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SAMMENDRAG

Overflaten av tare er dekket med mikrobielle samfunn som kan ha egenskapene til & bryte ned
tareproduserte karbonforbindelser. Disse organismene vil bidra til karbonsyklusen i ekosyste-
met til store tareskoger og samtidig bidra i resirkuleringen av biomassen fra tare. I dag vet vi
lite om identiteten til mikroorganismene som lever i disse samfunnene og hvilke degraderende
egenskaper de har. I dette prosjektet ble et utvalg pa 46 bakterieisolater isolert fra seks ulike
tarearter hostet fra forskjellige steder langs trandelagskysten plukket ut basert pa fenotypiske
ulikheter. Fra bakterieisolatene ble genomisk DNA isolert for & metagenomisk identifisere bak-
terieisolatene ved sekvensering av 16S-rDNA sekvensen. Av de identifiserte isolatene ble et
utvalg pé 29 isolater studert for polysakkarid-degraderende aktivitet pa substratene fucoidan,

laminaran og alginat, i tillegg til sukkeralkoholen mannitol via dyrkning i mikrofermentorer.

Det var mulig & metagenomisk identifisere 41 av de opprinnelige bakterieisolatene. Identifise-
ringen viste en variasjon i det mikrobielle basert pa bade tareart og hestingslokasjon. Bakteri-
ene ble fordelt pa femten slekter og atte familier. Familien med flest tilharende bakterieisolater
ble funnet til & vaere Flavobacteriaceae (41,5%) med slektene Cellulophaga, Algibacter,
Olleya, Lacinutrix, Flavobacterium, Polaribacter og Nonlabens. Etterfulgt av familien Pseu-
doalteromonadaceae (17,1%) med slekten Pseudoalteromonas. Variasjonene i det mikrobielle
samfunnet ble underbygd av tidligere studier gjort pa andre arter av gronn- og brunalger andre
steder 1 verden. Fra studiet av polysakkaridaktivitet ble ti av 29 (35%) isolater funnet til 4 ha
okt biomasseproduksjon ved tilsats av minst ett av substratene testet. Den gkte biomassen ga
indikasjon pa polysakkarid-degraderende egenskaper for disse bakteriene. Her ble blant annet
slektene Cellulophaga, Olleya, Algibacter, Nonlabens og Pseudoalteromonas funnet til & ha
slike egenskaper. Resultatene anskaffet under prosjektet viser til en synlig variasjon i mikrobi-
elle samfunn pa ulike tarearter hvor en stor andel av disse er polysakkarid-degraderende bak-

terier.



ABSTRACT

The surfaces of kelp are covered with microbial communities that may have the properties of
degrading kelp-produced carbon compounds. These organisms can contribute to the carbon
cycle in the ecosystem of large kelp forests and at the same time contribute to the recycling of
biomass from kelp. Little is known about the identity of these microorganisms and what de-
grading properties they have. 46 bacterial isolates were in this study isolated from six different
kelp species harvested from different places along the coast of Trendelag. The bacterial isolates
were selected based on phenotypic differences. Genomic DNA was isolated from the isolates
to metagenomically identify them by sequencing of the 16S rDNA sequence. A sample of 29
identified isolates were studied for polysaccharide activity on the substrates fucoidan, lamina-

ran, alginate, and the sugar alcohol mannitol by High throughput screening in microfermentors.

It was possible to metagenomically identify 41 of the 46 bacterial isolates. The identification
showed a variation in the microbiota based on both kelp species and harvest location. The
bacteria were found to belong to fifteen genera and eight families. The family with the most
associated bacterial isolates was found to be Flavobacteriaceae (41.5%) with the genera Cel-
lulophaga, Algibacter, Olleya, Lacinutrix, Flavobacterium, Polaribacter, and Nonlabens. Fol-
lowed by the family Pseudoalteromonadaceae (17.1%) with the genus Pseudoalteromonas.
The variations in the microbial community were substantiated by previous studies done on
other species of green and brown algae elsewhere in the world. From the study of polysaccha-
ride activity, ten of 29 (35%) isolates were found to have increased biomass production by the
addition of at least one of the substrates. Where increased biomass indicated polysaccharide
degrading properties. The genera Cellulophaga, Olleya, Algibacter, Nonlabens, and Pseudo-
alteromonas were some of the genera found to have polysaccharide-degrading bacteria. The
results obtained during the project refer to a visible variation in microbial communities on
different kelp species, where a large proportion of these have are polysaccharide-degrading

activity.
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1. INNLEDNING

Dyrkning av tare har blitt et storre tema verden over, da taren kan bidra til & lgse problemer vi
i dag har med produksjon av mat, for og andre typer ravare. I motsetning til landbruk kan
taredyrkning ha en positiv effekt pd miljeet. Tare benytter seg av sollys og naringsstoffer i
havet og tilforing av gjedsel eller annen naering er unedvendig. Tare har ogsa en evne til 4 ta
opp karbondioksid og nitrogen, samtidig som den produserer oksygen, som bedrer miljoet over
og under vann [1]. Det mikrobielle samfunnet pa overflaten og i taren er svert viktig i denne

prosessen.

Det marine mikrobiomet er det globale kollektivet av alle mikroorganismer i havet og andre
akvatiske miljoer. Det marine mikrobiomet inkluderer ikke bare organismene i havet, men ogsa
de mikrobielle samfunnene som lever i og pé individuelle ekosystemer som for eksempel ko-
rallrev og tareskoger [2]. Overflaten til taren er velegnet for slike samfunn av mikroorganismer
da taren skiller ut neringsstoffer for bakterier og andre organismer. Mikrobielle samfunn som
lever pé overflaten av tare er svert komplekse, dynamiske og bestar bade av bakterier, sopp,
protozoer og sporer. Disse mikrobielle samfunnene kan ha viktige roller i gkosystemet til tare-
skogene, da noen av bakteriene er kjent for 4 degradere komplekse karbonforbindelser i celle-
veggen til tareplantene og har derfor en viktig rolle i den globale karbonsyklusen. I de siste
tidrene har en stor forskningsinnsats blitt rettet mot a studere disse bakteriesamfunnene for a
forstd komposisjonen og dynamikken til disse samfunnene i forhold til gkologien til interak-
sjoner mellom bakterier og tare. Studier som omhandler omfattende vurderinger av totale bak-
teriesamfunn pa algeoverflatene og de polysakkarid-degraderende bakteriene er derimot fa. Av
de studiene som finnes har det blitt funnet en diversitet av bakteriesamfunn basert péd ulike

tarearter, og geografiske og tidsmessige variasjoner [3].

Oppgaven er tilknyttet forskningsplattformen SBP-N (The Norwegian Seaweed Biorefinery
Platform), som har som hovedmal & gke og dele kunnskap innen dyrkning og hesting av tare,
prosessering og bioraffineri, og bruksomrader. Hensikten til plattformen er & fungere som et
knutepunkt mellom forskning og industri samt andre interessenter. Forskningen i prosjektet har
hovedfokus pé karakterisering av biomassen og utvikling av teknologi for & sikre videre oko-
nomiske og miljevennlige bioraffineringsprosesser [4]. Prosjektet finansieres av Forsknings-

rddet, og er et samarbeid pd tvers av forskningsinstitusjonene NTNU, SINTEF Industri,



SINTEF Ocean, NMBU, Nofima og Mereforsking, hvorav SINTEF Industri avdeling Biotek-
nologi og Nanomedisin er oppdragsgiver for denne oppgaven. Prosjektet tar utgangspunkt i
bakterieisolater hentet fra ulike arter vill og kultivert tare gjennom vér og sommer 2020, hostet
forskjellige steder langs Trondelagskysten. Villhgstede arter var henholdsvis Martaum, Blaere-
tang, Grisetang, Sagtang og Redalge pa Sagtang, som alle var hestet i Aure, More og Romsdal,
samt to planter av arten Sukkertare (Saccharina latissima) som ble hestet ved Grip, Mere og
Romsdal. Tareartene av kultivert tare var henholdsvis to forskjellige planter av arten Butare

(Alaria esculenta) og tre forskjellige planter av sukkertare.

Under den praktiske utforelsen av oppgaven ble det foretatt taksonomisk identifisering av et
utvalg bakterieisolater fra seks ulike tarearter ved hjelp av matagenomiske studier. I tillegg ble
det identifiserte mikrobielle samfunnet undersgkt for polysakkarid-degraderende egenskaper
ved en anrikningsbasert tilneerming pa henholdsvis laminaran, alginat og fucoidan, i tillegg til
sukkeralkoholen mannitol. Problemstillingen som ble etterprovd i lapet av oppgaven er som
folger, «Er det en variasjon i1 det mikrobielle samfunnet som vokser pa overflaten av tare basert
pa tareart, og innehar disse samfunnene polysakkarid-degraderende egenskaper spesielt med

hensyn pa de marine polysakkaridene laminaran, fucoidan og alginat?»



2. TEORI

2.1. ALGER, DEFINISJON OG KLASSIFISERING

Alger er en fellesbetegnelse pd organismer som har fotosyntese, er encellede eller flercellede
og lever i fuktige miljoer. Alle alger har klorofyll som er en gruppe pigmenter som benyttes av
fotosyntetiske organismer til & omdanne sollys til energi gjennom en organisk syntese. Alger
klassifiseres som autotrofe organismer da de er i stand til & leve og formere seg utelukkende
ved uorganisk ernering. Algene deles inn i to hovedklasser, makro og mikroalger, hvor mikro-
alger er sma og kun synlig gjennom mikroskop, og makroalger er storre og har et storre mang-

fold i havet [5].

Makroalger ogsa omtalt som tang og tare er makroskopiske marine alger som kan bli flere
meter lange. Makroalger er klassifisert som havets primare produsenter til den marine matkje-
den [5]. Makroalger deles igjen inn i grennalger (Chlorophyta), brunalger (Phaeophyta) og
rodalger (Rhodophyta) basert pa farge, og finnes i sjgvann hvor de har tilgang pa nok lys til
fotosyntesen [6]. I tillegg til at makroalgene trenger saltvann og sollys, har de ofte behov for
et underlag & feste seg, som for eksempel steiner i havbunnen. Dette gjor at tang og tare i all

hovedsak vokser langs kysten [5].

2.1.1. ARTSBESKRIVELSE, @9KOLOGI OG BRUKSOMRADER FOR ULIKE BRU-
NALGER

Brunalger er alger som er brunpigmenterte, hvor fargen kan variere fra olivengrenn til en dyp

brun nyanse. Brunfargen hos brunalgene skyldes i hovedsak fargestoffet fucoxanthin som er et

xantofyll [7]. Det er hittil beskrevet 1500 ulike arter av brunalger, hvorav 175 av de er & finne

langs norskekysten. Brunalgene trives best i grunt vann eller langs strandlinjen. [8,9]

En godt kjent og utbredt brunalge er Alaria esculenta (Butare), som er kjent for & vokse i1 kalde
omgivelser hvor vannutvekslingen er god. Butare har belgeformede membraner som ligner pa
vinger pd hver side av midtribben (Figur 1), og kan bli opptil tre meter lang. Butare gror na-
turlig rundt om Europas lange kyster, hvor det er stor belgeeksponering som blant annet i
Norge, Storbritannia og Frankrike. Butare er rik pd helsefremmende stoffer som vitaminer og

mineraler, samtidig som jod-innholdet er lavere enn i andre brunalger, og er derfor mye brukt



i mat. I tillegg kan Butare inneholde opp mot 42% alginat som har en rekke bruksomrader. Sett

bort fra matlaging, blir taren ogsa brukt innen for, plantenaring, kosmetikk og helsekost [10].

Figur 1 Brunalgen Butare med blad formet som vinger med en midtribbe som skiller bladene [11].

Saccharina latissima (Sukkertare) er ogséd en tareart som er svart utbredt. Sukkertare er en
kaldtvannsart og er mest utbredt pa den nordlige halvkulen, hvor den forekommer fra tide-
vannssonen til bunnen av den fototrofiskesonen [12]. Halvparten av verdens viltvoksende ta-
reskoger bestaende av Sukkkertare vokser langs norskekysten, noe som tyder pa gode forutset-
ninger for industriell kultivering av Sukkertare /73]. Sukkertare vokser best i temperaturer
mellom 10 og 17 grader og har et sesongavhengig vekstmenster. Sukkertaren kan bli opptil 4
meter lang, har en gulaktig farge og bestér av lange udelte blader (uten midtribbe) med belgede
kanter som vokser opp fra stilken (Figur 2). I likhet med Butare, benyttes Sukkertare ofte som
tilsetning 1 mat. Terket tare har gjennom tidene og blir fortsatt brukt i dyrefor da har gunstige
effekter pa blant annet tarmhelse. I landbruksindustrien brukes Sukkertare som gjedsel, og in-
nen kosmetikk brukes den som tilsetning i hudkremer og andre estetiske produkter. I tillegg
undersekes Sukkertare potensiale som en UV-beskyttende komponent [14]. I tillegg til Butare
og Sukkertare er Chorda filum (Martaum), Ascophyllum nodosum (Grisetang) og Fucus serra-
tus (Sagtang) vanlige brunalger langs kysten.
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Figur 2 Sukkertare. Brunalge med bolgede blader og en gulaktig farge [15].

Martaum har lange blader som kan minne om tynne snorer. Bladene er glatte og uforgreinet,
og kan bli sd lang som 8 meter. Disse bladene er omtrent 5 mm tykke i diameter. Martaum-
planter har en levetid pé ett ar, og forsvinner helt om vinteren. Plantene trives best i skjermede
omrader som sund og bukter langs kysten, og fester seg ofte i smé steiner og skjell [16]. Gri-
setang, har en laraktig konsistens og bestar av gulbrune skudd med ovalformede luftblaerer
som gar ut fra en flat festeskive. Typisk for Grisetangen er at den blir mellom en halv meter og
to meter lang, og plantene kan bli flere tidr gamle. Arten fester seg til steiner og berg langs
kysten i en rekke habitater, og er kanskje den mest fremtredende arten langs norskekysten [17,
18]. Sagtang er en av de mest vanlige brunalgene, og kan bli inntil en meter lange. Plantene er
kraftige og olivenbrun i fargen. De er flate og har bdndformede skudd som er grovt sagtannet

1 kantene. Sagtang vokser pa fjellgrunner og finnes langs hele kystlinjen [19].

2.2. MARINE POLYSAKKARIDER OG SUKKERALKOHOLER

Polysakkarider er en klasse av karbohydrater som bestir av minst ti monosakkarider koblet
sammen gjennom glykosidbindinger, og kan bade forekomme som forgrenede og linezre
strukturer [25]. Planter regnes som primarprodusenter av organiske karbonforbindelser, og har
derav et stort karbohydratinnhold. I marine makroalger er store deler av karbohydratinnholdet
polysakkarider som alginat, laminaran og fucoidan, og er spesielt lokalisert i celleveggene.
Disse polysakkaridene er de viktigste kjemiske forbindelsene som produseres gjennom foto-
syntese 1 brunalger, og det skilles mellom lagringspolysakkarider og strukturelle polysakkari-

der [26].
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I tare har polysakkarider bdde strukturelle og fysiologiske funksjoner, hvor den strukturelle
funksjonen er & gi struktur til cellene i celleveggen til plantene, celle-celle gjenkjenning, sti-
mulering av plantens immunsystem og hydrering. Fysiologiske funksjoner er relatert til deres
kjemiske og fysiske egenskaper som lgselighet, viskositet, hydrering og ionebytteregenskaper.
Polysakkaridene i tare har en svaert hoy affinitet til vann, som gjer at de kan binde seg til vann
som er flere ganger deres egenvekt. P4 grunn av denne egenskapen regnes polysakkaridene i
tare som hydrokollider, og gir de egenskaper som lar de fungere som stabilisatorer, emulgato-

rer, filmdannende og viskositet modifiserende midler [27].

2.2.1. STRUKTUR OG BRUKSOMRADER FOR ALGINAT

Alginat er et strukturelt polysakkarid funnet i celleveggen til makroalger. Alginat produseres
bade av tare og bakterier, men for kommersielt bruk er det kun mulig & isolere fra brunalger.
Polysakkaridet er et linezrt polyanion bestdende av mellom 50 og 200 000 enheter av mono-
merene f-D-mannuronsyre (M) og a-L-guluronsyre (G), hvor alginatmolekylene knyttes sam-

men via - (1- 4) glykosidiske bindinger (Figur 3) [28, 29].

Figur 3 Den kjemiske strukturen til alginat er bygget opp av 50 — 200 000 enheter av f-D-mannuronsyre (M) og a-L- gulu-
ronsyre (G)

Ved tilsats av divalente kationer som Ca?" vil alginat ha kapasitet til & absorbere 200-300
ganger sin egenvekt med vann, og vil bil til en viskes gel [31]. Alginat har bade geldannende,
stabiliserende og fortykkende egenskaper som er varierende med variasjonene av rekkefelgen
og sammensetningen av M og G. P4 grunn av disse egenskapene blir alginat brukt mye i mat-
industrien blant annet for & opprettholde strukturen i frossen mat og som tilsetning i salatdres-
sing. I tillegg er alginat et av de mest brukte bindestoffet i tekstilfarging, og brukes for inn-
kapsling av spermier ved kunstig befruktning av husdyr og som tannavtrykksmaterialer [28,

32].
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2.2.2. STRUKTUR OG BRUKSOMRADER FOR FUCOIDAN

Fucoidan er et sulfatert polysakkarid ofte isolert fra brunalger, som har fitt mye oppmerksom-
het innen forskning pa grunn av sin bioaktivitet [28]. Fucoidan har en varierende sukkerkom-
posisjon, bindingstyper, sidekjeder og substituenter, og det er derfor svart komplisert & finne
eksakt kjemisk struktur for polysakkaridet. Store deler av den totale mengden fucoidan fra
alger er sulfaterte polyanion, og bestér av et lineart kjede av tilfeldige 1-3 eller 1 >4 bundet

a-L-fucopyranose-rester som med jevne mellomrom erstattes med andre monosakkarider [33].

Pé grunn av for lite informasjon om den strukturelle oppbyggingen og funksjonene til fucoidan
er det ikke store kommersielle bruksomrader for stoffet i dag. Det har derimot blitt rapporter
om bruk iblant annet kosmetikk og mat. I tillegg har fucoidan blitt brukt innenfor medisin, og
det forskes pa bruk av fucoidan i kreftbehandling [28]. I biologiske anvendelser legges det vekt
pa strukturen og sulfatinnholdet i fucoidan, og i mat og kosmetikk er bioaktiviteten svart viktig

[28, 30].

2.2.3. STRUKTUR OG BRUKSOMRADER FOR MANNITOL

Mannitol er et monomerisk seksverdig sukkeralkohol som finnes naturlig i planteriket, og pro-
duseres gjennom fotosyntesen. Den strukturelle oppbyggingen av mannitol er vist i Figur
4. Mannitol finnes i alle brunalger og kan utgjere over 30% av algens torrvekt avhengig av
hestetidspunkt [34]. Mannitol har fuktighetsgivende effekt og antioksidantegenskaper, og bru-
kes 1 kosmetiske og farmaseytiske produkter. Innen medisin benyttes mannitol for & senke
intraokulert og intrakranielt trykk ved skader. Mannitol brukes ogsé som setningsmiddel i mat,

da mannitol har en set smak samtidig som kaloriinnholdet er lavt [35, 36].

OH

)
I

OH

Figur 4 Strukturell oppbygging av mannitol [37].

OH
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2.2.4. STRUKTUR OG BRUKSOMRADER FOR LAMINARAN

Laminaran er et polymerisk lagringsglukan som er lagret i kloroplastene i cellene til brunalger,
og kan utgjere over 30% av algenes torrvekt. Polysakkaridet finnes i alle brunalger, hvor det
blir produsert gjennom fotosyntesen. Laminaran bestar av 20-25 enheter av - (1—3)-D-glukan
med B (1—6)-bindinger, og er et lineert polysakkarid (Figur 5) [38]. Laminaran er et vannlg-
selig polysakkarid som blant annet bidrar til kostfiberinntak og er kreftforebyggende, og det
har blitt rapportert om bruk av laminaran innenfor biokjemi og medisin [39]. I likhet med fu-

coidan, er ikke bruken av laminaran like utbredt som alginat.

OH OH

OH
HO

OH 0
QH OH OH OH

Figur 5 Strukturell oppbygging av laminaran [40].

2.3. MIKROBIOM

Mikrobiomer er samlinger av alle genom og gener av mikroorganismer som lever pa den indre
og ytre overflaten pa alle eukaryote organismer, og er dermed en del av alle gkosystemer. Med
andre ord er mikrobiom et samfunn av mikrober som deler et felles miljo og er avgrenset av et
hulrom i en organisme eller en overflate av vasker og avfering. Disse mikroorganismene lever
sammen pa en av tre mater. De kan vare symbionter, som vil si at alle organismene 1 miljoet
tar nytte av at de andre organismene er til stede (symbiose). Motsetningen til symbiose er pa-
rasittisme. Parasitter er organismer som skaper en ubalanse i det mikrobiologiske samfunnet
eller som er til direkte skade for vertsorganismen i form av sykdom. Mikroorganismer kan ogsa
leve sammen som kommensale. I kommensale samfunn vil mikroorganismene leve i en form
for symbiose, noen av mikroorganismene har nytte av at de andre organismene er til stede,

mens andre ikke vil ha noen pavirkning av at det er andre mikroorganismer til stede [41].
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2.3.1. ULIKE MARINE BAKTERIER OG DERES KARAKTERISTIKA

Flavobacteriaceae er en den storste familien i1 klassen Flavobacteriia, og inneholder 90 for-
skjellige slekter og hundrevis av arter. Disse artene har veldig forskjellige fysiologiske egen-
skaper og finnes i varierende miljeer. Noen er forbundet med sjovann, andre med jord og noen
er assosiert med dyr, mennesker og planter. Innenfor Flavobacteriaceae finner man blant annet
slektene Algibacter, Olleya, Lacinutrix, Flavobacterium og Cellulophaga [42]. De marine
slektene i Flavobacteriaceae er en viktig komponent i makroalger sin fotosyntese, og er an-
svarlig for en stor del av remineraliseringen av organisk materiale i havene. Disse artene pro-
duserer pigmenter som strekker seg fra lys gul til dyp oransje. Pigmenteringen er ofte forarsaket
av karotenoidpigmenter i cytoplasmaet hos bakteriene. Stort sett er de marine artene i Fla-
vobacteriaceae tilpasset kaldt saltvann, har optimal dyrkningstemperatur mellom 20 og 25°C,
og krever vanligvis natrium for & overleve. Artenes evne til enzymatisk nedbrytning av mak-
romolekyler varierer ofte med habitatet de lever i og hvilke biopolymere som er tilgjengelig.
Mange marine bakterier produserer enzymer som bryter ned marine polysakkarider fra alger,

som agar, laminaran og fucoidan [42].

