fosfodiesterske vezi med sosednjima

nukleotidoma, se naslednji nukleotid ne more prilegati, s ¢imer je podaljSevanje za-



kljuceno. Tako dobimo verige vseh dolzin - od zelo kratkih do najdaljsih. Vsak
izmed $tirih razli¢nih dideoksinukleotidov je oznacen z drugim fluorescentnim bar-
vilom, zato je vsaka kon¢na veriga obarvana glede na kon¢ni dideoksinukleotid.

Nato lo¢imo fragmente gleda na dolzino z gelsko kapilarno elektroforezo. Posame-
zne fragmente identificiramo po narascajoci velikosti, saj je zadrzevanje v kapilari
odvisno od velikosti in naboja - vecji fragmenti se zadrzujejo v kapilari dlje kot
krajsi. Ob izhodu iz kapilare laser presvetli vsako verigo posebej in detektor zazna
s fluorescenco emitirano svetlobo. Rac¢unalnik nato analitsko obdela podatke, ki mu
jih posreduje detektor. Le-ta prevede svetlobni signal (fluorescenco) v enega izmed
stirih nukleotidov (A, C, G, T) glede na barvo oznacenega konénega dideoksinukleo-
tida, ki oddaja svetlobo znacilne valovne dolzine (fluorescira). Celotno nukleotidno
zaporedje predstavljeno z vrhovi §tirih razli¢nih barv (ki vsaka predstavlja enega

izmed $tirih nukleotidov) imenujemo elektroferogram, prikazan na sliki 2 [34], [35].
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Slika 2: Primer elektroferograma.




Poglavje 2
Namen dela

Namen nasega diplomskega dela bo dolocitev vrste protibakterijsko uc¢inkovitih se-
vov endofitskih gliv, pridobljenih iz iglic razli¢nih iglavcev, ¢rnega bezga in glavinca.

Izvedli bomo naslednje dejavnosti:

e izbrali vzorce endofitskih gliv iz trajnih kultur, ki so v preteklih raziskavah FFA
izkazale protibakterijsko uc¢inkovitost

e iz izbranih trajnih kultur bomo izolirali genomsko DNA (gDNA)

e pripravili bomo sveze trajne kulture in jih primerno shranili za morebiten ponovni
odvzem in gojenje

e v primeru, da koli¢ina ali ¢istota izolirane DNA ne bo zadosc¢ala za direktno sekven-
ciranje, bomo pred sekvenciranjem pomnozili s PCR odsek gDNA, ki predstavljata
genski zapis obeh ITS regiji in vmesno 5,8 rRNA regijo DNA s PCRjem in uporabo
ustreznih primerjev

e pridobljene fragmente locili s pomocjo gelske elektroforeze

e ustrezne fragmente dodatno ocistili

e dolo¢ili bomo nukleotidno zaporedje ITS regij z DNA sekvenciranjem (vzorce bomo
poslali na analizo v Nemcijo)

e primerjali novo dolo¢ena zaporedja z Ze znanimi zaporedji v genski banki (Gen-
Bank)

e dolodili vrsto endofitske glive
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Poglavje 3

Materiali in metode

3.1 Aparature

3.2 Reagenti

3.2.1 Pufri in raztopine

50x TAE pufer:

e 242 g 'Tris baze

e 57,1 mL ledocet

e 18,6 g EDTA

e do skupno 1 L destilirane vode

e 50-krat red¢imo; delovna raztopina: 1x TAE pufer

3.2.2 Materiali za 1zvedbo elektroforeze

6x Loading Dye solution:

e 0,09 % bromtimol modro
e 0,09 % ksilen cianol

e 60 % glicerol

e 60 mM EDTA

11



Tabela I: Aparature.

aparatura proizvajalec

PCR-GeneAmp 2700 Thermal cycler Life Technologies, Carlsbad, ZDA
centrifugirka Eppendorf Centrifuge 5415R | Eppendorf, Nemdija

stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Zelezniki d.o.o., Slovenija
spektrofotometer NanoDrop 1000 NanoDrop Technologies, ZDA
analizna tehtnica KERN ALS 120-4 Kern & Sohn GmbH, Nemcija
tehtnica PC 2000 Mettler Greifensee, Svica

hladilnik, 4°C Liebherr, Nem¢ija

avtoklav 2540 EL Systec Wettenberg, Nemcdija

LAF komora PIQ LFVP 12 Iskra PIO d.o.0., Slovenija
ultrazvoéna kadilka SONIS 3 Iskra PIO d.o.o., Slovenija
homogenizator Polytron PT 1600E Kinematica, Svica

vakuumski rotacijski uparjalnik Biichi, Svica

rotavapor R-200 Biichi, Svica

zamrzovalnik, -23°C Gorenje, Slovenija

plinski gorilnik Labogaz 206 Campingaz, Francija

digitalni fotoaparat Camedia C-5050 200MV | Olympus, Japonska
mikrovalovna pelica LG, JuZna Koreja

1,5% agarozni gel:

e (0,75 g agaroze

e 50 mLL TAE pufra

e 2.5 ul Sybr gold (c= 10 mg/L)

3.2.3 Reagencni kompleti (kiti)

e DNeasy Plant Mini kit (Quiagen, Nemcija)

e Qiaex II Gel extraction kit (Quiagen, Nemdcija)

12



Tabela II: Reagenti.

reagent proizvajalec
agar Sigma, Nemcdija
agaroza Sigma, Nemcija

beli vazelin

bromfenol modro

EDTA (0,5 M, pH 8,0)

tekoli parafin

Tris baza

glicerol

glukoza

krompirjev izvledek

natrijev acetat (3 M, pH 5,0)
50 BP oznalevalec velikosti
1k BP oznalevalec velikosti
6 x Loading Dye solution (nanaSalni pufer)
etanol 96

Sybr Gold

PCR mix

RNAza

destilirana voda
breznukleazna voda

tekoli parafin

3.2.4 Zacetni oligonukleotidi za PCR

Ime: ITS_F

Proizvajalec: Eurofins MWG Operon, Nemcija

Ime: ITS R

Proizvajalec: Eurofins MWG Operon, Nemdcija
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Lex, Slovenija
Fluka GmbH, Svica
Promega, ZDA
Pharmachem, Slovenija
Promega, ZDA
Fluka GmbH, Svica
Fluka GmbH, Svica
Fluka GmbH, Svica
Applied Biosystems, ZDA
Fermentas, Litva
Fermentas, Litva
Fermentas, Litva
Sigma, Nemcija
Invitrogen, ZDA
Fermentas, Litva
Quiagen, Nemdija
Promega, ZDA
Promega, ZDA

Pharmachem, Slovenija

Zaporedje: 5-AGAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG-3’

Zaporedje: 5-TTTTCCTCCGCTCATTGATATGCTT-3’



Ime: ITS-g F =ITS1
Zaporedje: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
Proizvajalec: Eurofins MWG Operon, Nemcija
Ime: ITS-g R = 1TS4
Zaporedje: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
Proizvajalec: Eurofins MWG Operon, Nemcija

3.3 Laboratorijski pribor in material

e Laboratorijska steklovina (erlenmajerice, ¢aSe, menzure, pipete, epruvete, petri-
jevke,...)

e Laboratorijske rokavice

e Membranski filtri Millipore (0,45 pm), Millipore Corporation, Bedford, Massac-
husetts

e Nastavki za pipete, Eppendorf, Habmurg, Nemcija

e Mikrocentrifugirke, Eppendorf, Habmurg, Nemcija

e Mikropestile Eppendorf, Hamburg, Nemdija

e Objektna in krovna stekelca, Tlos, Zagreb, Hrvagka

e Pincete, skalpeli, laboratorijske zanke (eze)

e Plasti¢ne petrijevke

e Polavtomatske pipete Eppendorf, Hamburg, Nem¢éija (0,5 - 10 pl., 2 - 20 uL, 10 -
100 pL, 100 - 1000 uL)

3.4 Gojisce

Za gojenje smo uporabili trdno gojis¢e s krompirjevim izvle¢kom in glukozo (PDA).

Receptura v tabeli I11.

Trdno gojis¢e (PDA) smo pripravili po naslednjem postopku: 15,6 g suhe zmesi
gojisca z glukozo, agarjem in krompirjevim izvleCkom smo suspendirali v 400 mL
destilirane vode in sterilizirali 20 minut pri 121°C ter nadtlaku vodne pare 1 bar.

Raztopino smo po sterilizaciji ohladili na 80°C in jo v LAF komori razporedili po
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Tabela IIT: Trdno gojis¢e s krompirjevim izvle¢kom in glukozo (PDA).

suha meSanica 39 g sestava suhe meSanice(g):
prelis&fena voda do 1000 g krompirjev izvlecek 4,0

glukoza 20,0

agar 15,0

priblizno 20 mL v 20 sterilnih petrijevk s premerom 90 mm. Ko se je po priblizno
0,5 ure gojisce v zaprtih petrijevkah strdilo, smo petrijevke ovili s parafilmom. PDA
plosce smo za 1 teden postavili v karanteno - tj. zastekleno omaro za gojenje gliv,
v kateri so 1 ¢cm visoki kovinski valji premera 5 cm (kamor postavimo gojisce), ki
so na stiku s podlago premazani z belim vazelinom. Le-ta sluzi kot zascita pred
prsicami. V omaro smo postavili smo Se dve stekleni ¢asi s po 300 mL destilirane

vode za vzdrzevanje vlaznosti v karanteni.

3.5 Bioloski material

3.5.1 Glive

Vzorce endofitskih gliv smo dobili iz ¢istih kultur Katedre za farmacevtsko biolo-
gijo na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Podatke o vzorc¢enju rastlinskih delov

gostiteljskih rastlin posameznih endofitskih gliv podaja Tabela I'V.

3.6 Izolacija genomske DNA

Izolacija genomske DNA (gDNA) temelji na predpripravi vzorca (zamrzovanje, mle-
tje, liofilizacija), razbitju celic (organska topila, alkalije, encimsko, mehansko), se-
lektivnem obarjanju gDNA s kationskim detergentom CTAB (cetiltrimetilamonijev
bromid), odstranjevanju necisto¢ ter ponovnem raztapljanju v vodnem mediju.

V naSem primeru smo najprej s sterilizirano spatulo v LAF komori prenesli del¢ek

micelija iz trajne kulture v plasti¢no 1,5 mL epruveto. Nato smo mehansko homo-
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Tabela IV: Rastlinski deli gostiteljskih rastlin posameznih endofitskih gliv [20], [21].

avtor Stevilka gostiteljska rastlina druzina datum
vzorca in njen del nabiranja
Zerjal, A. 2 Sambucus nigra Sambucaceae - 26.4.2007
¢rni bezeg, list bezgovke
Zerjal, A. 24B Centaurea sp. - Asteraceae - 9.5.2007
vrsta glavinca, steblo nebinovke
Zerjal, A. 33 Pinus nigra Arnold - Pinaceae - 9.5.2007
¢rni bor, iglice borovke
Zerjal, A. 35C Pinus nigra Arnold - Pinaceae - 9.5.2007
¢rni bor, iglice borovke
Zajc, S. 38 Pinus sylvestris - rdec¢i bor, Pinaceae - 30.6.2010
kultivar Watereri, iglice borovke

genizirali vzorec s pestilom v terilnici, dodali malo tekocega dusSika za lazje razbitje
celi¢ne stene ter za konec uporabili Se homogenizator Polytron PT 1600E pri 350
Hz eno minuto. Ko smo potrdili, da je vzorec homogeniziran (ni bilo vidnih delé-
kov micelija), smo dodali ekstrakeijski pufer in nadaljevali postopek z DNeasy Plant
Mini kitom po navodilih proizvajalca [36]. Za dodatno ¢igc¢enje gDNA smo uporabili
Qiaex IT Gel extraction kit ali postopek preobarjanja z etanolom in NaOAc, ki je po-
drobneje opisan v poglavju éiééenje genomske DNA s preobarjanjem (3.7). Cistost
smo preverjali s spektrofotometrom NanoDrop 1000. Metoda je zanesljiva, hitra in
natancna v 8irokem razponu koncentracij (2-3700 ng/uL), ne potrebujemo kivet ali
kapilar in kar je bilo v naSem primeru klju¢nega pomena - za meritev smo porabili
le 1 puLi vzorca. UspeSnost izolacije smo nadalje preverjali z gelsko elektroforezo, s

katero smo uspesno lo¢ili razli¢ne fragmente glivne DNA. Dobljene fragmente smo

odistili s pomodjo Qiaex IT Gel extraction kita po navodilih proizvajalca [37].
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V okviru molekularno genetskih analiz smo analizirali del nukleotidnega zaporedja

ITST - 5,85 rDNA - ITS2. (slika 3).

PFPRIM-R4

PFPRIM-F3 % 154 )
= ITS1 - ; <
I [eswREa ) [ 5BSrRNA 152 285 IRNA
~500-800bp

401bp 28000

Slika 3: Lokacija naleganja oligonukleotidnih zacetnikov ITS1 in ITS4 na genih
jedrne rDNA [38].

3.6.1 Izolacija po navodilu proizvajalca z DNeasy Plant Mini

kitom

e v epruvetko smo natehtali 100 mg zmletega vzorca (trdo gojisce, preraslo z glivo
oziroma svez micelij) in odpipetirali 200 uL preciscene vode;

e v epruvetko smo dodali 400 L pufra AP1 in 4 L RNase (100 mg/mL);

e mesSanico smo inkubirali 10 minut na 65°C in vmes 2-3 krat premesali z obracanjem
epruvetke;

e dodali smo 130 uL pufra AP2, zmesali in 5 minut inkubirali na ledu;

e centrifugirali smo 5 minut pri 10800 rpm (obratov na minuto);

e vzorec smo prenesli na QIAshredder kolono in centrifugirali 2 minuti pri 10800
rpm;

e supernatant smo odpipetirali v novo epruvetko tako, da nismo skalili oborine;

e dodali smo 1,5-kraten volumen pufra AP3/E in vzorec premesali s pipeto;

e 650 pulb tako pripravljenega vzorca smo naneseli na DNeasy mini spin kolono in
centrifugirali 1 minuto pri 8000 rpm ter zavrgli filtrat;

e prejsnji korak smo ponovili s preostankom vzorca;

e kolono smo prestavili v novo epruvetko, dodali 500 ul. AW pufra, centrifugirali 1
minuto pri 8000 rpm, in zavrgli filtrat;

e na kolono smo spet odpipetirali 500 uL AW pufra in centrifugirali 2 minuti pri
10800 rpm;

e kolono smo prestavili v novo epruvetko in nanjo odpipetirali 100 uL. AE pufra, ki

je bil predhodno segret na 65°C;
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e inkubirali smo 5 minut na sobni temperaturi, nato centrifugirali 1 minuto pri 8000

rpm;

3.7 Ciséenje genomske DNA s preobarjanjem

e 70 uL vzorca izolirane genomske DNA smo dodali 7 uL. NaOAc (pH=5) in 105 uL
96% etanola, ohlajenega na -20°C;

e vzorec smo hladili 1 uro pri -80°C;

e centrifugirali smo 10 minut pri 10800 rpm in zavrgli supernatant;

e po centrifugiranju nastalo peleto smo sprali s 70 ul. 70% etanola, centrifugirali 10
minut pri 10800 rpm in zavrgli supernatant;

e zadnji korak smo Se enkrat ponovili;

e peleto smo resuspendirali v 50 pLi destilirane vode;

3.8 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo se uporablja za pomnozevanje segmentov DNA, she-
matsko je prikazana na sliki 4. Za uspeSno pomnozZevanje moramo poznati zacetni
in koncni del nukleotidnega zaporedja izbranega odseka. Na osnovi tega zaporedja
nacrtujemo oligonukleotidna zacetnika, ki sta komplementarna zac¢etnemu in konc-
nemu delu odseka.
Bistvena sestavina reakcije je termostabilna polimeraza, pridobljena iz termofilne eu-
bakterije Thermus aquaticus. Obvezno mora reakcijska zmes vsebovati tudi proste
nukleotide, MgCl, in ustrezen pufer. Magnezijevi ioni omogocajo aktivnost polime-
raze, povecajo sposobnost prileganja oligonukleotidnih zacetnikov ter tvorijo topen
kompleks s prostimi nukleotidi, kar igra pomembno vlogo pri njihovem vstavljanju
v verigo, ki se podaljSuje. Reakcija je termi¢no vodena - vsaka stopnja zahteva
ustrezno temperaturo.

V prvem koraku se dvojna vija¢nica matrice (vzorca) pod vplivom poviSane tem-
perature razklene (95°C), nato nanjo nalezeta oligonukleotidna zacetnika (zacetni

ali kon¢ni pri 52-56°C, odvisno od dolzine oligonukleotidov ter deleza G in C. Daljsa
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je veriga in vigji kot je delez GC, vi§ja je temperatura talis¢a in s tem posledi¢no T
naleganja). V tretji stopnji se veriga pod vplivom Taq polimeraze podvojuje (72°C).
Tak cikel se ponovi 20-40-krat.

Za pomnozevanje dela nukleotidnega zaporedja ITS1-5,8S rDNA-ITS2 smo upora-
bili univerzalna evkariontska oligonukleotidna zac¢etnika I'TS-F in ITS-R ter glivno
specificna oligonukleotidna zacetnika ITS-g F, ki je v literaturi bolje poznan kot

ITS1 in ITS-g R, v literaturi poznan kot ITS4. Smiselni oligonukleotidni zace-
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' . .
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tnik ITS F (zaporedje: 5-AGAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG-3’) nalega

na 3’ konec 28S rDNA. Protismiselni oligonukleotidni zacetnik ITS R (zaporedje:
5-TTTTCCTCCGCTCATTGATATGCTT-3’) pa nalega na 5 konec 185 rDNA

[33]. Enako velja za glivno specifi¢na oligonukleotidna za¢etnika ITS-g F (ITS1) 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'in ITS-g R (ITS4) 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3.