Pseudoalteromonadaceae som tilhgrer klassen Gammaproteobacteria er en liten familie be-
stdende av 3 slekter, blant annet slekten Pseudoalteromonas. Artene krever natriumioner for &
utvikle seg og er svaert tilpasningsdyktig til ulike habitater. De marine artene som tilherer Pseu-
doalteromonas har en viktig rolle i marine miljoer, og de har blitt isolert bade fra omrader naer
kysten, i &pne og dype havvann og fra marine alger. Artene grupperes gjerne i to, de pigmen-
terte og de ikke-pigmenterte, hvor de pigmenterte ofte har et bredt spekter av biologisk aktive
forbindelser, mens ikke-pigmenterte arter har en tendens til & ha et bredt spekter av degrade-
rende enzymaktivitet og er mer tilpasningsdyktig. De pigmenterte artene varierer stort i farge,

og kan ha kolonier som er hvit, gul, oransje, rad, beige og blé [43].

Familiene Vibrionaceae og Oceanospirillaceae har ogsé arter som har blitt isolert fra marine
miljoer og karakterisert. Enkelte arter av Vibrionaceae kan fordrsake infeksjoner hos bade
mennesker og dyr, og er isolert fra en rekke ulike miljoer. Et eksempel er slekten Vibriosom
ofte har upigmenterte kolonier pd agar [44]. Oceanospirillaceae inneholder blant annet slekten
Marinomonas som vokser ved temperaturer mellom 0 og 37°C, og er avhengig av natriumioner

for & vaere levedyktige [45].
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Familiene Alteromonadaceae og Shewanellaceae tilhgrer

klassen Gammaproteobacteria. Alteromonadaceae be-
star for det meste av marine bakterier, blant annet
slekten Paraglaciecola. Artene 1 slekten Para-
glaciecola har ofte kolonier som er hvitpigmenterte,
men kan ogséd ha en rosaaktig eller kremaktig farge
[46]. Familien Shewanellaceae bestar kun av slekten
Shewanella (Figur 6) som har optimal vekst ved 4°C. Ar-
tene er ofte isolert fra marine miljoer, og er kjent for & de- Figur 6 Shewanella baltica pi Marine
gradere gelatin. Noen av artene i slekten Shewanella har Broth asar

vist seg & veere sykdomsfremkallende, og kan forarsake infeksjoner bdde hos mennesker, dyr

og planter. Grunnet at disse artene akkumulerer cytokrom vil kolonier pa agar fremstd som

beige eller lys rosa i fargen [47].

Rhodobacteraceae som tilherer klassen Alphaproteobacteria og Cyclobacteriaceae som tilhg-
rer klassen Cytophagia er ogsa familier som er kjent for 4 inneholde marine bakterier. Arter fra
familien Rhodobacteraceae har blitt isolert fra en rekke marine habitater, som sjogvann, elve-
munninger, sedimenter og algeoverflater. Til sammen er det hundre slekter som er anerkjent
som medlem av Rhodobacteraceae, hvor slekten Sulfitobacter er en av dem [48]. Cyclobacte-
riaceae inneholder derimot kun 14 slekter, blant annet A/goriphagus. Disse slektene er kjent
for 4 ha et bredt spekter av morfologiske egenskaper, som sterrelse, farge, form og mobilitet-
De har i likhet med artene 1 Rhodobacteraceae blitt isolert fra ulike marine miljeer som alger,
marine sedimenter og varme kilder. Noen av artene i familien Cyclobacteriaceae er kjent for &
bryte ned en rekke makromolekyler og polysakkarider. Ved vekst pd agar vil kolonier fra slek-
ten Algoriphagus ha en rosa, nesten oransje farge, og vil vere konvekse, skinnende og sirku-

leere kolonier [48].
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2.3.2. POLYSAKKARID-DEGRADERENDE BAKTERIER FRA TARE

Marine bakterier er verdifulle kilder for isolering av enzymer som spesialiserer seg pa nedbry-
ting av ulike polysakkarider fra brune, rede og grenne makroalger. Disse bakterier er nekkel-
spillere i den globale karbonsyklusen og i resirkulering av algebiomassen, og har derfor i de

siste drene fatt en gkt viktighet innen bioteknologi og biomasseutnyttelse [49].

De siste 15 arene har interessen for glykosidaser og polysakkarid lyaser i forbindelse med mak-
roalgepolysakkarider eskalert [49]. Glykosidaser er enzymer som katalyserer hydrolysen av
glykosidiske bindinger og frigjer sakkaridforbindelser [50], og polysakkarid lyaser er enzymer
som bryter ned uronsyrer (aldehydkarboksylsyrer) som inneholder polysakkarider ved hjelp av
B-elimineringsmekanismer [51]. Noen polysakkarid lyaser som alginat lyase bryter ogsa gly-
kosidbindinger. Disse enzymene utgjer enten nye underklasser innenfor kjente karbohydratak-
tive enzymer (CAZy) som for eksempel [-karragenaser og [-porfyranaser, eller nye CAZy-
familer som 1-karrafeenaser, a-agaraser og fucoidanaser. De fleste av disse enzymene har blitt

isolert fra tare-assosierte bakterier [49].

Metagenomiske studier av marine miljeer gir muligheten til & oppdage nye enzymer, enten
gjennom datautvinning eller gjennom aktivitetsscreening av metagenomiske biblioteker.

Per na har ikke metagenomiske undersekelser gitt resultater som indikerer at bakterieplankton
sjeldent inneholder Macroalgal-polysaccharide-degrading enzymes (MAPD-enzymer). Som
en motsetning antas det at tare-assosiert bakterier ofte har slike enzymer, ettersom de fleste

MAPD enzymene vi kjenner til i dag har blitt isolert fra disse bakterier [49].

Ved Universitetet i Bergen ble det i 2011 gjennomfort en studie hvor det ble brukt en berikel-
sestilnerming for & identifisere bakteriepopulasjoner assosiert med taren Laminaria hyperbo-
rea. Forsgket ble gjennomfort ved & anrike med tarederiverte karbonkilder, for s& & se om bak-
teriene bret ned disse karbonkildene. De benyttet seg av Marine Broth tilsatt mannitol, lami-
naran, alginat eller fucoidan. Biofilmsuspansjonene isolert fra taren ble sddd ut pd de forskjel-
lige mediene og inkubert ved 15 grader. Resultatene av studiet viste til at forskjellige medlem-
mer av Alphaproteobacteria og Gammaproteobacteria var involvert i nedbryning av tarepro-

duserte biomasser [52].
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Et annet studie utfort av universiteter i Belgia og Frankrike undersekte 1 2014 polysakkaridak-
tiviteten til den dyrkbare bakterielle populasjonen assosiert med tarearten Grisetang. Bakterie-
isolatene hestet fra planten ble dyrket i Marine Broth tilsatt ulike algepolysakkarider i tillegg
til et modifisert medium med alginatsalter. Etter dyrkingen ble kulturene studert, og bakterier
som viste hydrolytisk aktivitet ble pd nytt testet for & bekrefte aktiviteten. 324 bakterier ble
taksonomisk identifisert og fordelt pa 35 forskjellige slekter og 18 ulike familier. Av disse
hadde slektene Marinomonas, Cellulophaga og Pseudoalteromonas hayest representantantall.
Fra de 324 identifiserte bakteriene ble 78 isolater funnet til & ha en positiv effekt pd minst ett

algepolysakkarid (agar, - eller k-karragen, og alginat) [49].

2.4. RELEVANTE METODER FOR IDENTIFISERING AV BAKTE-
RIER OG BIOAKTIVITET

2.4.1. ISOLERING AV GENOMISK DNA FRA MIKROORGANISMER

DNA (deoksyribonukleinsyre) er nukleinsyrer som finnes i alle levende celler, og har som ho-
vedfunksjonen & bare den genetiske informasjonen til en celle. 16S ribosomal DNA (16S
rDNA) er genet som koder for 16S rRNA som er en liten del av ribosomet til prokaryote celler
[53]. Analyser av 16S rDNA har blitt en standardmetode for identifikasjon og klassifisering av
bakterier, da informasjon om 16S rDNA-sekvensen i kombinasjon med en enorm sekvensda-
tabase gjor det enkelt 4 tildele bakteriene en fylogenetisk plassering. Den fylogenetiske plas-
seringen vil videre &pne opp for neyaktig identifisering av bakterieisolater og oppdagelsen av

nye bakterier [54].

For & kunne amplifisere og sekvensere DNA, ma det forst isoleres fra organismen. Det finnes
flere prosedyrer for & isolere DNA, hvor prosedyrene er avhengig av hvilken type celle/vev
DNAet skal isoleres fra og hva DNAet skal benyttes til videre. Prosedyrene som benyttes i dag
er unntaksvis basert pad ferdige kit (Figur 7).
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Figur 7 Prosedyre for isolering av DNA ved bruk av MasterPure Gram Positive DNA Purification Kit som er designet for
DNA-isolasjon fra gram positive eller negative bakterier. Fra en bakteriekultur kan DNA isoleres ved d lysere cellene i kul-

turen, for sd d felle ut proteiner og RNA ved organisk separasjon slik at det kan separeres fra DNAet. [55]

DNA til prokaryote organismer ligger innkapslet i cytoplasmaet sammen med proteiner og
RNA. Cytoplasmaet ligger igjen innenfor cellevegger som er omringet av en ytre cellemem-
bran. For a fa tilgang pA DNAet ma derfor cellemembranen og celleveggen edelegges. Dette
kan gjares ved & spalte karbohydratene som finnes i celleveggene. Siden cytoplasmaet inne-
holder RNA og proteiner i tillegg til DNA, ma DNA skilles fra disse makromolekylene ved a
tilsette proteaser og RNaser, for sa & bruke etanol og isopropanol til & felle ut DNAet. Ved
sentrifugering vil pelleten besta av DNA, og supernatanten av RNA og proteiner [56, 57].

2.4.2. DENOVIX DS-11 SERIES SPECTHROPHOTOMETER, MALING AV DNA-
KONSENTRASJON
DeNovix spektrofotometeret gir fullspektret UV-Vis-analyser og kan méle fluorescens, noe
som gjor det mulig & foreta raske kvantifiseringer av nukleinsyrer og proteiner. Siden nukleo-
tider som RNA, dsDNA (double strain DNA) og ssDNA (single strain DNA) alle absorberer
ved 260nm, vil alle nukleotidene i en prove pavirke den totale absorbansen, og det er derfor
nedvendig a rense provene for malinger. Instrumentet har kapasitet til & kvantifisere helt ned
til en konsentrasjon pa 0,5 pg/ul for dsDNA, i tillegg til at DeNovix spektrofotometeret méler

renheten av nukleinsyren i proven [58].
Renhetsverdien til provene som analyseres oppgis i en 260nm/280nm og 260nm/230nm ratio.

260/280 er et mél pa forholdet mellom absorbansen malt ved 260 og 280 nm, og brukes til &

vurdere renheten til DNA og RNA. Her er forhold heyere enn 1,8 generelt akseptert som rene
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DNA-prover og forhold pa rundt 2,0 er akseptert som rent RNA. Forholdet lavere enn 1,8 for
DNA og 2,0 for RNA kan indikere tilstedevarelse av proteiner, fenol eller andre forurensninger
som absorberes ved 280 nm. 260/230 ratioen er forholdet mellom absorbansen mélt ved 260
nm og 230nm, og brukes som et sekundaermél pd nukleinsyrerenhet. Denne verdien er ofte
hayere enn ved 260/280, og ligger vanligvis mellom 2,0 og 2,2. Dersom forholdet er lavere
enn 2,0, er dette en indikasjon pa tilstedeverelsen av uenskede stoffer som absorberes ved 230

nm [59].

2.4.3. AMPLIFISERING AV 16S rDNA

Polymerase kjedereaksjon (PCR) er en metode for amplifisering av en organismes DNA eller
RNA. Prinsippet baserer seg pé at det oppstar en kjedereaksjon hvor mengden av en DNA-
sekvens okes eksponentielt ved en konstant endring av temperatur. Det som skjer under en slik
reaksjon, er det samme som skjer ved celledeling. Dobbelheliksen av DNAet denatureres, slik
at begge enkelttrddende kan fungere som maler for dannelse av nye trdder, hvor enzymet DNA-
polymerase hjelper til med syntetiseringen. Primere legger til nukleotider som er identiske til
templat-DNA slik at dattercellene blir identiske med modercellen. Hovedstadiene av PCR be-
star av fire stadier. I forste steg denatureres DNA-traden ved oppvarming. I steg to vil templat-
DNA avkjeles, og det vil bli bundet primer til enkelttrddene som angir startpunktet av ampli-
fiseringen. I trinn tre vil templat-DNA igjen varmes opp og det vil oppsté en syntetisering av
et nytt dobbelttrddet DNA ved at primeren legger til nukleotider pd enkelttrddene. I det fjerde
og siste steget vil det syntetiserte DNAet denatureres for trinnene gjentas (Figur 8) [60].
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Polymerase chain reaction - PCR
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Figur 8 Stegene i en polymerase kjedereaksjon ved bruk av primer (brun) og DNA-Polymerase (gra). (1) Templat-DNA de-

natureres. (2) En primer fester seg til DNA-trddene og angir startpunktet av amplifiseringen. (3) Syntetisering av nye DNA-
trader ved at polymerasen legger til nye nukleotider [61].

2.4.4. SEPERASJON AV MAKROMOLEKYLER MED GELELEKTROFORESE

Gelelektroforese er en metode hvor makromolekyler blir separert fra hverandre basert pé stor-

relse og ladning ved & kjore strom gjennom en gel hvor preven
med makromolekylene er pésatt. Gelen som benyttes kan bade
vaere av agarose og polyakrylamid. Basert pa sterrelse og ladning
vil molekylene migrere gjennom gelen med ulik hastighet, og skil-
les fra hverandre [62]. Ved separasjon av nukleinsyrer, separeres

molekylene etter okende storrelser.

Ved DNA elektroforese avsettes provene i brennene narmest den
negative polen. DNA er negativt ladet og vil derfor vandre i retning
den positive polen. Under DNA elektroforese benyttes det en lad-
der som bestér av DNA fragmenter med kjent storrelse (Figur 9),
som kan benyttes for 8 sammenligne DNA fragmentene fra proven.
Ved en slik sammenligning kan en fa synlig bekreftelse pé et even-

tuelt ensket produkt og kvantifisere prove-DNA. Det finnes ulike
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Figur 9 GeneRuler 1 kb DNA ladder
med tilhorende DNA-fragmenter [63].
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metoder for DNA elektroforese, horisontal elektroforese med agarosegel og Flashgel elektro-

forese [62]

2.4.5. ARTSBESTEMMELSE VED SEKVENSERING AV 16S rDNA

DNA-sekvensering er ulike metoder som benyttes for & kunne lese av rekkefelgen pd basepar-
ene i DNA og i den forbindelse f4 tilgang til organismens genetiske kode. I dag finnes de flere
sekvenseringsteknikker, og hvilken metode som blir benyttet er avhengig av hva resultatet av
sekvenseringen skal benyttes til. Sekvenseringsmetodene skilles gjerne i forste-, andre- og tred-
jegenerasjons sekvensering. Forstegenerasjons sekvensering inkluderer blant annet Sanger-se-
kvensering, ogsa kalt kjedeterminerings-metoden, som er den mest brukte sekvenseringsmeto-

den [64].

Sanger-sekvensering er en maélrettet sekvenseringsteknikk som bruker enzymet DNA-poly-
merase. Under Sanger-sekvensering vil en radioaktivt merket DNA-primer (oligo-

nukleotidprimer) hybridiseres med et denaturert templat-DNA 1 et ror som inneholder de fire
deoksyribonukleotidene (dATP, dTTP, dGTP og dCTP) og DNA-polymerase. DNA-polymer-
asen kopierer trddene, og vil starte kopieringen i 3’-enden av primeren. Dette er likt som under
metoden beskrevet for PCR. Et analogt nukleotid, dideoksyribonukleotid (ddNTP), hvor suk-
kerets 3’-ende-karbon kun binder seg til et hydrogenatom i stede for en hydroksylgruppe til-
settes. Innsettingen av en ddNTP i DNA vil fore til en terminering av kjedeforlengelsen, da

fosfodiesterbindinger med nye nukleotider ikke lenger kan dannes.

I metoden benyttes fire forskjellige ror, som hver inneholder DNA, primere og alle fire INTP-
ene. I tillegg er det tilsatt en liten mengde av de fire korresponderende ddNTP-ene. Polymera-
sen vil da sette inn ddNTP-ene tilfeldig, og en rekke fragmenter av varierende lengde oppstar.
Videre vil alle fragmentene avsluttes av ddNTP, for det foretas en elektroforese hvor en po-
lyakrylamidgel skiller fragmentene 1 henhold til sterrelse. Disse fragmentene er radioaktivt
merket og visualiseres pa en rontgenfilm svartnet av striling. Ved bruk av Sangers-metode kan
sekvenser mellom 200 og 400 basepar sekvenseres i en enkelt reaksjonsprosess. Dette gjor at
det ofte kreves flere sykluser for & sekvensere hele DNA-trader. I slike tilfeller mé overlap-
pende sekvenser settes sammen som et puslespill. Metoden for Sanger-sekvensering er visua-

lisert 1 Figur 10 [60].
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Figur 10 Viser metoden for Sanger-sekvensering i 7 steg. (1) dsDNA-fragmentet denatureres til to ssDNA-fragmenter. (2) Et
fragment for ssDNA kopieres opp. (3) En primer som korresponderer til en ende av fragmentet festes til ssDNA. (4) Frag-
mentet tilsettes til fire polymeraselosninger som hver inneholder fire typer dNTP og en type ddNTP. (5) Kjeden vokser frem

til det analoge nukleotidet tilfeldig festes til ssDNAet. (6) dsDNAet som har blitt dannet denatureres for a fd en serie med

ssDNA i varierende lengder. (7) Fragmentene separeres ved elektroforese og sekvensene settes sammen og leses av [65].

2.4.6. UNDERSOKELSER AV BIOAKTIVITET OG VEKST VED BRUK AV HIGH
THROUGHPUT SCREENING
High-throughput screening (HTS) er analysemetoder hvor automatiserte instrumenter benyttes
for hurtig og automatisk teste et stort antall kjemiske eller biologiske forbindelser for biologisk
aktivitet. HTS er kosteffektive analysemetoder som ofte benyttes i farmasegytiske og biotekno-
logiske selskaper for & identifisere forbindelser med spesifikke farmakologiske eller biologiske
aktiviteter [66]. De automatiserte utstyret som blir benyttet ved HTS gjor det mulig & kultivere
celler i noye kontrollerte forhold hvor mange ulike variabler som pH, temperatur og karbon-
kilde registreres kontinuerlig. Dette krever en viss grad av parallellitet, og det er ofte nedvendig
a kjore mange eksperimenter parallelt for & fa pélitelige resultater. Ved HTS kultivering av
bakterier benyttes generelt brennplater. Mélinger av aktivitet og vekst blir automatisk gjen-

nomfort av instrumentene som benyttes, med kontinuerlig lagring av data [67].
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BioLector fra m2p labs er mikrofermentorer som regnes som kan benyttes til HTS-bioproses-
sering. Instrumentet er basert pa brennplate format, og opererer med online og forhands kalib-
rerte sensorer for méling av pH, temperatur fluorescens, opplast oksygen (DO) og biomasse. I
BioLectoren males biomassen via «scattered light» med en eksitasjonsbelgelengde pa 620 nm.
Intensiteten til det samlede lyset vil da korrelere med biomassekonsentrasjonen i kulturene, og
en pkning av signalet fra lysintensiteten vil tilsi en ekning i biomasse. Deteksjonen av lyset er
avhengig av brennvolumet i brennplatene, type plate, mediekomponenter og partikkelstorrelse
og form pd mikroorganismene som kultiveres. BioLector er gjerne koblet opp mot programva-
ren BioLection som kontrollerer temperatur, ristehastighet og andre kultiveringsvariabler 1 kul-
tiveringskammeret. Programmet vil 1 tillegg til & holde kontrollere dyrkningsvariablene ogsa

registrere og lagre all data som blir malt av instrumentet [68, 69].

24



3. MATERIALER OG METODE

3.1. MATERIALER

Tabell 1 og Tabell 2 henviser til instrumenter, utstyr og reagenser som ble benyttet under
gjennomforingen av de praktiske forsekene. Tabellene henviser i tillegg til forhandler og ar-

tikkelnummer til instrumentene og reagensene.