Priprava vzorcev za PCR

Priprava 25 pL meSanice za PCR (1 vzorec):
e PCRmix (100 mM) 12,5 1L

e oligonukleotidni zacetnik 1 (10 pM) 1,0 pL
e oligonukleotidni zacetnik 2 (10 pM) 1,0 pL
o ddH20 9,5 uL

e DNA 1,0 uL

eKot pozitivno kontrolo smo uporabili gDNA afriske vijolice (Saintpaulia ionantha

H. Wendl.)

3.8.1 Program za pomnozZevanje z veriZzno reakcijo s
polimerazo

e 95 °C 180 sekund 1 cikel zacetna denaturacija DNA

e 95 °C 30 sekund 30 ciklov odvijanje dvojne vijac¢nice

e 52-56 °C 30 sekund 30 ciklov prileganje oligonukleotidnih zacetnikov

e 72 °C 60 sekund 30 ciklov pomnozevanje verige

e 4 °C oo 1 cikel ohlajanje
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3.9 Gelska elektroforeza

Elektroforeza je separacijska metoda, ki temelji na razliki v hitrosti potovanja na-
bitih delcev na nosileu v pufru, ki so izpostavljeni elektricnemu polju [39]. Po
zakljuceni verizni reakciji s polimerazo smo uspesnost pomnozevanja preverili z gel-
sko elektroforezo. Za lo¢evanje in dolo¢evanje DNA v nasih vzorcih smo uporabili
gelsko elektroforezo, kjer vzorci potujejo po agaroznem gelu pod vplivom elektric-
nega polja. Hitrost potovanja je odvisna od velikosti delcev oz. fragmentov. Vedji
delci potujejo hitreje, manjsi pocasneje. Metodo smo uporabili tako za ugotavljanje
prisotnosti nukleinskih kislin (gDNA, PCR produkti) v vzorcih, kot za ocenjevanje
velikosti posameznih fragmentov (slika 5).

Za doloc¢evanje PCR produktov smo uporabili 1,5% agarozni gel (ut/v).

Ne glede na stevilo preiskovanih vzorcev smo pripravljali gele enotne velikosti, s

kapaciteto do 10 vzorcev (50 mL gela).

Priprava agaroznega gela

e Ustrezni natehtani koli¢ini agaroze (0,750 g) v erlenmajerici smo dodali 0,5xTAE
pufer do kon¢nega volumna 50 mkL;

e Segrevali smo v mikrovalovni pecici do vreli¢a oziroma dokler se agaroza ni raz-
topila, vmes smo 2-3 krat premesali vsebino;

e Ko se je gel ohladil na temperaturo vlivanja (priblizno 50 °C), smo dodali 2,5
pL barvila Sybr Gold koncentracije 10 mg/L (v/v koncentracija raztopine v gelu je
bila 0,25%, saj smo empiri¢no ugotovili, da omenjena koncentracija fluorescentnega
barvila zados¢a - kljub temu, da proizvajalec priporo¢a v/v koncentracijo 0,5%) in
gel vlili v kadicko v polozaju za vlivanje;

e Ko se je gel ohladil in strdil, smo iz gela odstranili glavnicke in ga skupaj z no-
silcem prenesli v elektroforezno kadicko. Kadicko smo napolnili z 0,5x pufrom TAE

tako, da je bil gel popolnoma prekrit s pufrom [40].

Priprava vzorcev za gelsko elektroforezo

V 1,5 mL plasti¢ni epruveti smo si pripravili vzorce po spodnji recepturi in jih s

pipeto prenesli v luknjice na gelu. Luknjici ob robovih smo pustili prazne, v drugo
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TAE pufer
agarozni gel

Slika 5: Shema lo¢evanja DNA fragmentov z gelsko elektroforezo |34].

luknjico iz leve smo nanesli lestvico (GeneRuler™ 50 BP Plus DNA lestvica), sledila
je negativna kontrola in nato vzorci, zadnjo zapolnjeno luknjico je ponovno pred-

stavljala lestvica (GeneRuler™ 1 kBP Plus DNA lestvica).

e V epruvetko smo odpipetirali 2 yl. 6x nanasalnega pufra in 10 ul. vzorca;

e V posebno epruvetko smo odpipetirali 2 ul. 6x nanaSalnega pufra, 9 ul. destilirane
vode in 1 puL oznacevalca velikosti. Uporabili smo 1 kBP ter 50 BP oznacevalec
velikosti;

e Vzorce smo premesali in odcentrifugirali;

e Tako pripravljene vzorce smo nanesli v Zepke agaroznega gela;

Pogoji in potek elektroforeze

Elektroforeza je potekala v naslednjih razmerah:
e Elektricna napetost 100 V

e Elektriéni tok 37 mA

e Elektri¢na energija 3,7 W

e Temperatura 55 °C

e Cas reakcije 45 min
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3.10 Dolocanje koncentracije gDNA s spektrofoto-
metrom NanoDrop 1000

NanoDrop ND-1000 je spektrofotometer celotnega UV VIS spektra (220-750 nm)
s katerim lahko merimo koncentracije v 1-2 plb vzorcih z dobro natan¢nostjo in
ponovljivostjo. Sposoben je meritev visoko koncentriranih vzorcev - 75x bolj kon-
centriranih od vzorcev, ki jih lahko izmerimo v standardni kiveti.

Odpipetirali smo 1 ali 2 pl. vzorca na konec opti¢nega vlakna - tj. sprejemnik (pa-
zimo da kapljica, ki nastane, ne vsebuje mehurckov zraka). Drug konec opti¢nega
vlakna - tj. vir smo spustili do sprejemnika, kar je povzrocilo, da je tekocina tvorila
stolpec med vlaknoma. Pulzirajoca ksenonska zarnica je zasvetila in spektrofoto-
meter je analiziral svetlobo, ki je presvetlil vzorec z linearno CCD (charge coupled
device) resetko. Racunalnik je bil povezan s programsko opremo, ki nadzira Nano-
Drop in zbira ter skladis¢i podatke, ki smo jih nato shranili ali natisnili [42]. Cistost
smo preverjali spektrofotometri¢no. Pozorni smo bili predvsem na razmerje absor-
banc pri 260 nm in 280 nm. Razmerje 1,8 velja za cisto pri vzorcih, ki vsebujejo
DNA, za ¢isto RNA je razmerje 2,0. Razlog za nizje vrednosti razmerja pomeni
morebitno prisotnost proteinov ali ostalih necistot, ki moc¢no absorbirajo pri 280nm

ali blizu te valovne dolZine.

NanoDrop ND-1000 je namenjen:

e Meritvam koncentracij in ¢istosti vzorcev nukleinskih kislin vse do 3700 ng/uL
(dsDNA) brez redéitev

e Meritvam vzorcev nukleinskih kislin na mikromrezah, oznacenih s flourescentnim
barvilom

e Analizi o¢is¢enih proteinov (A280) do 100 mg/mL (BSA)

e Bradford Assay analizi proteinov

e Meritvam celi¢ne gostote

e Splosni UV-Vis spektrofotometriji
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3.11 Dolocanje in obdelava nukleotidnega zaporedja

Nukleotidno zaporedje pomnozka je doloc¢ilo podjetje GATC Biotech (Koln, Nem-
¢ija) z DNA sekvenatorjem 3730xl, ki temelji na Sangerjevi (dideoksi) metodi dolo-
¢anja nukleotidnega zaporedja in gelski kapilarni elektroforezi (slika 6) [43]. 7,5 uL
oCis¢enega vzorca (koncentracije okrog 10 ng/uL) in 2,5 pL smiselnega oligonukleo-
tidnega zacetnika smo odpipetirali v plasti¢no 1,5 mL epruveto, jo opremili s ¢rtno

kodo podjetja in jo po posti poslali v Nemcijo. Po najve¢ dveh dneh so bili rezultati

dostopni na spletni strani podjetja.

1. reakcijska zmes
-oligonukleotidni zacetnik in matricna DHA

-DHA polimeraza
-flourokromno oznaceni ddHTP-ji
-dHTP-ji (d&TP, dCTP, dGTP, dTTP)
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Slika 6: Avtomatsko dolo¢anje nukleotidnega zaporedja [43].

Nukleotidna zaporedja pomnozkov smo pregledali z racunalniskim programom
NCBI BLAST [44] in jih z uporabo spletnega orodja nucleotide basic local alignment
search tool (NBLAST) [45], [46] primerjali s tistimi v National Center for Biotech-
nology [47]. Prikazali smo dolZino uporabljenega zaporedja DNA, vrsto z najvisjim

odstotkom podobnosti ter ustrezne E vrednosti (verjetnost, da je ugotovljena stopnja

podobnosti slucajna, kjer vrednost E=1 predstavlja naklju¢no podobnost, vrednosti
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manjSe od ena pa nakazujejo, da so zaporedja morebiti homologna. Manjsa, kot je

E vrednost, ve¢ja je verjetnost, da sta zaporedji homologni) [47].

3.12 Priprava trajnih kultur

.....

da jih precepimo na posevno PDA gojisce ter zalijemo s teko¢im parafinom. Tako
smo dobili stabilne trajne kulture, ki so osnova za nadaljne raziskave v prihodnosti.
PoSevno gojisce s PDA smo pripravili po naslednjem postopku: 11,7 g suhe zmesi
gojisca z agarjem, krompirjevim izvleckom in glukozo smo suspendirali v 300 mL
vode in sterilizirali 20 minut pri 121°C in nadtlaku 1 bar. Raztopino smo po ste-
rilizaciji ohladili na 80°C in jo v sterilni LAF komori razporedili po priblizno 20
mL v 17 sterilnih epruvet z zamaskom, volumna 50 mL. Pri pripravi trajnih kultur
smo uporabili poSevno gojisc¢e. Pripravili smo ga tako, da smo predhodno pripravili
stojalo, stoje¢e na pultu pod kotom 30°, ki se ni premikalo. Le tako smo lahko
zagotovili uspesno pripravo posevnih gojis¢, saj se je tekoci agar v epruvetah strdil
pod kotom, ki ga je dolocalo stojalo. Ker so bile epruvete blizu druga drugi, so se
gojisca popolnoma strdila Sele po treh urah.

Epruvete smo za 1 teden postavili v karanteno - tj. zastekleno omaro za gojenje gliv,
znotraj katere so 1 cm visoki kovinski valji premera 5 cm, ki so na stiku s podlago
premazani z belim vazelinom zaradi zascite pred prSicami. Epruvete smo postavili

na valje, v omaro smo dodali Se dve posodi s po 300 mL vode za vzdrzevanje vla-

.....

.....

gojis¢. V LAF komori smo na poSevna gojis¢a nacepili micelije gliv. Uporabljali
smo sterilno mikrobiologko zanko - ezo. Epruvete smo rahlo zaprli z zamaski in jih
postavili v komoro za gojenje gliv na kovinski pladenj, ki je bil na spodnji strani
premazan z vazelinom in s posodo s 500 mL vode za vzdrzevanje vlaznosti. Kot
zatesnili. Ko so glive prerasle povrsino gojisca, smo jih prelili 10 mm visoko s teko-
¢im parafinom, ki smo ga prej dvakrat zapored sterilizirali - po 20 minut pri 121°C

in nadtlaku vodne pare 1 bar. Epruvete smo rahlo zaprli z zamaski in jih shranili pri
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4-6°C. Obe negativni kontroli tudi po 1 mesecu inkubacije v karanteni nista kazali
vidnih znakov okuzb.

Po pregledu posevnih gojis¢ smo opazili, da so nacepljene glive le-ta prerasla v dveh
tednih. Glivna gojisca smo prelili s tekoc¢im parafinom, ki smo ga zaradi njegove
viskoznosti dvakrat zapored avtoklavirali. S tem smo povecali verjetnost, da je bila
sterilizacija uspeSna. Parafin smo prelili na prerasla gojis¢a zato, da bi upocasnil
delovanje presnovnih procesov in rast gliv, saj le-ta zmanjsa dostopnost kisika. Ker
bi prevelika koli¢ina teko¢ega parafina predstavljala nevarnost, da gliva ne bi dobila
potrebne koli¢ine kisika, smo uporabili posevno gojisce. Tako je bil vsaj del micelija
izpostavljen ustreznim pogojem, kar je zagotovilo uspesno prezivetje glive. Po drugi
strani ima parafin tudi zasc¢itno vlogo, saj preprecuje izhlapevanje vode iz gojisca
in s tem izsuSitev. Tudi to bi vodilo v propad glivne kulture. Gojis¢a z glivami je
bilo pomembno shranjevati v hladni sobi pri 4-6°C, saj je pri nizkih temperaturah
metabolizem gliv upocasnjen. V takih pogojih lahko trajne kulture ostanejo stabilne
tudi ve¢ deset let, vseeno pa je za zagotovitev zivih kultur priporocljivo precepljati

glive v intervalih 1-2 let [21].
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Poglavje 4

Rezultati

4.1 Zacetni izbor gliv

Uporabili smo Sest protimikrobno najucinkovitejsih sevov gliv glede na rezultate
dveh predhodnjih diplom na katedri za Farmacevtsko biologijo na Fakulteti za far-
macijo [20], [21]. Shema poteka naSega in predhodno opravljenega dela se nahaja

na strani 28 (slika 7).

4.2 Gojenje gliv na trdnem gojiS¢u s krompirjevim
izvleckom in glukozo (PDA)

Ker so bile izhodne trajne kulture stare vsaj dve leti, smo se odlocili, da najprej
precepimo glive na sveza gojis¢a. Medtem ko so glive prerascale nova gojiS¢a smo
poizkusili iz starih trajnih kultur izolirati gDNA. V primeru neuspeha smo si poma-
gali s sveze razmnozenimi glivami.

Po 1 tednu smo pripravljene PDA plosc¢e pregledali in se prepricali, ¢e so gojisca
drugih mikroorganizmov. Vse plosce so ostale nedotaknjene, zato smo jih prenesli
v LAF komoro, ki smo jo predhodno razkuzili s 70 % EtOH in jo za 30 minut iz-
postavili UV svetlobi. Nato smo na sterilne PDA plo$c¢e nacepili micelije naslednjih
glivnih vzorcev: 2, 24B, 33, 35, 35C, 38. S sterilno plasti¢no zanko smo odrezali

koscek glive skupaj z gojis¢em v velikosti 0,5 cm x 0,5 cm. Za vsak nov vzorec
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Slika 7: Shema poteka dela; zeleno obarvana polja predstavljajo nase delo, ostalo je

delo predhodnih raziskav v okviru FFA.

smo vzeli na novo sterilizirano zanko, s ¢imer smo zmanjsali verjetnost navzkrizne
kontaminacije. Vsako glivo smo nacepili na 3 PDA plos¢e. Dve PDA ploséi smo
pustili prazni za negativno kontrolo. Petrijevke smo ovili s parafilmom in jih po-
stavili v omaro za gojenje gliv pri sobni temperaturi (22-25°C, 65% vlaznost). Po
2 tednih so glive prerastle gojis¢a vseh vzorcev razen vzorca $t. 24B. Nacepljena
gliva ni razvila novega micelija. Vzrokov za neuspesno gojenje je lahko vec¢: neziva
celi¢na kultura, vzorca iz trajne kulture nismo dobro polozili na gojisce, glivam niso
ustrezali pogoji okolja, kot so temperatura, vlaznost, osvetlenost in sestava gojisca.

Glede na dejstvo, da so bile v preteklosti identi¢ne glive gojene v podobnih pogojih,
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lahko zadnjo moznost izklju¢imo. Ostale z glivami prerasle petrijevke smo primerjali
med seboj na sliki 8. Zanimivo je, da sta vzorca 2 in 33 (Lophodermium pinastri)
kljub izredno sorodnemu nukleotidnemu zaporedju (98,5% sorodnost) razvila micelij
drugacne barve - prvi je bel, drugi pa ¢rn. Tudi oblika je drugac¢na, zato predposta-
vljamo, da vzorca 2 in 33 predstavljata razli¢na seva iste vrste, torej L. pinastri. Do
podobnega sklepa smo prisli ob primerjanju vzorcev 35 in 35C (Lophodermium sedi-
tiosum). Kljub temu, da sta si vzorca podobnej$a (barva, oblika), pa se razlikujeta

v gostoti in razrascenosti micelija.

Sev 2: Lophodermium Sev 33: Lophodermium Sev 35: Lophodermium
pinasei pinastri sedifiosum
Y

-
4

Sev 35C: Lophodermium
seditiosum
/’

i
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4.3 Izolacija gDNA, PCR, agarozna gelska elektro-
foreza, ¢iS¢enje DN A in doloCanje nukleotidnega
zaporedja

Za pomnozevanje ITS regij smo iz posameznih dobro zmletih ¢istih kultur najprej
izolirali gDNA, ki nam je sluzila kot matrica za PCR reakcijo. Izolacijo smo izvedli
po navodilih proizvajalca z DNeasy Plant Mini kitom, opisanim v poglavju 3.6.1.
Ker koli¢ina DNA po izolaciji ni zados$c¢ala za direktno sekvenciranje pri nobenem
vzorcu, smo se odlocili za pomnozevanje s PCR. Glavni izziv je bil izolirati gDNA, ki
bi bila dovolj ¢ista, saj je v nasprotnem primeru prihajalo do inhibicije pomnozevanja
v naslednjem koraku procesa. Cistost smo preverjali spektrofotometri¢no. Najvec
tezav s ¢istoto je bilo pri vzorcih §t. 2 (Lophodermium pinastri), 24B in 38 ( Phoma
herbarum), kar se je popravilo po dodatnem ¢igfenju. Prvi pokazatelj ¢istote je bil
maksimum pri 260 nm na grafu absorbance v odvisnosti od valovne dolzine. Ce
je bil ta pogoj izpolnjen, smo se Zeleli ¢imbolj priblizati idealnemu razmerju med
kvocientom absorbanc pri 260 in 280 nm, ki je 1,8. Eksperimentalno smo ugotovili,
da razmerje 1,8 + 0,18 predstavlja Se zadosti ¢isto DNA za uspeSno pomnozZevanje
in nato sekvenciranje ter posledi¢no taksonomsko dolocanje vrste glive. Vzorce smo
redcili z namenom znizanja koncentracije snovi, ki bi motile pomnozevanje. Po
izolaciji ter dodatnim ¢igfenjem -a) s preobarjanjem -b) s Qiaex II Gel Extraction
kitom (primeren za ¢is¢enje DNA fragmentov od 40 do 50 kBP iz gelov in raztopin)
smo dobili vzorce gDNA | ki smo jih uspesno pomnozili s pomod¢jo metode PCR. Obe
razvidno iz slike 9 in 10.