Tabell 1 Opplisting av utstyr og instrumenter benyttet under gjennomforingen av oppgaven.

Utstyr Forhandler Artikkelnummer
Petriskéler VWR
Autoklav
Sentrifuge Eppendorf
Mikropipetter (0-10 pL, 10-100 pL, 100-1000uL) | Eppendorf
Vortex mikser VWR
DeNovix DS-11 FX DeNovix
SimpliAmp Thermal Cycler ThermoFisher
Elektroforesekammer ThermoFisher
Spenningskilde BioRad
ChemiDoc BioRad
Zymo-spin Column Zymo Reasearch | C1003-250
Clone Manager
Risteinkubator New Brunswick
Multikanal mikropipette BioHit
BioLector Pro m2p labs
BioLector 1 m2p labs
BioLection
Round Well Plate B (R48 well microtiter plate) m2p labs MTP-R48-B
Flower Well Plate B (F48 well microtiter plate) m2p labs MTP-F48-B
Forseglingsfolie m2p labs F-GP-10
Spektrofotometer, SpectraMax © ABS Plus Molecular devices
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Tabell 2 Opplisting av reagensene med tilhorende forhandler og artikkel som ble benyttet under gjennomforingen av oppga-

ven.

Reagens Forhandler Artikkelnummer
Marine Broth BD Difco 279110
Bacteriological Agar Oxoid LPOO11
Glyserol VWR 24386.298
TE Buffer Biosearch Technologies | SS000001-D3
Ready-Lyse Lysozyme Biosearch Technologies | E0057-D1

Proteinase K (50 pg/uL)

Biosearch Technologies

SS000099-D2

Gram Positive Lysis Solution (2X)

Biosearch Technologies

SS000402-D4

MPC Protein Precipication Reagent

Biosearch Technologies

SS000399-D2

RNase A (5 pg/uL)

Biosearch Technologies

SS000213-D2

Isopropanol VWR 1.09634.2500P
Etanol (70%) VWR 1.00983.5000
EB Buffer Qiagen 19086

Q5 High-Fidelty 2X Mastermix BioLabs M04925
Primer 1, S-D-Bact-1492 Eurofins H757

Primer 2, S-D-Bact-0011 Eurofins H&27
Nuclease Free Water VWR 436912CP
Agarose ThermoFisher 16500500
GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium 41001

TAE Buffer (1X) VWR K915-1.6L
Loading Buffer ThermoFisher 10815015
GeneRuler 1kb DNA Ladder ThermoFisher SM0312
Binding Buffer Zymo Research D4003-1-L
DNA Wash Buffer Zymo Research D4003-2-48
Mannitol Sigma Aldrich M4125

Laminaran (l.hyp, 21.2.22)

Alginat (L.hyp.blad, SF120RB S21777, n=1170 ml/g, 5/9-14)

Fucoidan (10 mM HCI, 95°C, 8h, 10.3.2104, 0,1 mg nacl/mg)

26



3.2. METODE

Fare- og sikkerhetssetninger for kjemikaliene brukt under forseket er vist i Vedlegg 9, og risi-
kovurdering av arbeidet er lagt ved 1 Vedlegg 10. Oversikt over isolatene brukt under oppgaven

er gitt i Tabell 1.1. i Vedlegg 1.

3.2.1. KULTIVERING AV BAKTERIER ISOLERT FRA TARE

Fra bakteriesamlingen fryst ned i 2020 ble det valgt ut 97 isolater for oppdyrking pa agarska-
ler. Isolatene ble dyrket opp pa autoklavert Marine Broth tilsatt agar [49,52]. Veieskjema er
vist 1 Vedlegg 2.

Utvalgte isolater ble stroket ut pA Marine Broth agar fra fryste glyserolampuller. Utstryk av
plater ble gjennomfort i sterilbenk. Platene ble inkubert ved 15 °C i tre dager ssmmen med en
kontrollplate. Etter inkubasjon ble det gjennomfort to runder med re-stryk fra de opprinnelige

platene. Platene med re-stryk ble inkubert ved 15 °C 1 tre dager.

Ut fra de 97 isolatene ble det valgt ut 46 isolater som skilte seg ut basert pa fenotype. Disse
isolatene ble dyrket opp i flytende Marine Broth, veieskjema er vist i Vedlegg 2. Mediet ble
autoklavert ved 120 °C 1 20 minutter og avkjelt til romtemperatur. Sterilt Marine Broth ble
fordelt i sterile ror (10% av totalt rervolum). Rerene ble inokulert ved & pode kolonier fra
agarplatene over i rerene. Kulturene ble inkubert ved 15 °C i tre dager sammen med en negativ

kontroll.

Etter tre dager ble det laget glyserolampuller (20% glyserol) fra de 46 kulturene. Ampullene
ble fryst ned ved -80 °C.
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3.2.2. ISOLERING AV GENOMISK DNA, PCR OG RENHETSMALINGER

ISOLERING AV GENOMISK DNA
For isoleringen av DNA ble protokoll og lesninger fra «MasterPure Gram Positive DNA Puri-

fication Kit» fra Biosearch Technologies benyttet [55]. Protokoll er vedlagt i Vedlegg 8.

Fra kulturene dyrket i Del 3.2.1., ble kulturer fra hvert isolat sentrifugert ved 14 000 rpm i 10
minutter. Supernatanten ble kastet, og pelletene ble re-suspendert i TE Buffer. Provene ble

tilsatt Ready-Lyse Lysozyme og inkubert ved 37 °C over natt.

Provene ble tilsatt en mikstur av Proteinase K og Lysis Solution og inkubert ved 65 °C 1 15
minutter og vortexet hvert 5 minutt. Rerene ble avkjelt til 37 °C og satt pa is i 3 minutter.
Videre ble MPC Protein Precipitation Reagent tilsatt i hver prove og prevene ble sentrifugert.
Supernatanten ble tatt vare pa og tilsatt RNase A. Rorene ble inkubert i 30 minutter ved 37 °C
for det ble tilsatt isopropanol til hver prove med DNA. Rorene ble sa sentrifugert ved 4 °C og
14 000 rotasjoner per minutt (rpm) i 10 minutter. Supernatanten ble fjernet og pellet renset med

etanol og pé nytt sentrifugert. Etanolen ble fjernet, og pellet ble re-suspendert i EB Buffer.

DNA konsentrasjonen til alle pravene ble malt av DeNovix DS-11 FX. Programmet som ble
brukt var «dsDNAy, og EB buffer (1 pl) ble brukt for a nullstille instrumentet. Provene (1 pL)
ble etter tur pipettert over i provekammeret. Konsentrasjonen og renheten av DNA ble malt og

notert.
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PCR — AMPLIFISERING AV 16S rDNA

For amplifisering av 16S rDNA ble det tatt utgangspunkt i protokollen «Expand High Fidelity
PCR System» fra Roche [70] og instrumentet SimpliAmp Thermal Cycler fra Thermo Fisher
(Figur 11). Protokoll er vedlagt i Vedlegg 8.

Figur 11 SimpliAmp Thermal Cycler fra Thermo Fisher.

Amplifisering av 16S rDNA ble gjennomfert for alle DNA-isolatene. I den forbindelse ble
det laget en mastermikstur av Q5 High-Fidelty 2X Mastermix (25 uL/prove), Primer 1 (2,5
uL/preve), Primer 2 (2,5 pL/preve) og Nuclease Free Water (19 pL/prove). Mastermiksturen
(49 uL/preve) ble pipettert over i PCR-ror med isolert DNA (1 pL). Prevene ble spinnet ned

og amplifisert. Programmet brukt for amplifiseringen er vist i Tabell 3.

Tabell 3 Innstilninger kjort under PCR. Viser antall sykluser for hvert trinn, temperatur og tid.

Sykluser Grader [°C] Tid [s]

1 98 30
98 10
35 55 30
72 45
1 72 120
1 4 Infinity
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HORISONTAL DNA-ELEKTROFORESE

For stopning av agarosegel ble en ferdig losning av agarose (0,8%) med GelRed i 1x TAE
buffer benyttet. Stopekammeret ble plassert i elektroforesekammeret og fylt med TAE-Buffer.
Kammene for oppdeling av brenner ble plassert i stopekammeret for det ble fylt med agarose-
losning. Nar gelen var stivnet ble kammene fjernet fra gelen, og det ble laget en mastermikstur
av Nuclease Free Water (10 pL/prove) og Loadingbuffer (2 pL/preve). For hver preve ble
mastermikstur (12 pL) blandet med DNA (1 pL). Prevene ble deretter pdsatt hver sin brenn, i
tillegg til at det i en av brennene ble pasatt Ladder (GeneRuler 1kb DNA Ladder, 2 uL) [71].
Spenningskilden ble innstilt pa 90 V, og elektroforesetiden var omtrent en time. Gelene ble

dokumentert ved fotografering i ChemiDoc fra BioRad.

RENSING AV 16S rDNA ETTER PCR
For PCR produktene kunne benyttes til videre analyser matte provene renses for & fjerne
uenskede salter. Til rensingen ble losninger og protokoll som tilherte «DNA Clean and Con-

centrator™-5y fra ZYMO Reasearch benyttet [72]. Protokoll er vedlagt i Vedlegg 8.

PCR produktet (50 uL) fra alle isolatene ble overfort til Eppendorf sentrifugerer, som i tillegg
ble tilsatt Binding Buffer. Rorene ble vortexet lett for innholdet i rerene ble overfort til hver
sin Zymo-spin™ column som ble plassert i oppsamlingsrer. Rerene ble sentrifugert i 30 se-
kunder, og oppsamlingsrerene ble tomt. DNA Wash Buffer ble tilsatt til kolonnene for rerene
pa nytt ble sentrifugert. Oppsamlingsrerene ble tomt, og Nuclease Free Water ble pipettert
direkte pd kolonnene. Kolonnene ble plassert i hvert sitt Eppendorf sentrifugerer og sentrifu-
gert 1 30 sekunder. Kolonnene ble fjernet og rerene med renset PCR produkt ble oppbevart i
kjeleskap.

3.2.3. SANGER-SEKVENSERING AV 16S rDNA

Sekvensering av 16S rDNA fra bakterieisolatene ble utfert av Eurofins.

For provene kunne sendes til Eurofins ble konsentrasjonen av DNA pd nytt malt. Prosedyren
benyttet var lik den beskrevet i Del 3.2.2., sett bort fra at Nuclease Free Water ble benyttet som
blank. Ut fra konsentrasjonene méilt ble fortynningsforholdet til pravene bestemt. I nye Ep-

pendorf rer (2 ror per prove) ble Nuclease Free Water (10 pL) blandet med renset DNA (5 pL)
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og Primer 1/primer 2 (2 pL). Rorene ble merket med ID-merker fra Eurofins og sendt til Eu-

rofins for utferelse av sekvensering [73].

Programmet Clone Manager ble benyttet for & lime sammen sekvenser fra sekvenseringene
gjort av Eurofins. Ved sekvensanalyse i BLAST [74] ble bakterieisolatene tilegnet bakteriefa-

milier og slekter basert pd prosentvis identitet til allerede logferte sekvenser 1 databasen.

3.2.4. KARBONKILDE-SCREENING I BIOLECTOR
I forkant av dette arbeidet ble resultatet fra sekvenseringen brukt til & plukke ut 29 bakteriei-
solater for karbonkilde-dyrkningen. Isolater som var kategorisert som klasse 2 organismer eller

organismer med ukjent biosafety level (BSL) ble utelukket for videre arbeid.

Isolatene ble dyrket i forkulturer med Marine Broth som dyrkingsmedium, veieskjema er vist
1 Vedlegg 2. Isolatene ble inokulert i rer (50 mL) med Marine Broth (10% av totalvolum).
Forkulturene ble inkubert ved 20 °C og 200 rpm i 2 dager.

For dyrkning i mikrofermentor ble det benyttet to typer instrumenter, BioLector Pro og Bio-

Lector 1. BioLector 1 er vist i Figur 12.

Biolector’/

Figur 12 BioLector 1 fra m2p labs brukt under prosjektet. BioLectoren er koblet opp mote en programvare hvor protokoller
blir laget og alle malinger blir registrert.

Isolatene dyrket opp 1 forkultur ble alle dyrket i fem forskjellige medium, hvor fire medium
besto av Marine Broth med tilsatser av ulike karbonkilder, laminaran, fucoidan, alginat og

mannitol (2 g/L). Det siste dyrkingsmediet inneholdte kun Marine Broth. Isolatene ble dyrket
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148 brenns brennplater av typen R48 well microtiter plate eller F48 well microtiter plate For a
fa kjort alle isolatene med to paralleller per medium, ble det til sammen inokulert 11 plater. I
platene var 14 brenner fylt med kun Marine Broth og de andre 14 brennene var fylt med Marine
Broth tilsatt karbonkilde (2 g/L). Fire av brennene i alle platene ble ikke inokulert, hvor to av
brennene kun inneholdte Marine Broth og to inneholdte Marine Broth med karbonkilde (kon-

troll). Brennplateoppsettet for forseket er vist i Vedlegg 3.

I sterilbenk ble halvparten av brennene i platene fylt med Marine Broth (1295 pL) og den andre
halvdelen fylt med Marine Broth tilsatt karbonkilde (2 g/L, 1295 uL). Brennene ble inokulert
med forkulturer (40 puL) slik at det til sammen var fire brenner per isolat, to paralleller for hvert
medium. Brennplatene ble forseglet med forseglingsfolie og dyrket i mikrofermentor ved 20°C
og 700 RPM i sirka 48 timer. Underveis i dyrkingen ble biomassen i alle brennene mélt ved 15

minutters mellomrom ved gain 3, 5 og 7 (BioLector Pro) eller 20, 30 og 50 (BioLector 1).

Etter dyrkingen ble OD til alle brennene malt, og det ble dannet vekstkurver av biomasse-

maélingene.
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4. RESULTATER OG DISKUSJON

4.1. KULTIVERING AV ISOLATER HOSTET FRA TARE

Ved oppdyrking av isolatene som ble hestet fra tare og fryst ned i 2020, vokste alle 97 isolatene
opp pa agarskaler med Marine Broth. Etter 4 ha blitt re-streket tre ganger ble alle platene vur-
dert til & kun inneholde en type mikroorganisme. Det ble basert pd fenotypisk karakterisering
46 utvalgte isolater, hvor hvert isolat skilte seg fra de andre i enten farge, storrelse eller andre
utseendemessige faktorer. Bilder av agarplatene som ble benyttet under karakteriseringen pre-

senteres forst 1 Del 4.3, og Isolatoversikten er gitt i Vedlegg 1.

4.2. KONSENTRASJONSMALINGER AV GENOMISK DNA OG GE-
LELEKTROFORESE

For 4 sikre hoy nok konsentrasjon av DNA for videre analyser, ble konsentrasjonen av geno-
misk DNA malt etter gjennomfoert isolering. Konsentrasjonsmalinger pa de utvalgte 46 isola-
tene (Vedlegg x) ble gjort ved bruk av DeNovix. Etter amplifisering av 16s rDNA ved PCR
ble DNA fra isolatene pasatt agarosegel. Videre ble PCR-produktet renset, og DNA-konsen-
trasjonen og renhetsgraden til DNAet mélt pa nytt ved hjelp av DeNovix. Tabell 4.1. i Vedlegg
4 viser konsentrasjonsmalingene gjort for PCR og etter rensingen av PCR produkt, sammen
med maélinger av renhetsgraden til DNAet, hvor renhetsgrad er et mal pd mengde forurensing

av proteiner og salter.

Etter isoleringen av genomisk DNA var konsentrasjonen for alle isolatene mellom 27,19 og
786,58 ng/uL, hvor de fleste isolatene hadde en konsentrasjon mellom 200 og 500 ng/uL. Ren-
hetsverdiene gitt av absorbansforholdet 260/280 var hgyere enn 1,8 [59] for en sterre andel av
isolatene. Isolat nummer 7, 43, 66, 71 og 89 hadde tendenser til forurensning etter isolering
med renhetsverdier pa henholdsvis 1,78, 0,96, 1,77, 1,74 og 1,78. Verdiene til isolat 7, 66, 71
og 89 ble anslatt til & ikke vaere kritiske, da verdiene for sekundaermaélet (260/230) var innenfor
grensene 2,0 — 2,2 [59]. Isolat 43 hadde derimot renhetsverdi med avvik pa ~0,8. Sett sammen
med konsentrasjonsmal (27,19 ng/uL) og absorbansveriden (0,54) for isolatet ble det antatt &
veare for lite DNA til stede i preven. Etter rensing av PCR produkt var konsentrasjonen mellom

24,93 og 107,42 ng/uL for alle isolatene. De fleste isolatene hadde renhetsverdier mellom 2,0
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og 2,2 [59] ved absorbansforholdet 260/230. Isolat 59, 66 og 68 hadde derimot verdiene 1,14,
1,59 og 1,53. I samrdd med Laboratorieingenier ble det anslatt til & ikke vere kritiske verdier,

og sannsynligheten for forurensing ble antatt & veere liten.

Figur 13 og Figur 14 viser bilder av gelene fra kjoringen av gelelektroforese, hvor ladder ble
pasatt brennene helt til venstre 1 Figur 13 og den overste gelen i Figur 14. I den nedre gelen i
Figur 14 ble ladder pasatt i brennen helt til venstre og heyre. Alle 46 isolatene ble kjort pa
agarosegel. Isolatnummeret er vist i overkant av brennene, og DNA béndene er de morkeste

og kraftigste bandene pé gelene.

Figur 13 Agarosegel med 16s rDNA-fragmenter etter isolering av genomisk DNA og amplifisering. Fra venstre: GeneRuler
1kb DNA Ladder, isolat 1, 3,4, 6, 7, 9, 11, 13, 14.

Figur 14 Agarosegel med 16s rDNA-fragmenter etter isolering av genomisk DNA og PCR. I den forste gelen er GeneRuler
1kb DNA Ladderen pdsatt helt til venstre, sammen med 19 av isolatene. I den andre gelen er ladder pdsatt bdde helt til venstre
og hayre, og 18 av isolatene.
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Sammenligning av DNA-bdnd i Figur 13 og Figur 14 med Figur 9, viser til at DNA-fragmen-
tene som ble isolert i Del 3.2.2. har lengder pd ~1000 basepar [63]. Ideelt sett skulle bandene
i Figur 13 og Figur 14 vert helt rette, men er her til dels hakkete. Ujevnheten i bandene kan

bade stamme fra agarosen brukt i gelen og vandringsbufferen.

4.3. METAGENOMISK IDENTIFISERING

Isolert, amplifisert og renset 16S rDNA fra 46 isolater ble sendt til Eurofins, Tyskland, for
sekvensering ved Sangers-metode. Programmet Clone Manager ble brukt for & lime sammen
sekvensene mottatt fra Eurofins. For & finne beste artstreff for sekvensene ble sekvensen sam-
menlignet med eksisterende sekvenser i artsdatabasen BLAST [74]. Ved sammenligning i
BLAST ble den prosentvise identiteten mellom sekvensene fra Clone Manager og sekvensen

til artene fra artsdatabasen studert.

Tabell 4 viser oversikten over isolatene, hvor de er hostet fra, beste artstreff i BLAST [74],
lengde av sekvensene, prosentvis likhet til den aktuelle arten, BSL og familien som arten er

medlem av. Figur 15 og 16 viser et utvalg av agarplatene som ble dyrket i Del 3.2.1. Reste-

rende bilder er vedlagt i Vedlegg 5. Bildene ble benyttet til & kvalitetssikre resultater fra se-
kvensering av 16S rDNA.