Kot nukleotidna zacCetnika pri reakciji PCR smo uporabili univerzalna evkariontska
oligonukleotidna zacetnika ITS-F in ITS-R ter glivno specificna oligonukleotidna
zaCetnika I'TS-g F in ITS-g R. Smiselni oligonukleotidni zacetnik I'TS F nalega na
37 konec 28S rDNA. Protismiselni oligonukleotidni zac¢etnik ITS R pa nalega na 5’
konec 18S rDNA. Enako velja za glivno specificna oligonukleotidna zacetnika I'TS-g
F (ITS1) in ITS-g R (ITS4). Ker glivno specifiéna oligonukleotidna zacetnika vse-

bujeta vecji odstotek CG baznih parov kot univerzalna evkariontska primerja - je

30



Slika 9: Spektrofotometri¢no dolo¢anje ¢istosti DNA; nedist vzorec §t. 33 (Lopho-

dermium pinastri) pred ¢is¢enjem. Aogo/Asgg = 1,54.

Measyrement complete 1i12m3 1243

Slika 10: Spektrofotometri¢no dolo¢anje ¢istosti DNA; ¢ist vzorec §t. 33 (Lophoder-

mium pinastri) po ¢is¢enju. Aggg/Asgsy = 1,79.

temperatura talis¢a (Tm - temperatura, pri kateri je 50% primer-target dupleksov
hibridiziranih) pri glivnih vi§ja, s tem pa tudi vi§ja temperatura prileganja med re-
akcijo PCR. Zato smo pri univerzalnih uporabili 52 °C, pri glivno specifi¢nih pa 56

°C. Omeniti velja, da smo v primeru, ko pomnozevanje ni bilo uspesno z univerzal-
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nimi oligonukleotidnimi zacetniki (vzorci t. 2, 24B, 38), uporabili glivno specifi¢ne,
s katerimi smo uspeSno pomnozili vse vzorce razen vzorca 24B, ki ga nismo uspeli
niti pomnoziti, niti ponovno gojiti na PDA gojis¢u. Za lo¢itev razli¢nih fragmen-
tov (slika 11), dobljenih pri PCR, smo uporabili gelsko elektroforezo, in sicer 1,5%
agarozni gel. Iz gela smo izrezali vse fragmente, velike okrog 500 BP, saj je to pri-
blizna velikost pomnozenega odseka I'TS-1 in I'TS-2 regij, vkljuc¢ujo¢ 5,85 rRNA. Za
¢is¢enje DNA iz agaroznih kvadrov smo uporabili Qiaex II Gel extraction kit. Kot
po vsakem ¢is¢enju do sedaj smo preverili uspe$nost le-tega s sprektrofotometrom
NanoDrop 1000. Cisti vzorci so bili primerni za direktno dolocanje nukleotidnega
zaporedja. Kot ¢iste smo obravnavali vse vzorce, pri katerih je bil kvocient med ab-
sorbanco pri 260 in 280 nm po zadnjem ¢igcenju 1,8 + 10%. Poleg ¢istote je moral
vzorec izpolnjevati 8e predpisan interval koncentracije, ki je znasal 10-50 ng/ul, in
ga je predpisal izvajalec sekvenciranja GATC Biotech. Minimalen volumen vzorca
za eno sekvenciranje je bil 2,5 ul iz ¢esar sledi, da je bila potrebna koli¢ina dednine
najmanj 25 ng na sekvenciranje. Na analizo nukleotidnega zaporedja smo poslali ¢ist
vzorec 7 enakim smiselnim oligonukleotidnim zacetnikom, kot smo ga uporabljali pri

PCR reakciji.

4.4 Primerjava ujemanj nukleotidnih zaporedij

Dobljena nukleotidna zaporedja smo primerjali s podatki iz genske banke (National
Center for Biotechnology Information) in ugotovili 98,5 % (L. pinastri), 98,1% (L.
seditiosum), oziroma 99,6% (P. herbarum) ujemanje zaporedij s preostalimi sevi iste
vrste, kar nam je izkljucilo moznost onesnazenja dednega materiala v katerikoli fazi
raziskave in potrdilo istovetnost nasih vzorcev. Mozna kontaminacija dednega mate-
riala predstavlja predvsem problem v primeru, da poleg glivne gDNA izoliramo tudi
kaksno drugo DNA, ki je posledica neustreznega shranjevanja ali postopka izolacije.
Podatkovno zbirko smo dopolnili s 5 zaporedji ITS regij gliv P. herbarum (GenBank;
pristopna §tevilka KC608053 - celotno zaporedje) in L. pinastri (GenBank; pristo-
pna $tevilka KC608049 - delno zaporedje, KC608050 - celotno) ter L. seditiosum
(GenBank; pristopna stevilka KC608052 - delno zaporedje in KC608051 - celotno).

Vsa objavljena zaporedja se nahajajo v 7. poglavju - Priloge.
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Slika 11: Agarozna elektroforeza PCR produktov - lo¢itev posameznih fragmentov
(1 in 9= oznacevalec velikosti 50 BP in 1k BP, 2=pozitivna kontrola, afriska vijolica
- Saintpaulia tonantha H. Wendl., 3 in 4=sev 35 in 35C - L. seditiosum, 5=sev 38 -
P. herbarum, 6 in T=sev 2 in 33 - L. pinastri, 8=L. pinastri - zgornja lisa, velika cca.

500 BP, spodnja lisa cca 250 BP, verjetno produkt nespecificnega pomnozevanja).

Vzorca Lophodermium pinastri= TR2 (KC608049) in TR33 (KC608050) imata 98,5%
ujemanje zaporedja. Oba seva sta najvec¢ 98,5% identi¢na s preostalimi sevi L. pi-
nastri, torej se v vsaj 1 BP razlikujeta od sosednjih vrst. Genetsko najsorodnejse
vrste so prikazane na genetskem drevesu, ki ga predstavlja slika 12:

- L. agathidis 98,3% identi¢nost s TR2 97,5% s TR33

- L. conigenum 98,3% identi¢nost s TR2, 97,5% s TR33

- L. australe 97,7% identi¢nost s TR2, 96,7% s TR33

Opomba: za vse $tiri vrste v bazah obstaja informacija o celotnih I'TS regijah.

Primerjava nukleotidnih zaporedij vzorcev §t. 2 in 33 prikazuje slika 13.
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Lophodermium australe isolate 24 185 ribosomal RNA gene, partial sequences internal transcribed spacer 1, .55 ribosomal RNA pene, and internal transeribed spocer 2, complete ..
 Lophodetnmini: conigenu isolute 18 185 nbosomal RNA genie, partial sequence; internal tanscribed spacer 1, 3.85 rbosomal RNA gene, and wternal trinseribed spacer 2...

ascomycetes |3 leaves

L ascomyeetes | 4 leaves
1\'\ {scomyeetes | 12 leaves

T Lophodermium pinastri |88 ribosomal RNA geng, partial sequence; internal transeribed spacer |, 588 ribosomal RNA geng, internal transerib...
T Lophodermium pinastri strain Bab 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 588 ribosomal RNA gene...
Lascomycetes | 3 leaves
‘T Lophodermiu pinastri strain Aa® internal transcribed spacer 1. partial sequence; 3.5 tibosontal RNA gene and infernal transeri...

1" Lophodermium pinasta strain Aa2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 tibosomal R..

TR
4

J‘i,"|.\||:~J.‘|||:im|s pngete stegint TRZ intal transervbead Space |, partial sequeice: 5.55 ribosonsal RNA pétiga...

{00

Slika 12: Genetsko drevo - primerjava sekvenc sevov §t 2 in 33 z najsorodnejsimi

Lophoderminm pinastsi strain TR33 internal transeribed spacer 1, part..

vrstami.