Figur 16 Agarplater fra Del 3.2.1. Dyrkning av bakterier isolert fra tare sommeren 2020. Fra venstre: isolat 59, 68, 77a, 97.
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Tabell 4 Resultater fra 16S rDNA Sanger-sekvensering. SL; Sukkertare, AE,; Butare

Beste treff Lengde Identi-

BLAST (BP) tet (%) Familie

1 Aure Martaum | Hele | Cellulophaga sp. Anll10 1383 99,7 1 [75] | Flavobacteriaceae
3 Aure Martaum | Hele | Algibacter sp.Ldl3 1402 99,5 Flavobacteriaceae
5 Aure Martaum | Hele | Vibrio alginolyticus 1424 99,6 2[76] |Vibrionaceae
6 Aure Martaum | Hele
7 Aure Bleretang | Hele
9 Aure Bleretang | Hele | Algibacter lectus 1411 99,9 1 [77] | Flavobacteriaceae
11 Aure Grisetang | Hele | Pseudoalteromonas aliena 1401 99,9 1 [78] | Pseudoalteromonadaceae
13 Aure Grisetang | Hele
14 Aure Grisetang | Hele | Marinomonas gallaica 1425 98,7 1 [79] | Oceanospirillaceae
16 Aure Sagtang | Hele
19 Aure Sagtang | Hele | Cellulophaga fucicola 1410 99,9 1 [80] | Flavobacteriaceae
22 Aure R? G159 Hele | Algibacter lectus 1411 99,4 1 [81] | Flavobacteriaceae

pa sagtang

Redalge .
23 Aure o Hele | Cellulophaga sp. Anll0 1383 99,4 1 [75] |Flavobacteriaceae

pa sagtang
24 Aure R? (g Hele | Vibrio alginolyticus 1451 99,8 2 [82] | Vibrionaceae

pa sagtang
27 Grip SL 5 Midt | Pseudoalteromonas sp. 1422 98,9 1 [83] | Pseudoalteromonadaceae
31 Grip SL 6 Rot Cellulophaga sp. An66 1411 100,0 Flavobacteriaceae
32 Grip SL 6 Midt | Paraglaciecola mesophilia 1413 99,8 1 [84] |Alteromonadaceae
39 SES3 AE Rot Algibacter miyuki 99,6 1 [85] | Flavobacteriaceae
41 SES3 AE Rot Olleya mesophilus 1407 99,8 1 [86] | Flavobacteriaceae
42 SES3 AE Rot Shewanella livingstonensis 1413 99,7 Shewanellaceae
43 SES3 AE Midt | Shewanella baltica 1454 99,7 1[87] |Shewanellaceae
45a SES3 AE Opp | Shewanella japonica 1435 100,0 1 [88] | Shewanellaceae
49 SES3 AE Rot Vibrio sp. V632 1448 99,7 2 Vibrionaceae
51 SES3 AE Midt | Shewanella sp. STAB101 1418 99,8 Shewanellaceae
52 SES3 AE Midt | Pseudoalteromonas distincta 1402 99,7 1 [89] | Pseudoalteromonadaceae
58 SES3 SL Midt | Sulfitobacter sp. KS8-4 1359 99,5 1 [90] | Rhodobacteraceae
59 SES3 SL Midt | Cellulophaga fucicola 1409 100,0 1 [80] | Flavobacteriaceae
66 SES3 SL Midt | Sulfitobacter sp. KS8-4 1339 98,4 1 [90] | Rhodobacteraceae
68 SES3 SL Opp Cellulophaga baltica 1383 99,8 1 [75] | Flavobacteriaceae
71 SES1+SES2 | AE Rot
72 SES1+SES2 | AE Rot Lacinutrix ilipiscaria 1405 99,8 1[91] | Flavobacteriaceae
75 SES1+SES2 |1 SL Rot Shewanella sp. KASP32 1411 100,0 Shewanellaceae
77a SES1+SES2|1SL Rot Olleya namhaensis 1387 98,9 1 [92] | Flavobacteriaceae
78 SES1+SES2 |1 SL Rot Vibrio sp. 1442 99,9 2 Vibrionaceae
79a SES1+SES2 |1 SL Ned Loktanella sp. Lw-27b 1354 100,0 Rhodobacteraceae
79 SES1+SES2 |1 SL Ned Flavobacterium frigidarium 1404 99,6 1 [93] | Flavobacteriaceae
85 SES1+SES2 |2 SL Rot Pseudoalteromonas espejiana 1432 99,9 1 [94] | Pseudoalteromonadaceae
86 SES1+SES2 |2 SL Rot Paraglaciecola chathamensis 1298 99,6 1[95] | Alteromonadaceae
88 SES1+SES2 |2 SL Rot Pseudoalteromonas espejiana 1401 99,9 1 [94] | Pseudoalteromonadaceae
89 SES1+SES2 |2 SL Ned Shewanella ulleungensis 1373 99,0 Shewanellaceae
90 SES1+SES2 |2 SL Ned Polaribacter undariae 1355 100,0 1 [96] | Flavobacteriaceae
93 SES1+SES2 | 2 SL Midt | Pseudoalteromonas sp. gauthier | 1426 99,9 1[97] | Pseudoalteromonadaceae
94 SES1+SES2 |2 SL Midt | Algoriphagus yeomjeoni 1400 99,6 1 [98] | Cyclobacteriaceae
95 SES1+SES2 |2 SL Midt | Cellulophaga sp. An66 1386 100,0 Flavobacteriaceae
96 SES1+SES2 |2 SL Midt | Pseudoalteromonas haloplanktis | 1338 99,9 1[99] | Pseudoalteromonadaceae
97 SES1+SES2 |2 SL Opp | Nonlabens xylanidelens 1415 99,2 1 [100] | Flavobacteriaceae




Av 46 ukjente bakterieisolater ble 16S rDNA fra 42 isolater amplifisert og sekvensert slik at
det var mulig & tildele isolatene en slekt eller en eksakt stamme. 4 av artene funnet i BLAST
var klassifisert som klasse 2 organismer i henhold til BSL-klassifisering, og for 9 av artene ble
ikke BSL-klassifisering funnet. Disse artene ble ekskludert fra videre arbeid, da arbeid med
klasse 2 organismer ville ha medfert andre arbeidsmetoder og sikkerhetstiltak. Resterende arter
var klassifisert som klasse 1 organismer. Den laveste prosentvise sekvenslikheten mellom
sekvenssgket og det aktuelle artstreffet var 98,4% for isolat nummer 66 (Sulfitobacter sp. KS8-
4), og heyest prosentvise identitet var 100% for isolat nummer 31 (Cellulophaga sp. An66
(Cellulophaga pacifica)), 45a (Shewanella japonica), 59 (Cellulophaga fucicola), 75 (She-
wanella sp. KASP32), 79a (Lokantella sp. Lw-27b), 90 (Polaribacter undariae) og 95 (Cellu-
lophaga sp. An66).

Vedlegg 5 viser koloniene for alle isolatene identifisert ved 16S-rDNA. Bildene viser til at alle
isolatene identifisert som Flavobacteriaceae hadde gule eller oransje kolonier. Isolater i fami-
liene Pseudoalteromonadaceae, Alteromonadaceae og Vibrionaceae hadde enten hvite eller
blanke kolonier. Oceanosprilliaceae- og Rhodobacteraceae-isolater hadde alle hvite kolonier.
Kolonier av isolater fra Shewanellaceae fremsto som lys rosa i fargen. Pigmentene observert
under studiet ble funnet til 4 veere samsvarende med tidligere observasjoner gjort pd disse fa-

miliene [42, 43, 44, 45, 46, 47, 48].

De fleste artene som ble identifisert var isolert fra Sukkertare og Butare. Fra Tabell 4 kan
slektene Pseudoalteromonas, Shewanella, Vibrio og Olleya observeres ved begge artene. Slek-
tene Shewanella og Olleya ble ikke identifisert pd noen av de andre tareartene. I motsetning til
Vibrio som i tillegg ble isolert fra Martaum og redalge fra Sagtang, og Pseudoalteromonas ble
i tillegg isolert fra Grisetang. Slekten Cellulophaga ble isolert fra bade Martaum, Sagtang,
rodalge fra Sagtang og Sukkertare. Slekten Algibacter ble isolert fra artene Martaum, Blare-
tang, redalge fra Sagtang og Butare. Ut over disse slektene var det variasjon i hvilke slekter
som ble isolert fra de ulike tareartene. Marinomonas ble kun isolert fra Grisetang, og slekten
Lacinutrix ble kun identifisert pa Butare. Slektene Paraglaciecola, Sulfitobacter, Lokantella,

Flavobacterium, Polaribacter, Nonlabens og Algoriphagus ble kun isolert fra Sukkertare.



Figur 17 gir en oversikt over de identifiserte familiene og antall isolater som ble funnet til &
tilhore familiene. Av de 41 identifiserte artene var det 32 unike arter fordelt pa 15 slekter.
Slektene som hadde hayest representanttall var slektene Cellulophaga (17,1%), Pseudoaltero-
monas (17,1%) og Shewanella (14,6%). Disse slektene var fordelt pa 8 familier, hvor de sterste
var Flavobacteriaceae (41,5%), Pseudoalteromonadaceae (17,1%) og Shewanellaceae

(14,6%).

Representerte familier

Cyclobacteriaceae
Oceanospirillaceae
Alteromonadaceae
Rhodobacteraceae
Vibrionaceae
Shewanellaceae

Pseudoalteromonadaceae

Flavobacteriace

o
\S]

4 6 8 10 12 14
Antall identifiserte isolater

—
(o)
—_
o

Figur 17 Diagram som viser antallet isolater identifisert innenfor hver av de dtte familiene.

En tidligere studie av mikrobiomet pa overflaten av Grisetang i Frankrike i 2014 [49] viser til
en korrelasjon med familiene identifisert i dette studiet. Slektene Cellulophaga og Pseudoalte-
romonas, samt familien Flavobacteriaceae var ogsa i studiet av Grisetang slektene og familien
med hayest representantantall [49]. Fra Frankrike ble derimot et hoyere antall identifisert som
medlemmer av slekten Marinomonas og familiene Oceanospirillaceae og Rhodobacter [49].
Det kan derfor tenkes at det prosentvise antallet ville sett annerledes ut dersom det hadde blitt
identifisert et hoyere antall isolater. En studie gjort pd mikrobiomet til grennalgen Ulva austral-
lis ([101] viser derimot en markant forskjell fra familiene som ble identifisert i dette studiet.
Her var familien Rhodobacteriaceae den mest representerte med 37% av de identifiserte bak-
teriene, mens Flavobacteriaceae kun inneholdte 15% [101]. I tillegg var familiene Shingomo-
nadaveae (12,5%) og Sapropraceae (11,2%) representert 1 studien av Ulva australlis [101].
Shingomonadaveae og Sapropraceae ble ikke identifisert i denne studien. Tidligere studier
som har blitt gjort pa variasjonene i mikrobiomet pa ulike tareplanter hostet fra ulike steder har

ogsa vist at alderen og hvilket stadium planten er i livssyklusen er med pé a skape variasjoner
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i det bakterielle samfunnet [101]. En studie gjort pa variasjonene i mikrobiomet pa planten
Laminaria hyperborea (Stortare) viste til en markant forskjell pa samfunnet i mars nér planten
har hgyest vekstrate kontra samfunnet resten av aret [102]. Fra tidligere forsgk har det ogsa
blitt informert om ulikheter i det mikrobielle samfunnet basert pa lokasjonen plantene er hostet

fra.

Sammenlignet med studier gjort pd det mikrobielle samfunnet pé Grisetang [49] og U. Austral-
lis [101], var utgangsantallet isolater veldig lavt i denne studien. I tillegg ble bakterier eksklu-
dert basert pa fenotypiske likheter med andre bakterier ved to anledninger for gjennomferingen
av 16S rDNA-sekvensering. Pa grunn av det begrenset antall isolater som ble sekvensert, og
at fordelingen av isolater fra de ulike plantene hostet var skjevt fordelt, er det ikke et godt nok
grunnlag for 4 avklare om det er en betydelig forskjell pa det mikrobielle samfunnet pé de ulike
tareartene benyttet i dette studiet. Det observeres derimot at familiene Flavobacteriaceae og
Pseudoalteromonadaceae gjentakende pé artene hestet i dette studiet og studier gjort pa andre

arter.

4.4. MALINGER AV BIOMASSE VED TILSATS AV ULIKE KARBON-
KILDER

Basert pa resultatet fra Sanger-sekvensering ble det plukket ut 29 bakterieisolater som ble dyr-
ket 1 mikrofermentorer med Marine Broth med tilsatts av ulike marine karbonkilder som dyr-
kingsmedium. Karbonkildene som ble benyttet var henholdsvis mannitol, laminaran, alginat
og fucoidan. Som en referanse ble isolatene i tillegg dyrket i Marine Broth uten tilsats av kar-
bonkilde. Isolatene ble dyrket i brennplater med to paralleller for hvert isolat i hvert medium.
Under dyrkingen ble biomassen til isolatene mélt kontinuerlig, og ved avslutting av forsek ble

det malt OD av alle brennene.

Biomasseverdiene som ble tatt underveis i1 forsgkene ble plottet som vekstkurver. Vekstkur-
vene for alle isolatene er vist i Vedlegg 6. Figur 18, Figur 19 og Figur 20 viser vekstkurvene
for isolat nummer 1, Cellulophaga sp. An110 (Cellulophaga baltica), med og uten tilsatser av
karbonkilder. Vekstkurvene er vist som biomasse ved gain 3 som funksjon av tid. Vekstkur-
vene viser at tilsatts av mannitol, laminaran, alginat og fucoidan har en positiv effekt pa bio-

masseproduksjonen av C. baltica.
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Figur 18 Vekstkurve av biomassen som funksjon av tiden for isolat nummer 1, Cellulophaga baltica, i Marine Broth med og
uten tilsats av mannitol (2 g/L) og laminaran (2 g/L).
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Figur 19 Vekstkurve av biomassen som funksjon av tiden for isolat nummer 1, Cellulophaga baltica, i Marine Broth med og
uten tilsats av alginat (2 g/L).
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Figur 20 Vekstkurve av biomassen som funksjon av tiden for isolat nummer 1, Cellulophaga baltica, i Marine Broth med og
uten tilsats av fucoidan (2 g/L).

Vekstkurvene i Vedlegg 6 viser overordnet til gode paralleller for de fleste isolatene i de for-
skjellige mediene. Vekstkurvene fra brennplatene som var en av de senere til & bli kultivert
kom derimot en del hayere opp i biomasse enn de forste platene. Da dette var en gjennomga-
ende trend for alle isolatene, ble det anslatt til & vere to grunner til denne ekningen. @kningen
kan ha skyldtes bytte av type brennplate. I de forste kultiveringsrunden ble plater med helt
runde brenner benyttet, men etter hvert ble platene byttet til plater med flower-brenner. Formen
pa disse brennene kan ha fungert som baffels, slik at det ikke oppstar vorteks, som igjen har
fort til okt oksygentilfersel for organismene. En annen grunn til gkningen i biomasse kan be-
grunnes 1 at de forste platene ble inokulert med forkulturer som stammet fra fryst glyserolam-
puller, mens det senere platene ble inokulert med forkulturer som kontinuerlig ble re-inokulert.
Dette kan ha fort til en kortere lagfase, og derav en gkt maksimal biomasse i lopet av inkuba-

sjonstiden.

Vekstkurvene for isolatene dyrket i Marine Broth tilsatt alginat viste ved flere anledninger
ujevne vekstkurver (Figur 21). Ujevnhetene kan tyde pd partikkeldannelser i mediet som kan
ha fordrsaket ungyaktige malinger av biomasse. I tillegg opplevdes mediet med tilsetning av
alginat som mer viskese enn de andre mediene. Viskositeten til mediet kan ha fort til for lite

sirkulasjon 1 mediet ved 700 RPM, som igjen kan ha fert til heterogene kulturer.

41



140

120

100

P19 Alginat/fucoidan

; 93; Pseudoalteromonas sp.
Gauthier; Marinebroth; Uten C-
kilde

; 93; Pseudoalteromonas sp.
Gauthier; Marinebroth; Uten C-
kilde

- ; 93; Pseudoalteromonas sp.

en
&
v 80 Gauthier; Marinebroth; Alginat
&
<
g 60 ———; 93; Pseudoalteromonas sp.
':'a Gauthier; Marinebroth; Alginat
40 A
—— 93; Pseudoalteromonas sp.
20 + 4_{:——_/—1 — = — Gauthier; Marinebroth;
] Fucoidan
0 o T TR T e 1 03 Pseudoalteromonas sp.
0 50 100 150 200 Gauthier; Marinebroth;
Time [h] Fucoidan

Figur 21 Vekstkurve for isolat nummer 93, Pseudoalteromonas Gauthier, dyrket i Marine Broth med og uten tilsats av alginat
(2 g/L) og fucoidan (2 g/L).

I tillegg til isolater ble det i alle platene kjort minst fire negative kontroller, to paralleller for
hvert dyrkingsmedium i platen. Kontrollene ble brukt for 4 ha en basislinje ved sammenligning
av resultatene. Begge kontrollene med fucoidan i plate 11 hadde en gkning i biomasse under
dyrkning, som antyder forurensning av uenskede mikroorganismer. Samtidig ble det ikke ob-
servert antydninger til forurensning i det negative kontrollene uten tilsats av fucoidan. Denne
observasjonen antyder at forurensningen kan stamme fra mediet, og derfor vare overfort til
brennene med isolater. Denne alikvoten av Marine Broth tilsatt fucoidan ble ikke brukt i flere

av brennplatene.

Vekstkurvene ble brukt for & undersoke polysakkaridaktiviteten til isolatene. Tabell 5 innehol-
der en samlet oversikt over effekten av de ulike karbonkildene pa 29 av isolatene identifisert
fra sekvenseringen. Tabellen har tatt utgangspunkt i den eventuelle effekten av karbonkildetil-
satser pa biomasseproduksjonen. Fra de 29 isolatene ble 10 vurdert til & ha aktivitet pa minst
en av karbonkildene som ble tilsatt. Dette tilsvarer en prosentvis andel pa 35% som peker mot

at den dyrkbare mikrobiotaben er beriket med Polysakkarid-degraderende bakterier.
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Tabell 5 Observeringer gjort pd polysakkaridaktivitet for 29 av de identifiserte bakterien. Okt biomasse i forhold til dyrkning
i mediet uten tilsatts av karbonkilde registreres som positiv effekt (+), ingen okning i biomasse registreres som ingen effekt (0)
og lavere verdier for biomasse registreres som negativ effekt (-). Tendenser til okt biomasse, som for eksempel en voksende
vekstkurve ved avslutning av forsok, registreres som en mulig positiv effekt (*).

’F Nzarmeste bakteriestamme olysa Larldl LWL ;

1 Cellulophaga sp. Anl10 + + + +
9 Algibacter lectus + + 0 -
19 Cellulophaga fucicola - 0 - *
22 Algibacter lectus - 0 - -
23 Cellulophaga sp. Anl110 0 * - -
39 Algibacter miyuki R 0 - &
Flavobacteriaceae 4 Olleya mesophilus " 0 - _
59 Cellulophaga fucicola 0 0 - R
68 Cellulophaga baltica 0 + - -
72 Lacinutrix ilipiscaria 0 & - -
77a Olleya namhaensis + * 0 0
79 Flavobacterium frigidarium - - - -
90 Polaribacter undariae * - - -
97 Nonlabens xylanidelens 0 + 0 +
11 Pseudoalteromonas aliena - 0 - -
27 Pseudoalteromonas sp. 0 0 0 -
52 Pseudoalteromonas distincta * 0 - -
Pseudoalteromonadaceae | 85 Pseudoalteromonas espejiana - - - -
88 Pseudoalteromonas espejiana - - - -
93 Pseudoalteromonas sp. Gauthier + - + -
96 Pseudoalteromonas haloplanktis 0 + - +
Oceanospirillaceae 14 Marinomonas gallaica 0 - - -
32 Paraglaciecola mesophilia * 0 - -
Alteromonadaceae : .
86 Paraglaciecola chathamensis & - - -
43 Shewanella baltica * 0 - +
Shewanellaceae - -
45a Shewanella japonica 0 0 - +
Rhodobacteraceae 58 Sulfitobacter sp. KS8-4 0 0 * 0
66 Sulfitobacter sp. KS8-4 0 0 - -
Cyclobacteriaceae 94 Algoriphagus yeomjeoni * * +

M, mannitol; L, laminaran; A, alginat; F, fucoidan; + positiv effekt; -, negativ effekt; 0, ingen effekt; *, tendenser til positiv effekt

Isolatene med degraderende egenskaper ble fordelt pa 7 slekter og 4 familier. Bidde familien
Flavobacteriaceae, Pseudoalteromonadaceae, Shewanellaceae og Cyclobacteriaceae ble fun-
net til & inneholde polysakkarid-degraderende bakterier. Slektene i familien Oceanospirilla-
ceae, Alteromonadaceae og Rhodobacteraceae inneholdte derimot ikke bakterier med degra-

derende egenskaper. I familien Flavobacteriaceae ble 5 av 14 (35,7%) isolater identifisert til &
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ha degraderende egenskaper, hvor bakteriene tilherte slektene Cellulophaga, Olleya, Algibacter
og Nonlabens. Fra Pseudoalteromonadaceae hadde 2 av 7 (28,57%) isolater disse egenskapene,
hvor alle tilherte slekten Pseudoalteromonas. Som en motsetning hadde isolatet som taksono-
misk ble identifisert som Flavobacterium frigidarium og begge isolatene identifisert som Pseu-

doalteromonas espejiana en negativ effekt av alle karbonkildene.

Studiet tidligere nevnt som ble gjennomfert pd Grisetang fant i likhet med dette studiet et hoyt
antall bakterier med polysakkaridaktivitet (24%) [52]. I studiet ble det funnet at slektene Cel-
lulophaga og Pseudoalteromonas hadde en stor prosentandel av det polysakkarid-degraderende
bakteriene. Nesten alle artene identifisert som Pseudoalteromonas og Cellulophaga under stu-
diet av Grisetang viste polysakkaridaktivitet pd alginat [52]. Dette er til dels motstridende i hva
som ble funnet i dette studiet, da kun Cellulophaga baltica fra slekten Cellulophaga hadde en
okt biomasse ved tilsatts av alginat. I studien av Grisetang ble det i likhet med dette studiet
observert at Paraglaciecola mesophilia ikke hadde polysakkaridaktivitet pd alginat, mens ar-
tene Shewanella japonica og Shewanella baltica hadde degraderende egenskaper. Som en mot-
setning ble slekten Marinomonas funnet til 4 ha degraderende egenskaper pa alginat [52]. Dette
ble ikke observert under dette studiet. Ut over studiet gjort pa Grisetang eksisterer det fi studier

som omhandler de degraderende egenskapene til det mikrobielle samfunnet pd tare.

Tabell 7.1. og 7.2 i Vedlegg 7 viser til OD-malinger, maksimale verdier for biomasse og ob-
servasjoner gjort av brennene etter kultiveringen. Fra observasjonene gjort pd aggregering, kan
det trekkes frem at en stor andel av isolatene tilherende Pseudoalteromonadaceae dannet ag-
gregater i lopet av kultiveringen. Dette er dannelser som underveis i kultiveringen trolig har
pavirket malingene gjort pd biomasse, i tillegg til at de kan ha gitt uneyaktige OD-malinger. De
andre identifiserte familiene hadde ogsa slekter som viste tendenser til aggregering i minst ett
av mediene, hvor Flavobacteriaceae var familien med ferrest aggregatdannende bakterier i
forhold til antall identifiserte isolater. Isolat nummer 39 (4lgibacter miyuki) og 72 (Lacinutrix

sp. JR-M6) var de eneste isolatene som ikke viste tendenser til aggregering i noen av mediene.

OD-malingene viser til en del variasjon i maksimalt oppnadd OD. OD-verdiene fra brennene
med Marine Broth uten tilsatser var ofte laver i de forste platene som ble inkubert. Dette kan
komme av byttet av type plater som nevnt tidligere. Flower-platene kan ha ekt oksygentilfor-
selen i forhold til Round-platene, noe som kan ha medfert bedre vekstvilkér for bakteriene. Det

ble observert en gjennomgiende sammenheng mellom gkt biomasse og OD-malinger, selv om
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noen trolig ble pavirket av aggregatdannelse. Dette er observasjoner som underbygger resulta-

tene gitt i Tabell 5.

4.5. VIDERE ARBEID

Videre arbeid med utgangspunkt i resultatene fra denne oppgaven kan bestd av enzymatisk
alginat analyse pd et utvalg av bakterieisolatene. Enzymatisk alginat analyse vil da kunne fung-
ere som en kontroll pd resultatene fra denne studien. Det vil derfor vare fordelaktig & inkludere
bade isolater som hadde en positiv og negativ effekt av alginat basert pd biomasse. Isolat med
positiv effekt kan eksempelvis veere Cellulophaga baltica (Isolat 1), og isolat med negativ ef-
fekt kan vaere Flavobacterium frigidarium (isolat 79). Det kan ogsa vaere aktuelt & gjennomfore

slike analyser basert pd de andre substratene.

I tillegg kunne det veert interessant & se pé effekten av karbonkildene i et minimalmedie. Under
dette forsegket ble det benyttet et rikt medie med alle neringsstoffer inkludert fra for. Ved dyrk-
ning i et minimalmedie kan det tenkes at forskjellene i biomasse ville ha blitt enda mer markante
enn i det rike mediet. I etterkant av et slikt screening-oppsett ville det ha veert aktuelt & utfore
helgenom sekvensering for & identifisere enzymene som degraderer karbonkildene i bakteriene
som har vist en positiv effekt av tilsatsene. Ut fra dette kan det tenkes at det vil bli oppdaget

nye MAPD-enzymer som kan studeres videre.

For & fa bredere kunnskap om variasjonene i de mikrobielle samfunnet pd ulike tarearter ville
det ha veart aktuelt 4 identifisere et storre antall av de isolerte bakteriene. Etter en slik identifi-
sering ville det igjen vert aktuelt & kjore karbonkilde-screening for & avdekke polysakkaridak-

tiviteten til de identifiserte isolatene.
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5. KONKLUSJON

Ved sekvensering av 16S rDNA-sekvensen fra 46 ukjente bakterieisolater ble 41 av isolatene
hostet fra ulike tarearter identifisert med stammenavn, slektsnavn og familienavn. Deen la-
veste prosentvise identiteten funnet ved sgk 1 artsdatabasen BLAST var 98,4% for isolat num-
mer 66 Sulfitobacter sp. Ks8-4 og heyest identitet var 100% for isolatene identifisert som Cel-
lulophaga pacifica (31 og 95), Shewanella japonica (45a), Cellulophaga fucicola (56),
Shewanella sp. KASP32 (75), Lokantella sp. Lw27b (792a) og Polaribacter undariae (90). Av
de 41 identifiserte artene var det 32 unike arter fordelt pa 15 slekter. Slektene Cellulophaga,
Pseudoalteromonas og Shewanella var blant slektene med heyest representantantall pa hen-
holdsvis 17,07%, 17,07% og 14,62 %. De 15 slektene ble igjen fordelt pd 8 familier, hvor Fla-
vobacteriaceae (41,46%) og Pseudoalteromonadaceae (17,07%) var de sterste familiene. Ved
sammenligning av opphavet til de identifiserte isolatene ble det funnet et slekten Cellu-
lophaga og Algibacter funnet til & veere isolert fra flertallet av tareartene. Ut over disse slek-

tene varierte innholdet 1 mikrobiotaen med ulike tarearter.

Fra de 41 identifiserte isolatene deltok 29 av disse i kultiveringsforsek med anrikning av kar-
bonkilder. 10 av de 29 isolatene viste en gkt biomasseproduksjon ved tilsatts av minst ett av
substratene mannitol, alginat, agar og fucoidan. Dette tilsvarte en prosentandel pa 35% av de
totale antallet isolater undersokt for polysakkaridaktivitet. Av de ti isolatene tilherte fem av
isolatene familien Falvobacteriaceae, hvor slektene Cellulophaga, Olleya, Algibacter og
Nonlabens var representert. | familien Psudoalteromonadaceae hadde 2 av 7 isolater degra-
derende egenskaper pd minst ett av substratene, hvor alle isolatene tilherte slekten Pseudoal-
teromonas. Observasjonene gjort under studien peker derfor mot at overflaten av tare er et
gunstig habitat for polysakkarid-degraderende bakterier og at den dyrkbare mikrobiotaen til
tare er anriket med slike organismer. Ut fra disse bakteriene kan det trolig detekteres og iso-
leres nye enzymer innenfor underklasser av kjente CAZy-familier som kan benyttes til kom-

mersielle formal.
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VEDLEGG 1 - PROVEOVERSIKT

Tabell 1.1 Oversikt over isolatene benyttet under bacheloroppgaven. Tabellen viser i tillegg hvilken tareart isolatet er isolert
fra, hvilken del av planten og hvor tareplanten er hostet. De ble isolert genomisk DNA fra alle de opplistede isolatene. Kun
isolatene som er markert ble benyttet under karbonkilde-screening.

Isolatnummer Forsok \ Tareart \ Del av plante
1 Aure Martaum Hele
3 Aure Martaum Hele
5 Aure Martaum Hele
6 Aure Martaum Hele
7 Aure Bleretang Hele
9 Aure Bleretang Hele
11 Aure Grisetang Hele
13 Aure Grisetang Hele
14 Aure Grisetang Hele
16 Aure Sagtang Hele
19 Aure Sagtang Hele
22 Aure Rodalge pé sagtang | Hele
23 Aure Rodalge pé sagtang | Hele
24 Aure Rodalge pé sagtang | Hele
27 Grip SL 5 Midt
31 Grip SL 6 Rot
32 Grip SL 6 Midt
39 SES3 AE Rot
41 SES3 AE Rot
42 SES3 AE Rot
43 SES3 AE Midt
45a SES3 AE Opp
49 SES3 AE Rot
51 SES3 AE Midt
52 SES3 AE Midt
58 SES3 SL Midt
59 SES3 SL Midt
66 SES3 SL Midt
68 SES3 SL Opp
71 SES1 + SES2 | AE Rot
72 SES1 + SES2 | AE Rot
75 SES1+ SES2 | 1 SL Rot
77a SES1+ SES2 | 1 SL Rot
78 SES1+ SES2 | 1 SL Rot
79a SES1+ SES2 | 1 SL Ned
79 SES1+ SES2 | 1 SL Ned
85 SES1 + SES2 | 2 SL Rot
86 SES1 + SES2 | 2 SL Rot
88 SES1 + SES2 | 2 SL Rot
89 SES1 + SES2 | 2 SL Ned
90 SES1 + SES2 | 2 SL Ned
93 SES1 + SES2 | 2 SL Midt
94 SES1 + SES2 | 2 SL Midt
95 SES1+ SES2 | 2 SL Midt
96 SES1 + SES2 | 2 SL Midt
97 SES1 + SES2 | 2 SL Opp




VEDLEGG 2 - VEIESKJEMA

Tabellene nedenfor viser veieskjema for henholdsvis Marine Broth agar og Marine Broth dyr-
kingsmedium. For & fa lest Marin Broth ble mediet varmet opp til kokepunkt. Mediene ble
autoklavert ved 120 °C 1 20 minutter.

Marine Broth agar

Tabell 2.1 Veieskjema for Marin Broth agar brukt under gjennomforingen av prosjektet. Tabellen viser komponentene, hvor
mye som skulle veies ut av komponenter i forhold til mengde medium, mengden som faktisk ble veid ut, forhandler av kjemikalie,
lotnummer, artikkelnummer og signatur av personen som lagde mediet.

Komponent ‘ g/l Veiut Veidut Forhandler ‘ Lot.nr/Artikkel nr. Signatur

Marine Broth | 37,40 | 29,92 | 29,92 BD Difco 279110/9294142 KH
Agar 20,00 | 16 16,01 Oxoid LP0011/4267121 KH
Ionefritt vann | 1000 | 800 800,03 KH

Marine Broth dyrkningsmedium

Tabell 2.2 Veieskjema for Marin Broth brukt under gjennomforingen av prosjektet. Tabellen viser komponentene, hvor mye
som skulle veies ut av komponenter i forhold til mengde medium, mengden som faktisk ble veid ut, forhandler av kjemikalie,

lotnummer, artikkelnummer og signatur av personen som lagde mediet

Komponent g/L ‘ Veiut Veid ut Forhandler Lot.nr/Artikkel nr. Signatur
Marine Broth | 37,40 | 29,92 | 29,924 BD Difco 279110/9294142 KH
Ionefritt vann | 1000 | 800 800,00 KH




VEDLEGG 4 - OPPSETT KARBONKILDE-SCREENING

Nedenfor er brennplateoversikten for karbonkilde-screening gitt. Figurene viser brennplate-

nummeret, hvilke isolater som er inokulert i hver brenn, og hvilke karbonkilder som er benyttet.

Dyrkingsmediene er fargekodet i figurene, hvor:

° Marine Broth

o Marine Broth tilsatt 2 g/L. mannitol

o Marine Broth tilsatt 2 g/L laminaran

o Marine Broth tilsatt 2 g/ alginat

o Marine Broth tilsatt 2 g/L fucoidan
BP 2 BP 3

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
A (72|72 |77a |77a |72 |72 |77a |T7a A |1 1 (9 |9 (11 |11 |14 |14
B |79 (79 |8 (85 |79 |79 |85 |85 B |19 |19 |22 |22 {23 |23
C |86 |86 |88 [88 |86 |86 |88 |88 C |1 |1 (9 |9 |11 |11 (14 |14
D (9090 {93 (93 |90 {90 |93 |93 D |19 |19 |22 |22 |23 |27
E (9494 |96 [96 |94 |94 |96 |96 E (1 (1 |9 (9 |11 |11 |14 |14
F (97 |97 97 |97 F (19 |19 |22 |22 |23 |23
Figur 3.1 Bronnplate 2 med isolat 72-97. Dyrket i Marine Figur 3.2 Bronnplate 3 med isolat 1-23. Dyrket i
Broth og Marine Broth med 2 g/L mannitol. Marine Broth og Marine Broth med 2 g/L mannitol
og 2 g/L laminaran
BP 4 BP S
1 2 3 4 5 6 7 8 123 4 5 6 7 8

A 27027 |32 [32 |27 |27 [32 [32 A |27 |27|32 |32 (27|27 |32 |32
B (3939 (41 |41 |39 [39 |41 |41 B 139 |39]41 |41 39|39 (4] |41
C |43 |43 [45a |45a |43 |43 |45a |45a C |43 |43 |45a |45a |43 |43 [45a |45a
D [52]52 58 [58 [52 |52 [58 |58 D |52 152158 |58 |52152]58 |58
E (59159 66 |66 159 |59 |66 |66 E |59 [59]|66 |66 [59|59 [66 |66
F |68 |68 68 |68 F |68 |68 68 | 68

Figur 3.3 Bronnplate 4 med isolat 27-68. Dyrket i Marine — Figur 3.4 Bronnplate 5 med isolat 27-68. Dyrket i
Broth og Marine Broth med 2 g/L mannitol. Marine Broth og Marine Broth med 2 g/L laminaran.

III



BP 6

m Mg O W o

Figur 3.5 Bronnplate 6 med isolat 72-97. Dyrket i Marine

1 2 3 4 5 6 7 8
72 |72 |77a |77a |72 |72 |77a | 77a
79 |79 |85 (85 [79 [79 |85 |85
86 |86 |88 (88 [86 (86|88 |88
90 190 |93 (93 (90 [90 |93 |93
94 194 196 (96 (94 (94196 |96
97 |97 97 |97

Broth og Marine Broth med 2 g/L laminaran.

BP 8

m g O w >

F

Figur 3.7 Bronnplate 8§ med isolat 43-85. Dyrket i Marine
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77a
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79
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79
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85
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85

Broth og Marine Broth med 2 g/L alginat.

BP 10

1 2 3 4 5 6 71 8
A [t Tt Jo Jo [t 1 9 [o
B |11 [11 [14 [14 [11 [11 [14 |14
c |19 [19 [22 [22 [19 |19 |22 [22
D (23 |23 [27 [27 |23 [23 [27 |27
E [32 (32 [39 [39 [32 [32 [39 [39
F |41 |41 41 |41

Figur 3.9 Bronnplate 10 med isolat 1-41. Dyrket i Marine

Broth og Marine Broth med 2 g/L fucoidan.

BP 7

1 2 3 4 5 6 7 8
A |1 I |9 |9 [l I 19 |9
B 11 |11 |14 |14 |11 (11 |14 |14
C 19 |19 |22 |22 |19 (19 |22 |22
D |23 |23 |27 |27 (23 [23 |27 |27
E 32 (32 |39 |39 |32 (32 |39 |39
F 41 |41 41 (41

Figur 3.6 Bronnplate 7 med isolat 1-41. Dyrket i Marine

Broth og Marine Broth med 2 g/L alginat.

BP 9

1 2 3 4 5 6 7 8
A |86 |8 |88 |88 (90 |90 (93 |93
B |94 (94 |96 |96 |97 |97
C (8 (86 (88 |8 |90 |90 |93 |93
D |94 |94 |96 |96 |97 |97
E |8 [8 |88 |88 |90 |90 |93 |93
F |94 (94 |96 |96 |97 |97

Figur 3.8 Bronnplate 9 med isolat 86-97. Dyrket i Ma-
rine Broth og Marine Broth med 2 g/L alginat og fu-

coidanl.
BP 11
1 2 3 4 5 6 7 8
A |43 |43 |45a |45a |43 |43 |45 |45
B |52 |52 |58 58 |52 |52 |58 |38
C 59 |59 |66 66 |59 |59 |66 |66
D (68 |68 |72 72 |68 |68 |72 |72
E [77a|77a|79 79 |77a |T7a |79 |79
85 |85 85 |85

Figur 3.10 Bronnplate 11 med isolat 43-85. Dyrket i Ma-
rine Broth og Marine Broth med 2 g/L fucoidan.
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VEDLEGG 4 - KONSENTRASJONSMALINGER

Tabell 4.1 Konsentrasjonsverdier, absorbans og renhetsverdier etter isolering av genomisk DNA og etter rensing av PCR

produkt.
Isolat ‘ Etter isolering av genomisk DNA ‘ Etter rensing av PCR produkt
nr. | Konsentrasjon | \,qo | 260230 | 2601280 = Ionsentrasjon 260/230
(ng/ul) (ng/l)

1 257,69 4,95 2,20 1,92 65,19 Ok
3 398,22 7,96  [2,18 1,91 86,32 Ok
5 137,25 2,75 2,30 1,93 85,12 Ok
6 144,73 2,89 2,15 1,95 91,17 Ok
7 150,00 3,00 1,78(D) 1,99 84,92 Ok
9 303,98 6,08 1,95 1,91 96,73 Ok
11 214,45 4,29 1,85 1,95 88,86 Ok
13 450,80 9,02 1,95 1,96 85,85 Ok
14 619,48 12,39 2,01 1,99 83,17 Ok
16 693,82 13,88 12,06 2,01 42,79 Ok
19 441,75 8,83 2,16 1,93 64,83 Ok
22 259,84 519 (2,03 1,95 59,61 Ok
23 430,67 8,601 2,12 1,92 81,59 Ok
24 576,89 11,54 11,94 1,95 73,50 Ok
27 344,88 6,89 1,99 1,97 72,62 Ok
31 371,23 7,42 2,01 1,97 47,65 Ok
32 611,48 12,23 11,90 1,97 77,27 Ok
39 590,13 11,80 |1,86 1,95 65,47 Ok
41 433,71 8,67 1,96 1,94 76,45 Ok
42 301,22 6,02 1,92 1,93 82,49 Ok
43 27,19 0,54 10,96(1H 1,96 68,46 Ok
45a 397,08 7,94 2,08 1,97 83,94 Ok
49 486,23 9,72 2,11 1,94 107,42 Ok
51 416,79 8,34 1,97 1,91 89,39 Ok
52 464,09 9,28 [2,08 1,93 64,72 Ok
58 393,67 7,87 1,92 1,96 58,33 Ok
59 488,98 9,78 1,86 1,86 102,17 1,14!
66 357,90 7,16 1,77(1) 1,92 97,30 1,59!
68 786,58 15,73 12,02 1,90 91,60 1,53!
71 265,99 5,32 1,74() 1,94 61,33 Ok
72 357,93 7,16 2,04 1,96 74,34 Ok
75 258,42 5,17 1,84 1,95 73,09 Ok
77a 262,30 5,25 1,99 1,92 70,26 Ok
78 476,88 9,54 12,07 1,96 75,10 Ok
79 392,09 7,84 2,04 1,93 43,44 Ok
79a 273,16 5,46 1,87 1,97 39,06 Ok
85 325,60 6,51 1,97 1,97 43,09 Ok
86 340,20 6,80 1,83 2,03 24,93 Ok
88 428,01 8,56 1,84 2,00 44,65 Ok
89 157,38 3,15 1,78(1) 1,98 88,23 Ok
90 258,19 516 2,01 1,95 65,04 Ok
93 433,39 8,67 12,05 1,99 56,99 Ok
94 339,03 6,78 1,92 1,97 52,64 Ok
95 431,39 8,63 2,09 1,93 56,26 Ok
96 310,22 6,20 |2,07 1,97 64,94 Ok
97 347,74 6,95 2,04 1,96 89,02 Ok




VEDLEGG 5 — BILDER AV ISOLATENE DYRKET PA

MARINE BROTH AGAR

Under presenteres bildene tatt av agarplatene etter dyrking p4 Marine Broth Agar. Isolatene

som ble identifisert ved sekvensering av 16S-rDNA er inkludert.

1.

Cellulophaga sp. An1l10

3. Algibacter sp.Ld13

5. Vibrio alginolyticus

VI



24. Vibrio alginolyticus 27. Pseudoalteromonas sp. 31. Cellulophaga sp. An66

VI



58. Sulfitobacter sp. KS8-4 59. Cellulophaga fucicola 66. Sulfitobacter sp. KS8-4

~

/ : Pty 5 ~

b NTee—

77a. Olleya namhaensis 78. Vibrio sp. 79a. Loktanella sp. Lw-27b

VIII



88. Pseudoalteromonas espejiana | 89. Shewanella ulleungensis 90. Polaribacter undariae

93. Pseudoalteromonas gauthier 94. Algoriphagus yeomjeoni
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VEDLEGG 6 - VEKSTKURVER FRA KARBONKILDE-SCREENING

Her presenteres vekstkurvene som ble generert ved karbonkilde-screening i BioLector. Vekstkurvene er organisert basert pa isolatnummer fra

lavest til hoyest. Vekstkurvene viser biomasse som funksjon av tid for 29 isolater og negativ kontroll i fem forskjellige dyrkingsmedier.

1. Cellulophaga sp. Anl110
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400 4 ——— 1; Cellulophaga sp.
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(98]
()
o
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0 10 Time [h] 30 40




9. Algibacter lectus

P13 Mannitol/Laminaran

P17 Alginat
160 400
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O 100 [ == —: % Algibacter O 250
ped Y lectus; Marinebroth; o - 9: Algibacter lectus:
Z 80 Uten C-kilde g 200 Marinobroth: Tnsen
g 60 —— 9; Algibacter g 150 arinebroth; Inge
& 40 \‘ lectus; Marinebroth; & 100 ; 9; Algibacter lectus;
2 g/L. mannitol Marinebroth; Alginat
20 ; ,Alglbaqter 50 .
0 lectus; Marinebroth; 0 ; 9; Algibacter lectus;
0 50 100 150 200 2 g/L mannitol 10 20 30 40 50 Marinebroth; Alginat
Time [h] Time [h]
P110 Fucoidan
900 ; 9; Algibacter lectus;
800 Marinebroth; Ingen
2 700
G 600 ; 9; Algibacter lectus;
2 500 Marinebroth; Ingen
s 400
g 300
2 ; 9; Algibacter lectus;
200 .
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0 . d d - . 1 .
0 10 20 30 40 ; 9; Algibacter lectus;

Time [h]

Marinebroth;
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11.