Vzorca L. seditiosum= TR35 (KC608051) in TR35C (KC608052) imata 99,7% uje-
manje zaporedja. Oba seva sta najve¢ 98,1% identi¢na s preostalimi sevi L. seditio-

sum, objavljenimi v genski bazi podatkov GenBank, najblizje ostale vrste so:

- L. conigenum 91,2% identi¢nost s TR35, 91,1% s TR35C, (qc= 98% za TR35 in
97% za TR35C)

- L. australe 90,7% identi¢nost s TR35, 90,5% s TR35C, (qc= 97% za TR35 in 96%
ZA TR35C)

- L. pinastri 92,2% identicnost s TR35, 92,1% s TR35C, (qc= 98% za TR35 in 97%
za TR35C)

Phoma herbarum— TR38 (KC608053) je najve¢ 99,6% identi¢na s preostalimi sevi
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Sequence ID: Icl]12193 Length: 485 Humber of Matches: 1

Range 1: 5 to 484 Graphics

Score

Expect Identities Gaps Strand

854 bits(452) 0.0 474/481(99%) 2/481(0%) Plus/Plus

Query
sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
sbict
Query
sbict
Query
sbict
Query
Sbict
Query
Sbict

Slika 13: Primerjava sekvenc razli¢nih sevov §t.

pinastri.

1
3
&0
ad

CEEG-CTTCGEEECCCCTATTCTCACCCT T TG CTACCACACTTTGTITGCCTIGECGCTT
I

| B AR ELEEEERELEEEEFLEY EENEEVEEEEREFLEREEERELEEE EEEELEE]
CEEECCTTC-GEECCCCTATTCTCACCCT T TR CTACCACACTTTGTITGCCTIGECGCTT

CEECEC AT AR CGRAR L OO TR TCATTGCT GTCTGAGTACTATATARATAGTTARD

FEEEEEREEEEEEEEEFECEREEEEEREEEFE EEFERERERERERELEEREEEEREEEE]
CEEOEC AT AR OO TR TCATTGCT GTCTGAGTACTATATARTAGTTARD

ACTTT R A A TCTCTTGGI TCT et AT CRA T GALGRRCGCAGCGARATGCGATRR

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CITTCRARCARCGEATCTCTTGGITCIGECATCGAT GARGRRCGCAGCGARATGCGATAR

GIAATGTGARTTGCAGART TCAGTGRAATCATCGRAATCTTTGRALCGCACATTGCOGCCCTICT
L e M
GIAATGTGAATTGCAGR AT TCAGTGRAATCATCGRAATCTITGALCGCACATTGOGCCCTICT

GEIATTCCGEEEEGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT TACARCCCTCARGCTCTGCTTGETAT
O I 0 0
GETATICCGEEEEECATGCCT I TCGARCGTCAT TACARCCCT CARGCTCTGCTTGETAT

IGEECICECCCTEIAGEGCTTGCCTCARRA TCAGT GECGEOCACCETCOGRCCTTCAGCG
L e N M M MM N NNy MMM MNNNYWYN
IGEECICGCCCTEIAGEECTTGCCTCARARRA TCAGT GECGEOCACCETCOGRCCTTCAGCG

CAGTRAATGCTCGTCGCT GT GAGGEAGEECCGARGCCGICAGACRACCCCCACTTTACRRG
FECVEFEEREEEEEEE FREFEFEEEEEVEREEREVEEEFEEREY P EEREEEREEEEET
CAGTRATGCTCGTCGCT GT GAGGEAGEECCGARGCCGICAGRCNNCCCCCACTITACRRG

GITGACCTCGEAT CAGETAGGEATACCCGLTGARCT TALGCATATCARTARGCGGAGGLL
FEEREFEEEEEEREELELEE CEFEEEELEEREEEREEEEEEEEVEEE ] LEREEEEEE ]
GITGACCTCGGAT AT AT GEATACCOGCTGARCT TALGCATATCANT GAGCGEAGEAL

B 4E0

|
B 434

35
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2 in 33, oba pripadata vrsti L.



P. herbarum, objavljenimi v genski bazi podatkov GenBank in 100% identi¢na s P.
herbarum izolatom NF-G.

Genetsko najsorodnejse vrste so:

- P. macrostoma 98,2% (qc=100%)

- Dothiorella gregaria 98,0% (qc=100%)

- Didymella hacae 98,6% (qc=100%)

- Ascochyta lentis 98,6% (qc=99%)

- A. rabiei 98,2% (qc=100%)
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Poglavje 5
Razprava

Tradicionalne metode dolo¢anja novih vrst gliv (morfologko) v zadnjem ¢asu vse bolj
dopolnjujejo hitrejse, naprednejse molekularne metode, ki so osnovane na primerjavi
razlik v dednem zapisu vrste. Izbrana pot dolo¢anja nukleotidnega zaporedja I'TS
regij se je izkazala za uspeSno. V primeru dvomljivih rezultatov oz. potrebe po
dodatni potrditvi natan¢nosti dolo¢anja taksonomske vrste bi lahko uporabili po-
mnozevanja kaksne druge primerne regije DNA. Najprimernej$i nadomestni lokusi
so tako IGS regija, geni za RNA polimeraze, geni za razli¢ne strukturne proteine
(aktin) in velika podenota gena za jedrno rRNA. SSU ni tako primerna, saj ni dovolj
vrstno specifi¢na.

Prakti¢no to pomeni, da smo iz petih od Sestih vzorcev uspesno izolirali DNA, vendar
je bila koli¢ina premajhna za direktno sekvenciranje. Zato smo se odlocili za po-
mnozevanje s PCR. Izmed Sestih izbranih vzorcev smo uspesno precepili in ponovno
gojili na PDA gojis¢ih pet vzorcev. O razlogu za neuspes$no kultiviranje vzorca 24B
lahko navajamo zgolj domneve (najverjetnejsa moznost je, da gliva ni bila vec Ziva,
DNA pa je ze zacela razpadati). S pomocjo metode RT-PCR (obratna transkripcija
in verizna reakcija s polimerazo) bi lahko ugotovili, ali je gliva v kulturi e zZiva. Ker
mRNA hitro razpada v mrtvih celicah, je detekcija le-te natan¢en pokazatelj celi¢ne
sposobnosti prezivetja [48|. V vseh primerih razen pri vzorcu 24B je bilo pomno7e-
vanje uspesno ze s konvencionalno PCR metodo in ni bilo potrebe po naprednejsih
izpeljankah. Poznamo jih vsaj ducat, tako je multipleks PCR Se posebej primeren

ob predpostavki, da imamo v izhodnem materialu ve¢ razlicnih gliv, ki bi jih radi
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istocasno pomnorzili. Ker je bil uporabljen izhodni material ¢ista kultura z uporabo
metode multipleks PCR ne bi veliko pridobili. Sicer je tudi izbira oligonukleotidnih
zacetnikov in pogojev reakcije zahtevnejsa, a ob optimalnih nastavitvah prihranimo
veliko casa. V primeru velikega Stevila vzorcev je najboljsa izbira PCR v realnem
casu. Ce bi zeleli pospesiti in poenostaviti izolacijo DNA brez zamudnega gojenja
glive na gojiscu- je smiselna uporaba LAMP (izotermalno pomnozevanje, posredo-
vano z zanko za dolofanje nukleinskih kislin). Najvedja prednost pa je nedvomno
hitrost in robustnost, ker neéistote ne vplivajo na uspesnost pomnozevanja |50|. To
v grobem pomeni, da bi biologki vzorec (iglica, list) lahko testirali kar na terenu s
prenosno napravo. Rezultate o prisotnosti endofitov bi dobili v manj kot eni uri.

- sta bili uc¢inkoviti in sta dali zeljene rezultate - priblizati se idealnemu razmerju
Aggo/Azs0 = 1,8. Ustrezno razmerje je bilo 1,80 + 10%. Slika 14 prikazuje Se
sprejemljivo Cist vzorec §t. 38 (Phoma herbarum). Cis¢enje s preobarjanjem je bilo
casovno zamudnej$e predvsem zaradi vimesnega enournega hlajenja, ¢iS¢enje s kitom
pa prakticno enostavnejSe, saj je kit vseboval vse potrebne reagente in pripomocke,

zato se bile tudi predpriprave manj obsezne.

Slika 14: vzorec §t. 38, Phoma herbarum, Asgo/Asgo = 1,62.
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Zanimivo je, da so kar Stiri izmed petih preucevanih gliv pripadale istemu rodu in
dvema vrstama. Vecinoma se vrsti Lophodermium pinastri in Lophodermium se-
ditiosum pristevata med zajedalske in ne simbiontske. Vendar ju pod doloc¢enimi
pogoji, predvsem po kriteriju kraja najdbe, uvrs¢amo med endofite [49]. Preucevani
vrsti gliv L. pinastri in L. sediliosum do sedaj sploh nista bili poznani kot proti-
bakterijsko aktivni. Phoma spp. je bila oznacena kot potencialno protibakterijsko
aktivna, vendar za vrsto P. herbarum ni nobenih podatkov. Majhne razlike med pa-
roma nukleotidnih zaporedij ITS regij vzorcev Lophodermium pinastri (St. 2 in 33)
ter Lophodermium seditiosum (35 in 35C) so nakazovale na dva para razli¢nih sevov
dveh vrst gliv. Da je kaj takega popolnoma mogoce, so v preteklosti ze dokazali [6].
O omenjenem odkritju in pred ¢asom preiskovani protimikrobni uéinkovitosti prei-
skovanih ekstraktov endofitov v okviru domace Fakultete za farmacijo, smo napisali
tudi izvirni znanstveni ¢lanek ter ga poslali v pregled reviji Current pharmaceutical
biotechnology.

Razlika v 481 BP dolgem nukleotidnem zaporedju med vzorcema $t. 2 in 33 je bila
7 BP, od tega sta dva BP predstavljala vrzel, torej nista bila definirana. Razli¢nih
BP je bilo tako pet, kar predstavlja 1,0% primerjanega nukleotidnega zaporedja.
Najsorodnejsi organizmi istega rodu (L. agathidis, L. conigenum, L. australe) so se
razlikovali v 942 BP, kar predstavlja ze 1,9% primerjanega DNA sekvence. Enako
velja za vzorca $t. 35 in 35C, ki predstavljata razlicna seva vrste Lophodermium se-
ditiosum. Zanimiva je bila podobnost z najblizjimi vrstami iz rodu Lophodermium,
ki je bila manjsa kot pri vzorcih §t. 2 in 33. ZnaSala je med 91 in 92%, kar pri
zaporedju, dolgem okrog 700 BP pomeni okrog 60 BP, kar je precejsnja razlika v
primerjavi z 10 BP pri sevih §t. 2 in 33. Opazovanje glivnih micelijev na PDA go-
jis¢u je dodatno potrdilo tezo o razlicnih sevih iste vrste in ne podvojenem izolatu
istega seva. Kot je razvidno iz fotografij gojis¢ se sevi razlikujejo tako glede samega
roba kot tudi po obliki in barvi (slika 8).

Poleg taksonomske definicije preucevanih endofitskih gliv, katerim je bila dolocena
protibakterijska ucinkovitost, bi bilo potrebno v prihodnje dolociti protimikrobno
aktivne ekstrakte do ene (ali ve¢) u¢inkovin s pomocjo naprednih lo¢itvenih tehnik.
S HPLC bi locili frakcije, ki bi jih nato testirali na protimikrobno aktivnost. Dobro

bi bilo uporabiti razli¢ne vrste bakterij. Spojini bi nato dolo¢ili to¢no molekul-
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sko maso in strukturo z MS (masna spektrometrija) ali NMR (nuklearna magnetna
resonanca). V primeru, da spojina kristalizira, pride v postev tudi rentgenska kri-
stalografija. Cilj prihodnjih raziskav bi bil dobiti novo spojino vodnico za nadaljne
spremembe kemijske strukture, bodisi protimikrobno aktivno spojino, ki bi sluzila

kot konc¢na ucinkovina pri zdravljenju infekcij.
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Poglavje 6
Sklep

Razvoj ucinkovitejsih antibiotikov in ostalih uc¢inkovin - iz predhodno odkritih se-
kundarnih metabolitov, ki jih proizvajajo endofitske glive - predstavlja velik po-
tencial. Poleg molekularne dolocitve dejansko aktivnih uc¢inkovin iz protimikrobno
delujoc¢ih endofitov, je pomembno vedeti, katera vrsta gliv proizvaja uc¢inkovino.
Omenjen izziv je resljiv v povezavi s sodobnimi molekularnimi metodami, kamor
spadajo predvsem razli¢ne izvedenke PCR, ki jim sledi dolo¢anje nukleotidnega za-
poredja in primerjava le-tega z 7e objavljenimi v bazah podatkov (npr. GenBank).
Doloc¢anje vrste glive je pomembno bodisi zaradi dopolnitve znanja in dolocitve
taksonomskih odnosov na kompleksnem podrocju sistematike gliv ali pa zaradi na-
prednega biotehnoloskega pridobivanja novih ucinkovin v prihodnosti, ki postaja
vse pomembnejSe na podro¢ju farmacije. Tudi zaradi razvoja novih ucinkovin iz
endofitskih gliv.

V diplomski nalogi smo uspesno dokazali, da je z doloc¢anjem nukleotidnega zapo-
redja glivnih ITS regij mogoce natanc¢no dolociti vrsto endofitske glive. Pomno-
zevanje I'TS regij se je izkazalo kot uspe$no za potrebe taksonomske identifikacije
preucevanih endofitov, je zanesljiva metoda z nekaterimi omejitvami. Se zaneslji-
vejso dolocitev vrste bi lahko dodatno potrdili s pomnoZzevanjem in sekvenciranjem
kaksnega drugega primernega odseka DNA, recimo IGS regije, genov za RNA poli-
meraze ali genov za razlicne strukturne proteine, kot je aktin. V prihodnje bi bilo
potrebno protimikrobno aktivne ekstrakte preiskovanih endofitov tudi (do)lo¢iti do

ene (ali ve¢) u¢inkovin(e) s pomocjo primernih lo¢itvenih tehnik.
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Poglavije 7

Priloge
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LOCUS
DEFINITICH

ACCESSION
VERSION
HKEYWORDS
SQURCE
CRGANISM

REEFERENCE
LUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
BAUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES

Sourc

CRIGIN

61
121
181
241
301
36l
421
481

Fif

KCe08053 501 bp DA linear PLH 26-MRY-2013
Phoma herbarum strain TR38 internal transcribed spacer 1, partial
szequence; 5.85 ribosomal EHA gene and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 285 ribosomal RWA gene, partial segquence.
KCe08053

EC608053.1 GI:5064849016

Phoma herbarum
FPhoma herbarum
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota:; Pezizomycotina:
Dothideomycetes; Pleosporomycetidae; Pleosporales; Pleosporineae;
Didymellaceae; mitosporic Didymellaceae; Fhoma.
j {bases 1 to 501)
Ravnikar,M., Tercelj,M., Janes,D., Strukelj,B. and EKerftc,5.
Antibacterial activity of endophytic fungi isolated from conifers
needles
Unpublished
2 (bases 1 to 501)
Ravnikar,M. and Tercelj, M.
Direct Submission
Submitted (12-FEB-2013) Pharmceutical Biology, Faculty of Pharmacy,
Ljubljana University, Askerceva 7, Ljubljana, Ljubljana 1000,
5lovenia
##hssembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy segquencing
##L=senbly-Data-END##
Location/Qualifiers
e LS50
forganism="Phoma herbarum"
/mol type="genomic DNA™
/atrain="TR38"
/db_xref="taxon:73001"
<1..»501
/note="contains internal transcribed spacer 1, 5.85
ribozsomal ENA, internal tranacribed spacer 2, and 285
ribosomal RNA™

gtgggctttg cctgcoctatct cttacccatg tcttttgagt acttacgttt cctcggtggg
ttcgocccgec gattggacaa tttaaaccct ttgcagttge aatcagogtc tgaaaaacat
aatagttaca actttcaaca acggatctct tggttctgge atcgatgaag aacgcagcga
aatgcgataa gtagtgtgaa ttgcagaatt cagtgaatca tcgaatcttt gaacgcacat
tgcgcocccctt ggtattoccat ggggcatgcc tgttcgagog tcatttgtac cttcaagctt
tgcttggtgt tgggtgtttg tctcgocttt gogtgtagac tcgccttaaa acaattggoa
gocggogtat tgatttogga gogcagtaca totcgogctt tgocactcata acgacgacgt
ccaaaagtac ttttttacac tcttgacctc ggatcaggta gggatacccg ctgaacttaa
gcatatcaat aagcggagga a

Slika 15: Nukleotidno zaporedje seva 38 - Phoma herbarum.
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LOCUS
DEFINITION

ACCESSICH
VERSIOHN
KEYWORDS
SOURCE
CRGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

FELTURES
source

CRIGIN

KCe08043 482 bp DNA linear PLN 26-MAY-2013
Lophodermium pinastri strain TRZ2 internal transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.85 ribosomal RENA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial
=equence.,

HC&08049

¥C608049.1 GI:506484912

Lophodermium pinastri
Lophodermium pinastri
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotinas
Leotiomycetes; Rhytismatales; BRhytismataceae; Lophodermium.
2 (bases 1 to 482)
Ravnikar, M., Tercelj,M., Janes,D., Strukelj,B. and Kerfrt,5.
Antibacterial activity of endophytic fungi isolated from conifers
needles
TUnpublished
2 {bases 1 to 482)
Ravnikar M. and Tercelj,M.
Direct Submission
Submitted (12-FEB-2013) Pharmceutical Biology, Faculty of Pharmacy,
Lijubljana University, Askerceva 7, Ljubljamna, Ljubljana 1000,
Slovenia
$#Lssenmbly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxry sequencing
##Ls=enbly-Data-ENDE#
Location/Qualifiers
1..482
forganism="Lophodermium pinastri™
/mol_type="genomic DNA"
Jstrain="TR2™
/db_xref="taxon:64358"
<1..»482
/fnote="contains internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal ENA, internal transcribed spacer 2, and 285
ribo=zomal RNA™

1 cgggcttcgg ggocccctatt ctcacccttt gtctaccaca ctttgttgcc ttggocgoctto
61 ggcgcoccagtg gaacgaaacc ctggaatcat tgcoctgtctga gtactatata atagttaaaa
121 ctttcaacaa cggatctctt ggttctggcoca tcgatgaaga acgcagcgaa atgocgataag
181 taatgtgaat tgcagaattc agtgaatcat cgaatctttg aacgcacatt gcocgoccctotg
241 gtattccggg gggcatgocct gttcgagcocgt cattacaacc ctcaagoctct gottggtatt
301 gggctcgcoccocc tgtagggott goctcaaaat cagtggogge caccgbtcoccocga ccocttcagogo
361 agtaatgctc gtcgotgtga gggagggocg aagocgtcag acaaccoocca ctttacaagg
421 ttgacctcgg atcaggtagg gataccogot gaacttaage atatcaataa goggaggaaa
481 ng

I’

Slika 16: Nukleotidno zaporedje seva 2 - Lophodermium pinastri.
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LOCUS
DEFINITICH

ACCESSION
VERSION
EEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHCRS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
BUTHORS
TITLE
JOURNAL

CCMMENT

FEATURES

source

misc K

ORIGIN

ECe0DE050 485 bp DNA linear PLN 26-MAY-2013
Lophodermium pinastri strain TR33 internal transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.85 ribosomal ENA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial
sequence.