Pseudoalteromonas aliena

P13 Mannitol/Laminaran P17 Alginat s 11
180 —_— 1 1600 Pseudoalteromonas
160 Pseudoalteromonas 1400 aliena; Marinebroth;
aliena; Marinebroth; Ingen
140 Uten C-kilde 1200 ;11
& 120 —_— 11 2 1000 Pseudoalteromonas
) ; Pseudoalteromonas % aliena; Marinebroth;
§ 100 e/ aliena; Marinebroth; 2 %00 Ingen
) Y Uten C-kilde 3 e
= 60 s 2 600 Pseudoalteromonas
-2 — Pseudoalteromonas A 400 aliena; Marinebroth;
40 aliena; Marinebroth; 2 Alginat
20 g/L mannltol 200 S11;
> Pseudoalteromonas
0 . . . . Pseudoalteromonas 0 Y T ¥ y aliena; Marinebroth;
0 50 100 150 200 aliena; Marinebroth; 2 10 20 30 40 Alginat
Time [h] g/L mannitol Time [h]
P110 Fucoidan s 11
Pseudoalteromonas
600 aliena; Marinebroth;
Ingen
500 S11;
= 400 Pseudoalteromonas
O aliena; Marinebroth;
2 300 Ingen
g ;11
2 200 Pseudoalteromonas
M aliena; Marinebroth;
100 Fucoidan
0 . s 11
1'0 2'0 3'0 40 Pseudoalteromonas

Time [h]

aliena; Marinebroth;
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14. Marinomonas gallaica

250 P13 Mannitol/Laminaran P17 Alginat ——— 14; Marinomonas
——— 14; Marinomonas gallaica; 700 gallaica; Marinebroth;
Marinebroth; Uten C-kilde 600 Ingen
% 200 ———; 14; Marinomonas gallaica; = . 14 Marinomonas
. K . n o .
&) Marinebroth; Uten C-kilde & 500 gallaica; Marinebroth;
2 150 = 14; Marinomonas gallaica; 2 400 Ingen
& Marinebroth; 2 g/L mannitol A
g 100 ———; 14; Marinomonas gallaica; g 300 ; 13; MariMnon-loTS .
o o . 1 gallaica; armeorotn;
2 Marinebroth; 2 g/L mannitol 2 200 ) / Alginat
; 14; Marinomonas gallaica; ==}
50 Marinebroth; 2 g/L laminaran 100 - 14: Marinomonas
; 14; Marinomonas gallaica; () Fr—y——y—p——————r——— ' gallaica; Marinebroth;
i . i Alginat
0 Marinebroth; 2 g/L laminaran 0 20 40 60
0 50 Time [h] 150 200 Time [h]
. ——— 14; Marinomonas
PllO Fucoidan gallaica;
1600 Marinebroth; Ingen
- 1400 ——— 14; Marinomonas
e 1200 gallaica;
% 1000 Marinebroth; Ingen
7]
8 288 ; 14; Marinomonas
=) gallaica;
S 400 - Marinebroth;
m 200 Fucoidan
/-—-—-*-_d .
— ; 14; Marinomonas
0 e eeeeee————— gallaica;
0 20 40 Marinebroth;
Ti [h] Fucoidan
1me
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19. Cellulophaga fucicola

P13 Mannitol/Laminaran P17 Alginat ; 19; Cellulophaga
140 . 800 fucicola;
; 19; Cellulophaga fucicola; . >
120 M’/" Marinebroth; Uten C-kilde 700 }\/Iarlnebroth;
S . ngen
; 19; Cellulophaga fucicola;
100 Y Marincoroth: Uien Ciide | 6 600 ; 19; Cellulophaga
o 3 .
%] 80 ot ¥4 "W ; 19; Cellulophaga fucicola; U 500 fuCI(.:Ola’
A AT Marinebroth; 2 g/L mannitol g 400 Marinebroth;
g 60 ; 19; Cellulophaga fucicola; g Ingen
=) Marinebroth; 2 g/L mannitol E 300 5 19; Cellulophaga
S 40 o o S fucicola;
=] ; 19; Cellulophaga fucicola; o 200 -
20 Marinebroth; 2 g/L laminaran /M Mapnebroth;
; 19; Cellulophaga fucicola; 1 00 Alglnat
O — T T 1 Marinebroth; 2 g/L laminaran 0 ; 19; Cellulophaga
. fucicola;
100 200 20 40 Marinebroth;
Time [h] Time [h] Alginat
600 P110 Fucoidan ; 19; Cellulophaga
fucicola;
500 Marinebroth;
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QO 400 ; 19; Cellulophaga
) fucicola;
2 300 Marinebroth;
g Ingen
= 200 ; 19; Cellulophaga
==} fucicola;
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0 L L B T ; 19; Cellulophaga
20 40 fucicola;
. Marinebroth;
Time [h] Fucoidan
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22. Algibacter lectus
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23. Cellulophaga sp. Anl110

; 23; Cellulophaga

P13 Mannitol/Laminaran P17 Alginat :
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140 - An110; Marinebroth; 1000 Marinebroth;
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120 ‘/—M‘—‘ ——— 23; Cellulophaga sp.
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z s o 23 Calluloph & Marinebroth
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% 80 — / An110; Marinebroth; g 600 Ingen
v 60 - it 2 g/L mannitol 7]
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) 5 ; 23; Cellulophaga sp. M 200 Alginat
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n e
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27. Pseudoalteromonas sp.

. R e - 27 Pseudoalteromonas
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32. Paraglaciecola mesophilia
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39. Algibacter miyuki

P14 Mannitol > 39; Algibacter P15 Laminaran > 39; Algibacter
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41. Psychroserpens mesophilus
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43. Shewanella baltica

P14 Mannitol

; 43; Shewanella
baltica; Marinebroth;

P15 Laminaran

; 43; Shewanella

100 Uten C-kilde 400 baltica; Marinbroth;
=) S Ingen
g 80 ; 43; Shewanella 3] 300 - 4A3-
(@) (@} ; 43; Shewanella
o 60 baltica; Marinebroth; © baltica: Marinbroth:
A Uten C-kilde 2 200 Ingen ’ ’
] 40 ]
g ; 43; Shewanella § 1 ; 43; Shewanella
2 20 baltica; Marinebroth; 2 00 baltica; Marinbroth;
Mannitol Laminaran
0 +r—rrrrr—rrrrr—rrma 0 T ; 43; Shewanella
0 20 40 60 ; 43; Sbewaqella ) 0 20 40 baltica; Marinbroth;
baltica; Marinebroth; Laminaran
Time [h] Mannitol Time [h]
P18 Alginat ——; 43; Shewanella Pl11 Fucoidan —;43; Shewanella
baltica; Marinbroth; baltica; Marinbroth;
200 7 Ingen 50 E Ingen
3 150 3 —;43; Shewanella &3 40 ——; 43; Shewanella
° ] baltica; Marinbroth; p baltica; Marinbroth;
% 100 ] Ingen % 30 E Ingen
< E F
= ] ——— 43; Shewanella g 20 3 ——— 43; Shewanella
2 50 - baltica; Marinbroth; =] baltica; Marinbroth;
< Alginat 10 E Fucoidan
0 Fr—r—r—r—y—r—r—r—r—r—r—r—r—r— ; 43; Shewanella 0 Tr—r—y—r—p——————— ; 43; Shewanella
0 20 40 60 baltica; Marinbroth; 0 20 40 60 baltica; Marinbroth;
. Alginat . Fucoidan
Time [h] Time [h]
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45a. Shewanella japonica

; 45a; Shewanella

. : ; 45a; Shewanella
140 P14 Mannitol Japonica: 500 PIS Laminaran faponica:
120 Marinebroth; Uten Marinbroth; Ingen
C-kilde
= = 400
8 100 ; 4535.Shewanena e ; 45a; Shewanella
Japonica; Qo 300 japonica;
% 80 Marinebroth; Uten dw) Marinbroth; Ingen
A .
2 60 C-kilde Z
£ ; 45a; Shewanella g 200 o
=) i . ; 45a; Shewanella
2 40 Japonica; 2 japonica;
=] 20 Mann.ebroth; =] 100 Marinbroth;
Mannitol Laminaran
0 ” 2'0 T 4'0 T 6.0 J%ais()a;iif;ewanena 0 e — ; 45a; Shewanella
. > japonica;
. Mann.ebTOthQ 20 40 J1\/[F:1rinb roth;
Time [h] Mannitol Time [h] Laminaran
PIS Alginat ; 45a;.Sh.ewaneHa P111 Fucoidan ; 45a; Shewanella
70 japonica; 250 japonica;
Marinbroth; Ingen Marinbroth; Ingen
60 200
[3¢] 50 ; 45a; Shewanella en ; 45a; Shewanella
S aponice & aponi
japonica; japonica;
g 40 Marinbroth; Ingen dw) 150 Marinbroth; Ingen
) 7]
o] <
£ 30 ; 45a; Shewanella £ 100 ; 45a; Shewanella
.2 20 japonica; .E japonica;
== Marinbroth; =] 50 Marinbroth;
Alginat Fucoidan
10 g i
0 ; 45a; Shewanella 0 ; 45a; Shewanella
™rrerererTeTeTeTTT™™ japonica; ™rere-rererereerereerTm japopica;
20 40 60 Marinbroth; 20 40 6! Marinbroth;
. Alginat . Fucoidan
Time [h] Time [h]
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52. Pseudoalteromonas distincta

. . ;525
P14 Mannitol ; 52, Pseudoal_teromonas 400 P15 Laminaran Pseudoalteromonas
120 ;ijlts;lnéte}( ii\(/{:rmebroth; 350 distincta; Marinbroth;
B Ingen
[
100 n 300 . 9.
S ; 52; Pseudoalteromonas U 13525 doalt
(@] 80 distincta; Marinebroth; %) 250 Seu ° eron_lonas
e Uten C-kilde 2 200 distincta; Marinbroth;
§ 60 g 150 Ingen
£ 4 ; 52; Marinebroth; = $ 52
0
£ Marinebroth; Mannitol QE 100 Pseudoalteromonas
R 90 50 distincta; Marinbroth;
0 0 Laminaran
oo R R ; 52; Marinebroth; RV ;525
0 20 40 60 Marinebroth; Mannitol 0 20 40 Pseudoalteromonas
Time [h] Time [h] distincta; Marinbroth;
Laminaran
PI8 Alginat 52, P111 Fucoidan ; 52;
120 Pgepdoalteron}onas Pseudoalteromonas
distincta; Marinbroth; 200 distincta; Marinbroth;
100 Ingen Ingen
e ©52: en
& ; 52, 150 5 52;
p 80 Pgepdoalteron}onas % Pseudoalteromonas
@ 60 distincta; Marinbroth; 2 distincta; Marinbroth;
g Ingen g 100 Ingen
.o 40 s s =) 5 52;
= Pgegdoal‘teron}onas _ 2 50 Pseudoalteromonas
20 distincta; Marinbroth; distincta; Marinbroth;
0 éslinat 0 Frrr—r—y—r—r—r—r—r—r—r—r—— Fucoidan
T e e > > O 20 40 5 52;
0 20 40 60 1; ?i?d"tal_tiflon}ogas N ) 60 Pseudoalteromonas
) Alls 1.ncta, arinbroth; Time [h] distincta; Marinbroth;
Time [h] gina Fucoidan
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58. Sulfitobacter sp. KS8-4

P14 Mannitol : 58; Sulfitobacter sp. PIS Laminaran ; 58; Sulfitobacter sp.
KS8-4; Marinebroth; KS8-4; Marinbroth;
120 Uten C-kilde 400 Ingen
S 100 &
) ; 58; Sulfitobacter sp. &) 300 ; 58; Sulfitobacter sp.
80 KS8-4; Marinebroth; ! KS8-4; Marinbroth;
3 Uten C-kilde @ Ingen
2 60 2 200
= 40 ; 58; Marinebroth; g ; 58; Sulfitobacter sp.
2 Marinebroth; Mannitol 2 100 KS8-4; Marinbroth;
g 20 =] Laminaran
0 ; 58; Marinebroth; 0 L ; 58; Sulfitobacter sp.
0 20 40 60 Marinebroth; Mannitol 0 20 40 KS8-4; Marinbroth;
. . Lami
Time [h] Time [h] aminaran
P18 Alginat ; 58; Sulfitobacter P111 Fucoidan ; 58; Sulfitobacter sp.
sp. KS8-4; KS8-4; Marinbroth;
150 Marinbroth; Ingen 60 Ingen
en 50
8 ; 58; Sulfitobacter &) ; 58; Sulfitobacter sp.
> 100 sp. KS8-4; 2 40 KS8-4; Marinbroth;
2] o .
2 Marinbroth; Ingen 2 30 Ingen
g 50 ; 58; Sulfitobacter g 20 ; 58; Sulfitobacter sp.
E sp. KS8-4; QE 10 KS8-4; Marinbroth;
Marinbroth; Alginat Fucoidan
0 T g Taa—_—_—_————— O T T g Tne—n——————
" ; 58; Sulfitobacter ; 58; Sulfitobacter sp.
0 20 40 60 sp. KS8-4; 0 20 40 60 KS8-4; Marinbroth;
Time [h] Marinbroth; Alginat Time [h] Fucoidan
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59. Cellulophaga fucicola

P14 Mannitol - 50: C P15 Laminaran ; 59; Cellulophaga
; 59; Cellulophaga fucicola;
fucicola; L
15 0 l\l/}zlrcir?e?)roth; Uten 600 Mannbroth; Ingen
C-kilds
g '591' Ci:llulophaga % 500 ; 59; Cellulophaga
O 100 ’fuci’cola; & 400 fuc1(_:ola;
3 Marinebroth; Uten 2 Marinbroth; Ingen
= Ckilde 2 300
= N E
E Marineb’roth; EE 100 Marinbroth;
Mannitol Laminaran
0 +r—rrrrrrrrrrrrm ; 59; Cellulophaga 0 +¥—r—r—r—rr—rr—rro—r ; 59; Cellulophaga
0 20 40 60 fucicola; 0 20 40 fucicola;
) Marinebroth; . Marinbroth;
Time [h] Mannitol Time [h] Laminaran
PI8 Alginat : 59-; Cel_lulophaga P11 Fucoidan ; 59; Cellulophaga
fucicola; fucicola;
100 Marinbroth; Ingen 200 Marinbroth; Ingen
n ; 59; Cellulophaga o ca.
O 80 fucicola; 0 150 ,ﬁf9, Clellulophaga
v ; . o cicola;
A 60 Marinbroth; Ingen @z 100 Marinbroth; Ingen
g 40 ; 59; Cellulophaga g
e fucicola; S ; 59; Cellulophaga
'cE 20 Marinbroth; CE 50 fucicola;
Alginat Marinbroth;
0 Fr—r—r—r—r—r—r—r—r—r—r———r— ;lf.;Clellulophaga I T — Fucoidan
cicola, ; 59; Cellulophaga
0 20 40 60 Marinbroth; 0 20 40 60 ucicola;
Time [h] Alginat Time [h] Marinbroth;
Fucoidan
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66. Sulfitobacter sp. KS8-4

P14 Mannitol ; 66; Sulfitobacter sp. P15 Laminaran ; 66; Sulfitobacter sp.
KS8-4; Marinebroth; KS8-4; Marinbroth;
120 Uten C-kilde 500 Ingen
< 100 K
S ; 66; Sulfitobacter sp. 8 400 ; 66; Sulfitobacter sp.
T 30 KS8-4; Marinebroth; > 300 KS8-4; Marinbroth;
2 60 Uten C-kilde A Ingen
S £ 200
S 40 ; 66; Sulfitobacter sp. g ; 66; Sulfitobacter sp.
2/ 20 KS8-4; Marinebroth; = 100 KS8-4; Marinbroth;
Mannitol Laminaran
0 0 + v —T—T—T—TT
; 66; Sulfitobacter sp. ; 66; Sulfitobacter sp.
0 20 40 60 KS8-4; Marinebroth; 0 20 40 KS8-4; Marinbroth;
Time [h] Mannitol Time [h] Laminaran
P18 Alginat ; 66; Sulfitobacter PI11 Fucoidan ; 66; Sulfitobacter sp.
sp. KS8-4; KS8-4; Marinbroth;
300 Marinbroth; Ingen 150 Ingen
& 250 : 66; Sulfitobacter 3 . 66; Sulfitobacter sp.
o 200 sp. KS8-4; o 100 KS8-4; Marinbroth;
2 150 Marinbroth; Ingen § Ingen
g 100 ; 66; Sulfitobacter g 50 ; 66; Sulfitobacter sp.
o . ot A : .
B 50 sp. ng_4’ . . 2 KS8 fl, Marinbroth;
Marinbroth; Alginat Fucoidan
0 - - - - L] - - - - L] - - - - L] O L L B L L R | ETEE.
; 66; Sulfitobacter ; 66; Sulfitobacter sp.
0 20 40 60 sp. KS8-4: 0 20 40 60 KS8-4: Marinbroth:
Time [h] Marinbroth; Alginat Time [h] Fucoidan
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68. Cellulophaga baltica (Anl10)

P14 Mannitol . 68; Cellulophaga P15 Laminaran ; 68; Cellulophaga
baltica; Marinebroth; baltllca’

150 Uten C-kilde 600 Marinbroth; Ingen
S 2 500 .

; 68; Cellulophaga ; 68; Cellulophaga
& 100 baltica; Marinebroth; & 400 baltica;
@ Uten C-kilde ¥ 300 Marinbroth; Ingen
é 68; Celluloph é
; 68; Cellulophaga ; 68; Cellulophaga
.2 50 balticz}; Marinebroth; .E 200 baltica; phag
=2 Mannitol & 100 Marinbroth;
() r—r—r—r—y—————————— 68: Cellulonh 0 . Laminaran
; 065 LCellulophaga T T T ET . .
0 20 40 60 baltica; Marinebroth; 0 20 40 i)gléiic(;allulophaga
Mannitol et
Time [h] Time [h] Marinbroth;
Laminaran
P18 Alginat ; 68; Cellulophaga PI111 Fucoidan ; 68; Cellulophaga
baltllca; baltica;

200 Marinbroth; Ingen 300 Marinbroth; Ingen
3150 ; 68; Cellulophaga 3 250 ; 68; Cellulophaga
N baltica; o 200 baltllca; _

A 1 Marinbroth; Ingen 2 Marinbroth; Ingen
s 100 g 150
g g ; 68; Cellulophaga
2 50 ; 68; Cellulophaga S 100 baltica;
) baltica; ") 50 Marinbroth;
Marinbroth; Fucoidan
0+ r-—r-—r-r-r-rrrrrsrrr- Alginat 0 Fr—r—r—r—p—r—r——r—r—r—r——r— ; 68; Cellulophaga
baltica;
0 20 40 60 £ 68; Celulophaga 0 20 40 60 e
altica; . . ?
Time [h] Marinbroth; Time [h] Fucoidan
Alginat
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72. Lacinutrix sp. JR-M6

P12 Mannitol  ___. 75 [ acinutrix sp. P16 Laminaran ; 72; Lacinutrix sp.
JR-M6; Marinebroth; JR-M6; Marinbroth;
" S0 Uten C-kilde 120 Ingen
'E 40 ———; 72; Lacinutrix sp. 8 100 ; 72; Lacinutrix sp.
(o} 30 JR-M6; Marinebroth; o 80 JR-M6; Marinbroth;
Q Uten C-kilde A 60 Ingen
]
s 20 —— 72; Lacinutrix sp. £ 40 = 72; Lacinutrix sp.
= JR-M6; Marinebroth; 2 JR-M6; Marinbroth;
b% 10 Mannitol ® 20 Laminaran
0 ——— 72; Lacinutrix sp. 0 ———; 72; Lacinutrix sp.
0 100 200 J R-M@; Marinebroth; 0 20 40 60 J R-M6; Marinbroth;
) Mannitol . Laminaran
Time [h] Time [h]
PI8 Alginat ; 72; Lacinutrix sp. PI11 Fucoidan ; 72; Lacinutrix sp.
JR-M6; Marinbroth; JR-M6; Marinbroth;
60 Ingen 200 Ingen
8 50 ; 72; Lacinutrix sp. 8 150 ; 72; Lacinutrix sp.
P 40 JR-M6; Marinbroth; i JR-M6; Marinbroth;
@ 30 Ingen 2 100 Ingen
] ]
= 20 ; 72; Lacinutrix sp. g ; 72; Lacinutrix sp.
=] JR-M6; Marinbroth; =] 50 JR-M6; Marinbroth;
R 10 Alginat =] Fucoidan
0 T T T T T T T T ; 72; Lacinutrix sp. 0 +—r—r—r—r—r—rr—rrrr—rrro ; 72; Lacinutrix sp.
0 20 40 60 JR-M6; Marinbroth; 0 20 40 60 JR-M6; Marinbroth;
Alginat Fucoidan
Time [h] Time [h]
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77a. Olleya namhaensis

P12 Mannitol ; 773; Olleya P16 Laminaran ; 77a; Olleya
namhaensis; namhaensis;
60 lé/l.all(l;illclizbmth; Uten 70 Marinbroth; Ingen
E 50 ; 77a; Olleya ) 60 ; 77a; Olleya
< namhaensis; (@] 50 namhaensis;
(&) 40 Marinebroth; Uten ) 40 Marinbroth; Ingen
2 30 C-kilde 2
2 ; 77a; Olleya g 30 ; 77a; Olleya
£ 20 namhaensis; S 20 namhaensis;
) 10 Marinebroth; QE Marinbroth;
o) Mannitol 10 Laminaran
0 . ey ; 77a; Olleya 0 . ey ; 77a; Olleya
. . nambhaensis; ) Y nambhaensis;
100 200 Marinebroth; 0 20 40 Marinbroth;
Time [h] Mannitol Time [h] Laminaran
PI8 Alginat PI11 Fucoidan ; 77; Olleya
; 77a; Olleya namhaensis;
nambhaensis; Marinbroth; Ingen
50 Marinbroth; Ingen 35
e 40 o 30 ; 77a; Olleya
(o] ; 77a; Olleya (@] 25 namhaensis;
2 30 namhaensis; L Marinbroth; Ingen
A Marinbroth; Ingen A 20
< € 15 ; 77a; Olleya
g 20 ;776;1; Olleya g 10 namhaensis;
o namhaensis; o : .
=2 10 Marinbroth; Alginat == 5 gi%?;;ﬁth’
; 77a; Oll
0 ; 77a; Olleya 0 oo o e R namailaen:i}s]‘a
20 40 60 ‘l\ljm.haenm} . 0 20 40 Marinbroth;
arinbroth; Alginat Fucoidan
Time [h] Time [h]
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79. Flavobacterium frigidarium

. . 79- ; . ; 79; Flavobacterium
Mannitol ; 79; Flavobacterium P16 Laminaran 5 195 Fla
P12 0 frigidarium; frlgl_darlum;
30 Marinebroth; Uten C- 40 Marinbroth; Ingen
en kilde
£ 25 ; 79; Flavobacterium ae] 30 ; 79; Flavobacterium
& 20 frigidarium; O frigidarium;
Marinebroth; Uten C- @» arinbroth; Ingen
! inebroth; Uten C 2 Marinbroth; I
@ 15 kilde s 20
< 10 ;79} Flgvobacterium g ; 79; Flavobacterium
g frigidarium; = 10 frigidarium;
= 5 Marinebroth; /M Marinbroth;
/M 0 Mannitol 0 Laminaran
' S ; 79; Flavobacterium T ; 79; Flavobacterium
0 100 200 frigidarium; 0 20 40 60 frigidarium;
Marinebroth; ; ;
. 3 > Time [h Marinbroth;
Time [h] Mannitol [h] Laminaran
P18 Alginat ; 79; Flavobacterium P111 Fucoidan : 79; Flavobacterium
frigidarium; frigidarium;
80 Marinbroth; Ingen 150 Marinbroth; Ingen
a¢] . 79 : ¢
v 60 ; 79; Flavobacterium Qo ; 79; Flavobacterium
@ frigidarium; o 100 frigidarium;
A Marinbroth; Ingen 2 g ’
é 40 ’ é Marinbroth; Ingen
£ 20 ;f}?9§dFlgvok?actenum S 50 ; 79; Flavobacterium
= ' 1gidarium; [ frigidarium;
Marinbroth; Alginat grdarium, .
Marinbroth; Fucoidan
0 I ey ey e 9 1 b O | B L B RN L L L LN R |
; 79; Flavobacterium
Time [h] Marinbroth; Alginat Time [h] frigidarium;

Marinbroth; Fucoidan
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85. Pseudoalteromonas espejiana

: : ; 85;
P12 Mannitol 85: reudoaleromonss P16 Laminaran Peeudoalteromonas
€spejlana; armeorotn; 3 . . .
50 Uten C-kilde 300 espejiana; Marinbroth;
cg 250 Ingen
o 40 en ; 85;
{3 ;85;__Pseud0altqomonas &) 200 Pscudoalteromonas
e 30 espejiana; Marinebroth; ¥ espejiana; Marinbroth;
2 Uten C-kilde % 150 Ingen
2 20 € 100 . 85,
g 10 ; 85; Pseudoalteromonas S Pseu@oalteromf)nas
E espejiana; Marinebroth; /R 50 espejiana; Marinbroth;
0 Mannitol 0 Laminaran
L] - - - - L] - - - - L] - - - - L] - - - - L] - - - - L] ; 85;
0 100 200 ; 85; Pseudoalteromonas 0 20 40 60 Ie):;;?;)sgeﬁzﬁllﬁ"soth
: jiana; Marinebroth; 3 ) > >
Time [h] espejiana; Marincbro Time [h] L arimaran
PI8 Alginat ; 85, PI11 Fucoidan ; 85;
g Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas
80 espejiana; Marinbroth; 300 espejiana; Marinbroth;
Ingen 250 Ingen
o0 ; 855 ael ; 85;
% 60 Pseu@oalterompnas % 200 Pseudoalteromonas
2 espejiana; Marinbroth; A espejiana; Marinbroth;
g 40 Ingen g 150 Ingen
. 85. . .
e 100 ; 85;
E 20 Pseudoalteromonas E Pseudoalteromonas
espejiana; Marinbroth; 50 espejiana; Marinbroth;
0 +—r-r-r—r—r-—r-r-r-rr-rrr-rm—s Aéimat 0 Fr—r—r—r——r—r—r—r——r—r—r—r— Alginat
5 695 ; 85;
0 20 40 60 Pseudoalteromonas 0 20 40 60 Pseudoalteromonas
. espejiana; Marinbroth; . N . )
Time [h] Alginat Time [h] espejiana; Marinbroth;

Alginat
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86. Paraglaciacola chathamensi

Biomasse Gain3. w
- - - <~ ()

(e)

P12 Mannitol

50 Time [h] 150

200

; 86; Paraglaciecola
chathamensis;
Marinebroth; Uten C-
kilde

; 86; Paraglaciecola
chathamensis;
Marinebroth; Uten C-
kilde

; 86; Paraglaciecola
chathamensis;

Marinebroth; Mannitol

; 86; Paraglaciecola
chathamensis;

Marinebroth; Mannitol

Biomasse G3

100
80
60
40
20

P16 Laminaran

; 86; Paraglaciecola
chathamensis;
Marinbroth; Ingen

; 86; Paraglaciecola
chathamensis;
Marinbroth; Ingen

; 86; Paraglaciecola
chathamensis;
Marinbroth;
Laminaran

; 86; Paraglaciecola
chathamensis;
Marinbroth;
Laminaran

200
150
100

)]
[e)

Biomasse G3

P19 Alginat/fucoidan

—— 86; Paraglaciecola

chathamensis;
Marinebroth; Uten
C-kilde

—— ; 86; Paraglaciecola

chathamensis;
Marinebroth; Uten
C-kilde

——— 86; Paraglaciecola

chathamensis;
Marinebroth;
Alginat

——— 86; Paraglaciecola

chathamensis;
Marinebroth;
Alginat
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88. Pseudoalteromonas espejiana

P12 Mannitol . g8: P16 Laminaran ; 88;
; 88,_?““‘1&3“@"?"?}?5 Pseudoalteromonas
espejiana; Marinebroth; oa- ; .
50 Uten C-kilde 250 espejiana; Marinbroth;
en Ingen
£ 40 & 200 ; 88;
- p— b b
5 ; 88; Pseudoalteromonas & Pseudoalteromonas
- 30 fj&?‘(";{‘ﬁiﬁgarmebmth; %’ 150 espejiana; Marinbroth;
] 20 < 100 Ingen
S £ ; 88;
E ; 88; Pseudoalteromonas ,E Pseudoalteromonas
= 10 ;/S[Pejl'fltn?, Marinebroth; R 50 espejiana; Marinbroth;
0 annito 0 Laminaran
e —————— T T T T T T T T T T
; 88;
0 100 200 ; 88;__Pseud1§)4alt_er0]r;lonss 0 20 40 60 Pseudoalteromonas
. espejiana; Marinebroth; . espejiana; Marinbroth;
Time [h] Mannitol Time [h] Laminaran
1 1 ; 88;
350 P19 Alginat/fucoidan S ealieromonas
espejiana;
300 Marinebroth; Uten C-
kilde
en ; 88;
CD D Pseudoalteromonas
5] D espejiana;
% Marinebroth; Uten C-
] kilde
£ 0 ; 88;
.9 Pseuﬁoalteromonas
o) D espejiana;
Marinebroth; Alginat
50

(e}

; 88;
Pseudoalteromonas
espejiana;
Marinebroth; Alginat
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90. Polaribacter undariae

; 90; Polaribacter

P12 Mannitol ; 90; Polaribacter P16 Laminaran e
undariae; undgnae,
35 Marinebroth; Uten 120 }\I/llgzlllllbroth;
o C-kilde
.5 30 -90: Polaribacter 8 100 ; 90; Polaribacter
(@] 25 undariae; > 80 undgnae;
o 20 Marinebroth; Uten 2 Marinbroth;
2 15 C-kilde & 60 Ingen
g ; 90; Polaribacter g 40 ; 90; Polaribacter
) 10 undariae; o= undariae;
2 5 Marinebroth; R 20 Marinbroth;
0 E— Mannitol 0 Laminaran
o ; 90; Polaribacter N > 90; Polaribacter
0 100 200 undariae; 20 40 60 undariac;
Time [h] Mann.ebroth; Time [h] Manpbroth;
Mannitol Laminaran
P19 Alginat/fUCOidan ; 90; Polaribacter
undariae; Marinebroth;
di ;M broth;
140 Uten C-kilde
120 ; 90; Polaribacter
e undariae; Marinebroth;
(@] 100 Uten C-kilde
] ; 90; Polaribacter
% 80 undariae; Marinebroth;
g 60 Alginat
; 90; Polaribacter
.2 40 undariae; Marinebroth;
==} 20 e — 4 Alginat
; 90; Polaribacter
0 T T T T T T T T T 1 undariae; Marinebroth;
Fucoidan
0 100 200 ; 90; Polaribacter
Time [h] undariae; Marinebroth;

Fucoidan
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93. Pseudoalteromonas sp. Gauthier

P12 Mannitol
40

30
20
10

Biomasse Gain3

0 rr ' ¥ ¥ T
0 100 200

Time [h]

; 93; Pseudoalteromonas
sp. Gauthier;
Marinebroth; Uten C-
kilde

; 93; Pseudoalteromonas
sp. Gauthier;
Marinebroth; Uten C-
kilde

; 93; Pseudoalteromonas
sp. Gauthier;
Marinebroth; Mannitol

; 93; Pseudoalteromonas
sp. Gauthier;
Marinebroth; Mannitol

Biomasse G3

140
120
100
80
60
40
20
0

P16 Laminaran

0

20 40 60
Time [h]

; 93; Pseudoalteromonas
sp. Gauthier;
Marinbroth; Ingen

; 93; Pseudoalteromonas
sp. Gauthier;
Marinbroth; Ingen

; 93; Pseudoalteromonas
sp. Gauthier;
Marinbroth; Laminaran

; 93; Pseudoalteromonas
sp. Gauthier;
Marinbroth; Laminaran

P19 Alginat/fucoidan
150

100

Biomasse G3
w
(e}
1

; 93; Pseudoalteromonas sp.
Gauthier; Marinebroth; Uten
C-kilde

; 93; Pseudoalteromonas sp.
Gauthier; Marinebroth; Uten
C-kilde

; 93; Pseudoalteromonas sp.
Gauthier; Marinebroth;
Alginat

; 93; Pseudoalteromonas sp.
Gauthier; Marinebroth;
Alginat

; 93; Pseudoalteromonas sp.
Gauthier; Marinebroth;
Fucoidan

; 93; Pseudoalteromonas sp.
Gauthier; Marinebroth;
Fucoidan
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94. Algoriphagus yeomjeoni

Biomasse Gain3

NN
S W

—_
S hnh O W

P12 Mannitol

100

Time [h]

200

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth; Uten
C-kilde

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth; Uten
C-kilde

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth;
Mannitol

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth;
Mannitol

Biomasse G3

—_— D W BN U N
oS O O O O O O

P16 Laminaran

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinbroth; Ingen

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinbroth; Ingen

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinbroth;
Laminaran

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinbroth;
Laminaran

Biomasse G3

P19 Alginat/fucoidan

e+ 945 Algoriphagus

yeomjeoni;
Marinebroth; Uten C-

kilde .

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth; Uten C-

kilde .

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth; Alginat

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth; Alginat

; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth; Fucoidan
; 94; Algoriphagus
yeomjeoni;
Marinebroth; Fucoidan

XXXVI



96. Pseudoalteromonas haloplanktils

w A
o O

Biomasse Gain3
—_ [\
(e} (e}

P12 Mannitol

100 200

Time [h]

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis;
Marinebroth; Uten C-
kilde

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis;
Marinebroth; Uten C-
kilde

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis;
Marinebroth; Mannitol

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis;
Marinebroth; Mannitol

Biomasse G3

200
150
100

N
[e)

20

P16 Laminaran

40 60

Time [h]

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis;
Marinbroth; Ingen

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis;
Marinbroth; Ingen

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis;
Marinbroth; Laminaran

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis;
Marinbroth; Laminaran

Biomasse G3

140
120
100
80
60
40
20

P19 Alginat/fucoidan e+ 96; Pseudoalteromonas

ol

100 200

haloplanktis; Marinebroth;
Uten C-kilde

e | 96; Pseudoalteromonas

haloplanktis; Marinebroth;
Uten C-kilde

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis; Marinebroth;
Alginat

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis; Marinebroth;
Alginat

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis; Marinebroth;
Fucoidan

; 96; Pseudoalteromonas
haloplanktis; Marinebroth;
Fucoidan
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97. Nonlabens xylanidelens

P12 Mannitol 97 Ronlabens P16 Laminaran ; 97; Nonlabens
XMyaérlianegrzrtlI?" Uten C 160 xylanidelens; Marinbroth;
;‘(5) Kilde ’ 140 Ingen
e
.E 30 3 97; Nonlabens 8 120 : 97; Nonlabens
o xylapldelens; 100 xylanidelens; Marinbroth;
() 5 Marinebroth; Uten C- @ Ingen
@ 20 kilde g 80
@
g 1 ; 97; Nonlabens E 60 ; 97; Nonlabens
E 5 xylanidelens; ,E xylanidelens; Marinbroth;
e 10 Marinebroth; Mannitol gm 40 Laminaran
o
g 5 20
0 ; 97; Nonlabens ; 97; Nonlabens
¥ T T T T T . ] xylanidelens; 0 e ———————— xylanidelens; Marinbroth;
0 100 Marinebroth; Mannitol 20 40 60 Laminaran
Time [h] Time [h]
P19 Alginat/fucoidan > 97; Nonlabens
xylanidelens;
Marinebroth; Uten C-
80 kilde
o 70 e 97 Nonlabens
(@] 60 xylanidelens;
v 50 Marinebroth; Uten C-
A 40 kilde
g 30 /\ ; 97; Nonlabens
£ xylanidelens;
é 20 — U Marinebroth; Alginat
10
0 ; 97; Nonlabens
T T T T T T T T 1 .
xylanidelens;
0 100 20C Marinebroth; Alginat
Time [h]
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Blank

P12 Mannitol - Blank: P13 Mannitol/Laminar ; Blank; Marinebroth;
Marinebroth; Uten Uten C-kilde
20 C-kilde 60 o
o ; Blank; Marinebroth;
£ S 50 Uten C-kilde
s 15 ; Blank; &}
U Mal’.inebmth; Uten P 40 ; Blank; Marinebroth; 2
2 10 C-kilde § 30 g/L mannitol
g ; Blank; E 20 ; Blank; Marinebroth; 2
=] 5 Marin.ebroth; E 10 g/L mannitol
R Mannitol ; Blank; Marinebroth; 2
0 4 L a— . Blank: 0% L g/L laminaran
0 100 i\/[al’inei)mth; 0 100 200 ; Blank; Marinebroth; 2
Time [h] Mannitol Time [h] g/L laminaran
P14 Mannitol : Blank; P15 Laminaran ; Blank;
Marinebroth; Marinbroth;
40 ’ 140
Uten C-kilde Ingen
S 30 Blank & 120 ; Blank;
; blank; 5 5
% Marinebroth; % 1(8)8 Marinbroth;
2 20 Uten C-kilde 2 o Ingen
g ; Blank; g 40 ; Blank;
2 10 Marinebroth; E Marinbroth;
0 Mannitol 28 Laminaran
) S o ; Blank; ) ) S ; Blank;
0 20 40 60 Marinebroth; -15 S 25 Marinbroth;
Time [h] Mannitol Time [h] Laminaran
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; Blank;

P16 Laminaran ; qunk; ‘ PI7 Alginat Marinebroth;
- 15 Marinbroth; - 300 Ingen
&) In eaIIllk‘ 8 ; Blank;
2 10 Marinbroth; 2 200 i\l/llggl?ebroth;
g 5 Ingen . £ 100 ; Blank;
EE Marinbroth; S Marinebroth;
0 o LN BN NI RN B NN NN S | Laminaran m O L LN I L L AL s Algll’lat
0 20 40 60 i\?lanlg; \ 0 20 40 60 i\?lankl;) th
. arinbroth; . arinebroth;
Time [h] Laminaran Time [h] Alginat
; Blank; - Blank:
PI8 Alginat Marinbroth; P19 Alginat/fucoidan Marinebroth:
Ingen Uten C-kilde
8 30 ; an; 8 30 ; Blank;
0 20 i\l/{arlllllbroth; < 20 Marinebrpth;
% 10 . eank % Uten C-kllde
g Moarinheath- g 10 ; Blank;
S 0 % —— g —— IXIlar_ln‘tiroth, S 0 Marinebroth;
= Alginat 2 — Alginat
0 20 40 60 i\/IBa%rE;EI‘t(;roth' 100 ; Blank;
Time [h . ’ . Marinebroth;
! [h] Alginat Time [h] Alagrilrrllaet °
] . ; Blank;
P110 Fucoidan - Blank; PI11 Fucoidan Marinbroth;
- 150 ?ﬁgzirrllebroth; ;(5) h;sglelll]k
o o > blank;
% 100 Blank. % 20 Marinbroth;
] > blank, 2 15 Ingen
< Marinebroth; < . .
g 50 Fucoid £ 10 ; Blank;
2 ucoidan 2 5 Marinbroth;
R0 —r— r— Blank s 0 Alginat
; Blank; r r r v y—r—r—r
; ; T T ; Blank;
20 40 i . > >
] g{iré?g:;mh’ 0 20 40 60 Marinbroth;
Time [h] Time [h] Alginat
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VEDLEGG 7 - MALINGER OG OBSERVASJONER FRA
KARBONKILDE-SCREENING

Nedenfor presenteres observasjoner og malinger gjort etter karbonkilde-screening. I tabell 8.1
presenteres maksimal oppnadd biomasse for alle de 29 isolatene og tabell 8.2 presenterer slutt-

OD av kulturene i platene og observasjoner gjort pa aggregatdannelse.

Tabell 7.1 Maksimal registrert biomasse for isolatene i de ulike dyrkingsmediene. Biomasse markert i bldtt er registrert ved
gain 3, biomasse markert gronn er registrert ved gain 20 og biomasse markert i grdtt er registrert ved gain 30. Isolatene er

organisert etter familietilhorighet

Biomasse
MB+ MB+ MB+ MB+
MB Mannitol MB Laminaran MB  Alginat MB  Fucoidan
Cellulophaga sp. An110 121,5 191,0 121,5 160,5 2444 | 4333 | 291,6 411,0
9 Algibacter lectus 1194 127,9 119,4 142,8 3254 | 302,6 | 735,7 238,4
I Cellulophaga fucicola 125,1 92,5 125,1 120,1 667,4 | 2752 | 4551 354,0
PP Algibacter lectus 119,0 105,3 119,0 121,9 1045,1 | 2239 |1343,5 545,1
23 Cellulophaga sp. An110 111,7 107,9 111,7 109,1 860,7 2452 848,5 264,0
RPN Algibacter miyuki 107,9 92,7 239,3 240,1 1414,7| 240,6 |1187,8 777,5
41 Psychroserpens mesophilus 79,0 69,5 241,2 488,8 892,5 269,1 491.,4 209,3
S Cellulophaga fucicola 110,3 112,9 [453,0 420,0 73,0 31,4 147,6 160,4
(3 Cellulophaga baltica 103,5 108,4 [520,8 372,2 106,3 40,1 228,0 110,0
{2 1 acinutrix sp. JR-M6 41,6 422 69,4 82,1 56,4 36,4 157,6 77,4
gUER Olleya namhaensis 39,7 491 29,8 32,1 28,9 33,4 26,0 28,4
S Flavobacterium frigidarium 27,0 23,0 36,2 20,9 28,5 35,8 71,6 96,9
90 Polaribacter undariae 30,2 31,0 196,9 117,0 101,4 24,8 101,4 39,2
97 Nonlabens xylanidelens 34,0 34,0 72,1 125,4 24,0 32,5 24,0 45.4
11 Pseudoalteromonas aliena 156,9 139,1 156,9 148,1 1387,9 | 3433 437,1 403,2
27 Pseudoalteromonas sp. 97,0 102,9 337,2 653,2 2240 | 317,3 1346,3 420,0
LY Pscudoalteromonas distincta 106,7 1112  [345,5 357,3 85,4 442 152,5 35,0
85 Pseudoalteromonas espejiana 453 37,7 255,0 116,2 83,8 30,1 239.5 177,2
88 Pseudoalteromonas espejiana 43,0 39,3 196,6 116,0 50,81 31,9 50,81 94,4
R Pscudoalteromonas sp. Gauthier 27,7 32,8 77,9 33,3 47,4 110,2 47,4 24,7
T Pscudoalteromonas haloplanktis | 36,9 35,8 88,0 147,0 67,5 22,8 67,5 210,0
I Marinomonas gallaica 125,1 92,5 125,1 120,1 667,4 275,2 865,8 541,2
RV Paraglaciecola mesophila 110,0 97,2 346,8 260,8 980,0 | 249,6 |1429,5 709,1
OB Paraglaciecola chathamensis 37,4 39,0 31,7 26,4 146,5 87,1 146,5 29,2
YER Shewanella baltica 78,8 672 |266,1| 2648 158,9 | 302 | 33,0 44,6
LRI Shewanella japonica 113,7 108,5 369,0 3432 54,5 35,6 39,3 183,8
I Sulfitobacter sp. KS8-4 109,1 106,7 |[279,1 287,0 48,5 64,0 40,8 26,9
(TN Sulfitobacter sp. KS8-4 102,2 110,8 [332,0 346,9 234.,8 38,3 124,0 60,8
CZB Algoriphagus yeomjeoni 26,8 26,5 31,8 29,0 159,6 95,1 159,6 17,4
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77a

45a

Tabell 7.2 Verdier for sluttOD ved 600 nm og observasjoner gjort i bronnene med hoyde pd aggregatdannelse for alle isolatene i alle dyrkingsmediene benyttet. Isolatene er organisert med

hayde pd familietilhorighet.

MB

MB+
Mannitol

MB Laminaran

MB+

SluttOD (OD600)

MB | Alginat

MB+

MB

MB+

Fucoidan MB

MB+
Mannitol

Observasjoner pa aggregatdannelse

MB

MB+
Laminaran

MB

MB+
Alginat

MB

MB+
Fucoidan

Cellulophaga sp. Anl110 2,7 8,2 2,7 4.5 5,5 0,7 0,3 1,3 Aggr. Aggr.