KCeD2050

KCe08050.1 GI:506484913

Lophodermium pinastri

Lophodermium pinastri

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Leotiomycetes; Rhytismatales; Rhytismataceae; Lophodermium.

1 (base=s 1 to 485)

Ravnikar,M., Tercelj,M., Janes,D., S5trukelj,B. and Kerft,S.
Antibacterial activity of endophytic fungi isolated from conifers
nesdles

Unpublished

2 (bases 1 to 485)

Ravnikar,M. and Tercelj,M.

Direct Submission

Submitted (12-FEBE-2013) Pharmceutical Biology, Faculty of Pharmacy,
Ljubljana Univer=ity, &Askerceva 7, Ljubljana, Ljubljana 1000,
S5lovenia

##h=senbly-Data-START##

Sequencing Technology :: Sanger dideoxy segquencing
$##hssembly-Data—ENDE#

Location/Qualifiers

1..485

forganism="Lophodermium pinastri™

/mol_ type="genomic DNA"

/etrain="TR33"

/db_xref="taxon:E4358"

<1..>485

/note="contains internal transcribed spacer 1, 5.835
ribosomal RNA, intermal transcribed spacer 2, and 285
ribosomal RNA™

1 taaccgggcc ttocgggoccc tattoctcacc ctttgbcoctac cacactttgb tgocttggog
6l cttcggogoc agtggaacga aaccoctggaa tcattgotgt ctgagtacta tataatadgtt
121 aaaactttca acaacggatc tottggttct ggcatcgatg aagaacgcad cdaaatgoga
181 taagtaatgt gaattgcaga attcagtgaa tcatcgaatc tttgaacgoa cattgogoco
241 tctggtattc cggggggcat goctgttega gocgtcattac aaccctcaag ctotgottgg
301 tattgggctc goccctgtagg gottgocctca aaatcagtgg cggccaccgt cogaccttoa
361 gcgeagtaat gotcgtegot gtgagggagg gocgaagocg tcagacnnoc coccactttac
421 aaggttgacc tcggatcagg tatggatace cgotgaactt aagcatatca ntgagoggag
481 gaaaa

r

Slika 17: Nukleotidno zaporedje seva 33 - Lophodernium pinastri.
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LOCUS KC&08051 694 bp DNE linear PLN 26-MAY-2013

DEFINITICN Lophodermium seditiosum strain TR3S5 185 ribosomal RNA gene, partial
segquence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal ENA gene,
and intermal transcribed spacer 2, complete =sequence; and 285
ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION KC&08051

VERSICN KC608051.1 GI:506484014
KEYWORDS
SCURCE Lophodermium seditiosum

ORGANISM Lophodermium seditiosum
Eukaryota; Fungi; Dikarva:; Ascomycota; Pezizomycotina;
Leotiomycetes; Rhytismatales; Ehytismataceae; Lophodermium.
REFERENCE 1 (bases 1 to &94)
AUTHORS Ravnikar, M., Tercelj, M., Janes,D., Strukelj,B. and EKerfrt,S5S.
TITLE Antibacterial activity of endophytic fungi isolated from conifers
needles
JOURNATL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 694)
AUTHORS Ravnikar,M. and Tercelj,M.
TITLE Direct Submission
JOURMATL Submitted (12-FEB-2013) Pharmceutical Biology, Faculty of Pharmacy,
Ljubljana University, Askerceva 7, Ljubljana, Ljubljana 1000,

Slovenia
COMMENT $#nzsembly-Data-START#E
Segquencing Technology !: Sanger dideoxy sequencing
##Lssembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..694

forgani sm="Lophodermium seditiosum™
/mol_type="genomic DNA"
/strain="TR35"
/fdb_xref="taxon:1
<1l..»694
fnote="contains 185 ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 1, 5.85 ribosomal RN&A, internal transcribed spacer
2, and 285 ribosomal RNA"

23w

ORIGIN

1 gocgogococgg cgogotagtc tococctgoga ggogacacgc tcaatgtbgog gagagocota
61 accataggca atccgcagbtc cctacccggy attcagagac tcaatgagog tgggttcage
121 gcagectgage ttgagataga goccgtoccct gocggocacg goggggagtc aacggaacct
181 gcggaaggat cattatagaa taaacgogoc gogaggbgoct attctcaccc tttgbttaco
241 acactcagtt gocttggcdc Jcadodoccad cggattgdaaa cotocctgaatc attgotgtot
301 gagtactatt caatagttaa aactttcaac aacggatctc ttggttotgg catcgatgaa
36l gaacgcagcg aaatgcgata agtaatgtga attgcagaat tcagtgaatc atcgaatctt
421 tgaacgcaca ttgogocccc tggtattctg gggggcatgo ctgttcgadgc gtcattacaa
481 ccctcaagct ctgottggtg ttgggotcgc cttogtcacg aaggoctgocc tcaaattcag
541 tggcggocgo cgbtccgacct tcagogocagt aatgotocgtc gotggtaggg aagggoagcoa
601 ggtgcocgtca acacaacccc Cacacacaag gttgacctcg gatcaggtag ggataccogo
661 tgaacttaag catatcaatg agcggaggaa aaat

rr

Slika 18: Nukleotidno zaporedje seva 35 - Lophodernium seditiosum.
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LOCUS KCe08052 699 bp DNA linear PLN 26-MBY-2013

DEFINITION Lophodermium seditiosum strain TR35C 185 ribosomal BNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete segquence; and 285
ribosomal BRNA gene, partial segquence.

ACCESSICH KECe08052

VERSICN KCe08052.1 GI:50648491%5
KEYWORDS
SCURCE Lophodermium seditiosum

ORGANISM Lophodermium seditiosum
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Leotiomycetes; Rhytismatales; Rhytismataceae; Lophodermium.
REFERENCE 1 (bases 1 to &%59)
AUTHORS Ravnikar M., Tercelj,M., Janes,D., Strukelj,B. and Kerft,S5.
TITLE Antibacterial activity of endophytic fungi isolated from conifers
nesdles
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 639)
AUTHCRS Ravnikar,M. and Tercelj,M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (12-FEB-2013) Pharmceutical Biology, Faculty of Pharmacy,
Ljubljana University, Askerceva 7, Ljubljama, Ljubljana 1000,

Slovenia
CCMMENT ##Lssenbly-Data-5TLART##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
$#hssenbly-Data-END$#
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..699

forganism="Lophodermium seditiosum"

/mol_type="genomic DNA"

fatrain="TR35C"

<l1..>69%

/note="contains 185 ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 1, 5.85 ribosomal RNA, internal transcribed spacer
2, and 285 ribosomal RNA"™

ORIGIN
1 tactnngoge gocggogogdc tagbctocococ tgogaggoga cacgotcaat gtgoggagag

61 ccoctaaccat aggcaatccg cagtccotac cogggattca gagactcaat gagogtggdt
121 tcagcocgcadc tgadottgag atagagcocg tcoctgocgd ccacggocddd gagtcaacad
181 aacctgcgga aggatcatta tagaataaac gogocgcgag gtgctattcot cacoccotttgt
241 ttaccacact cagttgcctt ggocgocgcagc gocagocggat tgaaactccoct gaatcattgo
301 tgtectgagta ctattcaata gttaaaactt tcaacaacgg atctcttggt tetggeatcg
36l atgaagaacg cagcgaaatg cgataagtaa tgtgaattge agaattcagt gaatcatega
421 atctttgaac gcacattgocg cccocctggta ttoctgggggg catgoctgtt cgagcocgtcoat
481 tacaaccctc aagctctgot tggtgttggg ctogoccttog tcacgaagge ctgoctcaaa
541 ttcagtggog goccgocgtcocc gaccttcage gocagtaatge togtogotgg tagggaagog
601 cagcaggtgc cgtcaacaca acccCccacac acaaggbtga cctcggatca ggtagggata
661 cccocgotgaac ttaagcocatat caatgagogg aaggaaaaa

£

Slika 19: Nukleotidno zaporedje seva 35C - Lophodernium seditiosum.
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