Algibacter lectus 5,8 15,5 5,8 7,0 2,2 6,5 4,6 6,1 Aggr. Aggr. Aggr. Aggr.
Cellulophaga fucicola 2,7 3,7 2,7 9,8 2,2 4,6 2,6 2,8 Aggr.| Aggr. |Aggr. Aggr. Aggr.

Algibacter lectus 2,4 1,8 2,4 3,9 1,0 3,4 1,8 6,7 Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr.
Cellulophaga sp. An110 2,8 3,0 2,8 4,2 2,4 5,1 2,4 3,7 Aggr. Aggr. Aggr. Aggr.
Algibacter miyuki 8,9 23,1 7,0 13,2 4,0 2,2 4,0 4,0

Psychroserpens mesophilus 3,9 5,5 2.3 5,5 4,1 5,8 4,1 8,3 Aggr. Aggr.| Aggr.
Cellulophaga fucicola 3,6 5,8 12,6 9,0 14,1 9,7 4,5 0,3 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr.

Cellulophaga baltica 2,3 7,5 2,1 17,3 104 4,1 3,0 -0,7 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr.

Lacinutrix sp. JR-M6 1,2 10,0 3,6 2,6 33 2,0 2,9 33

Olleya namhaensis 3,6 234 3,5 2,5 33 2,5 4,2 53 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr.
Flavobacterium frigidarium 1,4 2,2 10,0 0,6 7,4 2,6 22,5 3,4 Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr.
Polaribacter undariae 3,7 16,4 3,0 3,5 3,1 2,4 3,1 3,6 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr. |Aggr.| Aggr.
Nonlabens xylanidelens 4,6 13,6 3,6 18,4 33 2,8 3,3 4,4 Aggr.| Aggr. | Aggr. Agor. Aggr.| Aggr. |Aggr.| Aggr.
Pseudoalteromonas aliena 5,0 5,7 5,0 32 3.4 3,2 2.3 1,4 Aggr.
Pseudoalteromonas sp. 8,4 23,9 13,1 14,7 6,5 5,2 24,3 9,7 Aggr. | Aggr. |Aggr. Aggr. Aggr. | Aggr. Aggr.
Pseudoalteromonas distincta 2,4 5,8 4,3 8,8 2,5 3,3 3,4 0,2 Aggr.| Aggr. |Aggr. Aggr. Aggr. Aggr. | Aggr.
Pseudoalteromonas espejiana 10,0 15,0 0,6 7,1 3,8 2,8 7,8 4,4 Aggr. | Aggr. |Aggr. Aggr. Aggr. Aggr. | Aggr.
Pseudoalteromonas espejiana 11,7 17,8 7,9 8,9 3,9 2,8 3,9 5,7 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr. Aggr. | Aggr.
Pseudoalteromonas sp. Gauthier | 8,0 13,5 8,1 6,0 4,3 5,1 4,3 3,7 Aggr. | Aggr. |Aggr. Aggr. Aggr. | Aggr. |Aggr.| Aggr.
Pseudoalteromonas haloplanktis | 7,9 13,7 4,8 6,7 4,7 2,5 4,7 5,4 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr. |Aggr.| Aggr.
Marinomonas gallaica 9,0 9,8 9,0 14,7 5,7 4,3 2,1 0,3 Aggr.| Aggr. | Aggr. Agor. Aggr. Aggr.| Aggr.
Paraglaciecola mesophila 1,2 11,8 1,7 12,2 2,3 4,3 0,7 13,0 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr.
Paraglaciecola chathamensis 1,2 2,5 1,4 2,8 1,4 5,2 1,4 2,4 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr.| Aggr. |Aggr.| Aggr.
Shewanella baltica 4,1 13,0 2,0 6,8 3,1 3,8 3,1 0,0 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr.
Shewanella japonica 5,0 9,8 8,1 19,8 3,4 2,2 6,8 -0,2 Aggr.

Sulfitobacter sp. KS8-4 4,3 6,0 2,5 5,0 4,6 33 33 0,4 Aggr.| Aggr. | Aggr. Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr.
Sulfitobacter sp. KS8-4 4,0 7,6 4,0 33 5,9 2,4 2,0 -0,1 Aggr. Aggr. Aggr. Aggr.| Aggr.
Algoriphagus yeomjeoni 4,5 19,3 3,3 6,0 3,3 4,4 3,3 2,2 Aggr. Aggr. Ager. | Aggr. |Aggr.| Aggr.
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VEDLEGG 8 - PROTOKOLLER

MasterPure Gram Positive DNA Purification Kit [55]

MasterPure Gram Positive DNA Purification Kit

1. Introduction

The MasterPure Gram Positive DNA Purification Kit provides all of the reagents needed to purify

DNA from Gram-positive and Gram-negative bacteria. Gram-positive bacteria lyse more readily after
treatment with Ready-Lyse ™ Lysozyme and the Gram Positive Cell Lysis Solution. Ready-Lyse
Lysozyme is a stable solution of a non-mammalian, non-avian recombinant lysozyme, with high
specific activity and no net charge at neutral pH. Thus, there is no waiting to dissolve the lysozyme and
it does not bind DNA.

2. Product designations and kit components

Catalog Reagent Part
Product Kit size number description number Volume
i e
TE Bufer S$S000001-03 20 mL
Masle&u’s» Proteinase K (50 polul) SS000099.02 100 b
gxr:\:rl::m p-.n:co:;mns MGP04100 RNase A (5 pg/iul) SS000213.02 ' 100 L

Kn
MPC Protein Preciptation

SS000399.02 20mL
Reagent

MasterPure Gram Postive Cell

SS000402-D4 15mL
Lysis Solution (2X) o o

3. Product specifications

Storage: Store the Proteinase K, Ready-Lyse Lysozyme and RNase A at -20 “C in a freezer without a
defrost cycle. Store the remainder of the kit at room temperature for ease of use.

Storage buffers: RNase A is supplied in a 50% glycerol solution containing 25 mM ammonium acetate
(pH 4.6); Ready-Lyse Lysozyme is supplied in a 50% glycerol solution containing 50 mM Tris-HCI

(pH 7.5), 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol (DTT) and 0.1% Triton® X-100 (Rohm

& Haas); Proteinase K is supplied in a 50% glycerol solution containing 50 mM Tris-HCI (pH 7.5),

100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 10 mM CaCIz, 0.1% Triton X-100 and 1 mM DTT.

Quality control: The MasterPure Gram Positive DNA Purification Kit is function-tested by purifying
DNA from Bacillus subtilis. DNA quality and yield are assayed by agarose gel electrophoresis,
spectrophotometry and use as a template for PCR.

4. Gram positive DNA purification protocol

1. Pellet by centrifugation, 1.0 mL of an overnight Gram-positive bacterial culture. Discard the
supermnatant.

2. Add 150 pL of TE Buffer and vortex to resuspend the cell pellet.

Add 1 pL of Ready-Lyse Lysozyme to each resuspended pellet (from 1.0 mL culture) of bacteria.

4. Incubate at 37 “C for 30 minutes to overnight. See examples in Table 1.

w
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MasterPure Gram Positive DNA Purification Kit

5. Dilute 1 pL of Proteinase K (50 pg/pL) into 150 pL of Gram Positive Lysis Solution for each 1.0 mL
of culture pellet.

6. Add 150 pL of the Proteinase K/Gram Positive Lysis Solution to the sample and mix thoroughly.

7. Incubate at 65-70 “C for 15 minutes, vortexing briefly every 5 minutes.

8. Cool the samples to 37 °C.

9. Place the samples on ice for 3-5 minutes and then proceed with DNA Precipitation.
Bacterial species Culture medium Ready-Lyse incubation ime  DNA yield pgimL
BacAlus subills Brain-heart infusion (BHI) 30 minutes a0
Uistena monocytogenes 84| Ovemight a3
Staphyfococcus aureus 84| Not needed 80
Staphylococcus epidermidls 8l Not needed 43
Streplococcus maens Todd-Hewtt Ovemight 30

“Addition of mutanolysn of steplolysin (Not ncluded ) can shormen the Sme 1o ~30 minues

Table 1. Examples of DNA yields from gram posiive bacterial species.

DNA precipitation

1. Add 175 pL of MPC Protein Precipitation Reagent to 300 pL of lysed sample and vortex mix
vigorously for 10 seconds.

Pellet the debris by centrifugation at 4 °C for 10 minutes at >10,000 x g in a microcentrifuge.
Transfer the supernatant to a clean microcentrifuge tube and discard the pellet.

Add 1 pL of RNase A (5 pgl/plL) to each sample and mix thoroughly.

Incubate at 37 °C for 30 minutes.

Add 500 pL of isopropanol to the recovered supernatant. Invert the tube 30-40 times.

Pellet the DNA by centrifugation at 4 °C for 10 minutes at >10,000 x g in a microcentrifuge.
Use a pipette tip to remove the isopropanol without dislodging the DNA pellet.

. Rinse the pellet with 70% ethanol. Centrifuge briefly if the pellet is dislodged.
10.Resuspend the DNA in 35 pL of TE Buffer.

©CENOON L LN

5. Further support

If you require any further support, please do not hesitate to contact our Technical Support Team:
techsupport@igegroup com.
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Expand High Fidelity PCR System [70]

2.  How to Use this Product

2.1  Before you Begin

General considerations

The aptimal conditions (incubation Bmes and lemperalures, concen-

traticns of enzyme, lemplate DNA, Mg®™") depend on the system used

and have 10 be determined individually. In particulsr, the Mg?* con-
centration and the amount of Expand enzyme mix used per assay
should be titrated for optimal efficiency of DNA synthesis

As a starting point for devedoping your assays, use the following

guidelines:

+ Dptimal enzyme concentration: 05 - § LS50 ul The recommended
“anting concentration i 26 U (0.75 ).

+ Optimal Mg®* concentration can vary from 1.5 - 4 mM. The recom-
mended starting concentration is 1.5mM when wsing 200 uM
dNTP (each).

+ dNTP concentration: alvays use balanced soltions of all fowr
dNTP. The final concentration of each dNTP should be between 50
and 500 pM; the most commonly used concentration is 200 pM
Increase concentrations of Mg®* when increasing the concentration
of dNTP.

+ The optimal bufler for the template DNA is either simply PCR grade

water or 5 - 10 mM Tris (pH 7 - 8). Avoid dissohing the template in

TE buffer because EDTA chelates Mg,

Uswally it is not necessary to add additives. Nevertheless in some

cases improvements can be achieved by wsing up 1o 100 mg/mi

bovine serum albumin (BSA), 0.1% Tween 20 (w\V) or 1 - 2% DMSO.

Sample Material
Template DNA &g, human genomic DNA®

A The guality of the template has a tremendous effect on the suc-
cess of the PCR.

22  Preparation of the Reaction Mixes

For a larger number of reactions, we recommend thal you prepare two
reaction mixes. This dreunvents the need of “Hot Stan” and svoids
that the 3°-5" exonucleass activity of the proolreading polymerase par-
tially degrades primers and lempliate during the reaction set-up.

Itis also recommendead to prepare a Master Mix for satting up multiple
reactions. The Master Mix typically containg all of the components
needed for all PCR tests o be performed at a valume 10% greater than
that required for the total number of PCR assays.

© Briefly vortex and centrifuge all reagents before starting.
© - Prepare two mixes in a sterile microfuge tubes (on ice)
* Mix 1 (Jor one reaction):

Reagent
enle double-dist water

Volume  Final conc.
add up o 29 ul

Deaxyrucleotide mix, 10 mMof 1l 200 M of
each ANTP) each dNTP
Upstream primer varisble 300 P
Davnstream primer variable 300 nM
Template DNA varisble 0.1 - 250 ng*
Final volume 28 pl

Mix 2 (for one reaction):

Reagent Volume  Final conc.
“erile double-diEL water 18.25 i

Expand High Fidelity bufler, 10x 5l 1% (1.5 mM
conc. with 15 mM MgCl, MgQl,)
Expand High Fidelity enzyme mix 075 pl 26 Ulreaction
Final volume 25 pl

@ When titrating the Mg** concentration use the Expand High
Fidedity bulfer, 10 cone. witheut MgCl, and the MgCL, stock
solution (25 mM).

© - Combine Mix 1 and Mix 2 in & thin-waled PCR tube (on ice).
* Gently vortex the mixture 1o produce a homogeneous reaction,
then centrifuge briefly o collect sample at the bottom of the
twbe

@ Overlay the reaction carefully with mineral ol if required by
your type of thermal cycler.

* g, buman genomic DNA template: 10 ng - 250 rg: plasmid  DNA 1em-
plate: 0.1 ng - 15 ng.

23  Thermal Cycling

Place samples in the tharmal block cycler, and stan cycling wsing the

thermal profile below. The gradually increasing extension Bme ensures

a higher yiedd of amplification products.

@ The elongation step should be performed st +68°C when PCR
products longer than 3 kb are amplified.

Temperature Time Cycles

Initial Denaturation 84°C 2 min 1%
Densturation as'C 15¢ 10%
Annealing 45 - B5°C" s
Elongation 68 or 72°C° 45 & - B miry?
Densturation 8s'C 15s 15 - 20x
Annealing 45 - B8°C* 30s
Elongation 7°Ce 45s-Bmin'+ 53

cytle elongation for

each suocassive cyce®
Final Elongation ~ 72°C° 7 min 1%
Coaling 4C unlimited time

b) Optimed annesling lemperature depends on the meling temperature of the
primers and the system used.
€) For PCR produces up 10 3 kb ekongation empersture shoukd be +72°C. for
PCR products larger than 3 kb dongation temperature should be +68°C.
o) Bongstion Sme dependts on fragment kength: 453 for up 10 075 kb, 1 min
for 1.5 kb, 2 min for 3 kb, & min for 6 kb, 8 min for 10 kb,
@) For exampis, cydde no 11§85 8 longer than cycke 10, cydde no, 12 8 10 & loe-
ger than cyde 10, cyde na. 12 Is 15 s longer than cydle 10, elc
@ The thermal profiles were developed for the Applied Biosystems
GeneAmp PCR System 9800. Other thermal block cyclers may
require different profiles.
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DNA Clean and Concentrator™-5 [72]

Protocol

Buffer Preparation

v" Before starting: Add 24 ml 100% ethanol (26 ml 95% ethanol) to the 6
m| DNA Wash Buffer concentrate. Add 96 ml 100% ethanol (104 ml
95% ethanol) to the 24 ml DNA Wash Buffer concentrate.

v DNA Wash Buffer included with D4001S and D4001T is supplied
ready-to-use and does not require the addition of ethanol prior to use.

Sample Processing

All centrifugation steps should be performed between 10,000 - 16,000 x g.

1. In a 1.5 ml microcentrifuge tube, add 2-7 volumes of DNA Binding
Buffer to each volume of DNA sample (see table below). Mix briefly

by vortexing.
Application DNA Binding Buffer : Sample Example
Plasmid, genomic DNA (>2 kb) 2:1 200 pl : 100 pl
PCR product, DNA fragment 5:1 500l @ 100 pl
ssDNA' (e.g. cDNA, M13 phage) 7:1 700 pl @ 100 pl

For efficient recovery of genomic or large DNA (> 20 kb to > 200 kb), use the Genomic DNA
Clean & Concentrator® (Cat. Nos. D4010, D4011).

2. Transfer mixture to a provided Zymo-Spin™ Column? in a Collection
Tube.

3. Centrifuge for 30 seconds. Discard the flow-through.

4. Add 200 pl DNA Wash Buffer to the column. Centrifuge for 30
seconds. Repeat the wash step.

5. Add =6 ul DNA Elution Buffer® or water” directly to the column matrix
and incubate at room temperature for one minute. Transfer the
column to a 1.5 ml microcentrifuge tube and centrifuge for 30 seconds
to elute the DNA.

Ultra-pure DNA is now ready for use.
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VEDLEGG

9 - FARE OG SIKKERHETSSETNINGER

Nedenfor presenteres fare- og sikkerhetssetninger for alle reagensene benyttet under oppgaven. Set-
ningene er hentet fra SINTEFs registrerte datablader i EcoOnline.

Marine Broth

Ingen kjente farer.

Bacteriological Agar

Ingen kjente farer.

Glyserol

Ingen kjente farer.

TE Buffer

Ingen kjente farer.

Ready-Lyse Lysozyme

Ingen kjente farer.

Proteinase K (50 pg/nL)

H315 Irriterer huden.

H319 Gir alvorlig eyeirritasjon.

H334 Kan gi allergi eller astmasymptomer eller pustevansker ved innédnding.
P261 Unnga innanding av stev/ reyk/ gass/ tdke/ damp/ aerosoler.

P264 Vask hud grundig etter bruk.

P280 Benytt vernehansker/ vernebriller/ ansiktsskjerm.

P302 + P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye vann.
P304 + P340 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og serg for at vedkommende
+ P312 har en stilling som letter andedrettet. Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER/

en lege ved ubehag.
P305 + P351 VED KONTAKT MED OYNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern
+ P338 eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore. Fortsett skyllingen.

Gram Positive Lysis Solution (2X)

H315

H319

H402

P264

P273

P280
P302+P352
P305+P351+
P338+P310

P332+P313

Irriterer huden

Gir alvorlig eyeirritasjon

Skadelig for akvatiske miljoer

Vask ... grundig etter bruk.

Unng4 utslipp til miljeet

Benytt vernehansker /verneklaer/eyevern/ansiktsvern.

VED HUDKONTAKT: Vask med mye vann

VED KONTAKT MED OYNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore. Fortsett skyllingen.
Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER/en lege/...

Ved hudirritasjon: Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER/en
lege/...
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MPC Protein Precipication Reagent

Ingen kjente farer.

RNase A (5 ng/nL)
Ingen kjente farer.

Isopropanol
H225
H319
H336
P210

P233

Meget brannfarlig veeske og damp.

Gir alvorlig eyeirritasjon.

Kan forarsake desighet eller svimmelhet.

Holdes vekk fra varme, varme overflater, gnister, apen ild og andre antenningskilder.
Royking forbudt.

Hold beholderen tett lukket.

P305+P351+ VED KONTAKT MED OYNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern

P338
P501

Etanol (70%)

H225
H319
P210
P243
P280

eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore. Fortsett skyllingen.
Innhold/beholder sorteres som farlig avfall. Skylt emballasje kan sorteres som plast.

Meget brannfarlig veeske og damp.

Gir alvorlig eyeirritasjon. Sikkerhetssetninger

Holdes vekk fra varme/gnister/dpen flamme/varme overflater. - Royking forbudt.
Treff tiltak mot statisk elektrisitet.

Bruk vernehansker/vernekler/vernebriller/ansiktsskjerm.

P305+P351+ VED KONTAKT MED OYNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.

P338

P403+P235

EB Buffer

Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore. Forsett
skyllingen.
Oppbevares pa et godt ventilert sted. Oppbevares kjolig

Ingen kjente farer.

QS High-Fidelty 2X Mastermix
Ingen kjente farer.

Primer 1, S-D-Bact-1492
Ingen kjente farer.

Primer 2, S-D-Bact-0011
Ingen kjente farer.

Nuclease Free Water

Ingen kjente farer.

Agarose

Ingen kjente farer.
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GelRed Nucleic Acid Gel Stain
Ingen kjente farer.

TAE Buffer (1X)

H373 Kan forarsake organskader ved langvarig eller gjentatt eksponering.
P260 Ikke innand stev /reyk/ gass/ tdke/ damp/ aerosoler.

P313 Sek legehjelp.

P501 Innhold/ beholder leveres til godkjent forbrenningsanlegg.
Loading Buffer

Ingen kjente farer.

GeneRuler 1kb DNA Ladder
Ingen kjente farer.

Binding Buffer

H302 Farlig ved svelging.

H315 Irriterer huden.

H319 Gir alvorlig eyeirritasjon.

P264 Vask ... grundig etter bruk.

P270 Ikke spis, drikk eller royk ved bruk av produktet

P280 — Benytt vernehansker /verneklaer/eyevern/ansiktsvern.

P301 + P310 VED SVELGING: Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER/
en lege/....

P302 + P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye vann/...

P305 + P351 VED KONTAKT MED OYNENE: Skyll forsiktig med vann i flere

P338 minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore.
Fortsett skyllingen.

P330 Skyll munnen.

P362 + P364 Tilselte kleer ma fjernes og vaskes for bruk

DNA Wash Buffer

Ingen kjente farer.

Mannitol
Ingen kjente farer.

Laminaran
Ingen kjente farer.

Alginat
Ingen kjente farer.

Fucoidan
Ingen kjente farer
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VEDLEGG 10 - RISIKOVURDERING

RISIKOANALYSE (alternativ til bruk av RiskManager)

Enhet/Institutt: SINTEF Industri, Avd Bioteknologi og nanomedisin, fg. Industriell og marin bioteknologi Dato opprettet: | 25.01.2022
Ansvarlig linjeleder
(navn): Havard Sletta Sist revidert: | 18.05.2022

Ansvarlig for aktivi-
teten som risikovur-
deres (navn):

Anne Tondervik

Deltakere (navn):

Kari Hjelen

Tilgjengelig(e) kon-
taktperson(er) under
labarbeid (navn):

Anne Tondervik

Beskrivelse av den aktuelle aktiviteten, omriadet mv.:

Risikoanalysen omfatter utstyr og kjemikalier som blir benyttet i forbindelse med gjennomferingen av bacheloroppgave. Arbeidsoppgavene er: tillaging av agarskaler flytende medium, dyrkning av ukjente
bakterier, ekstrahering og rensing av DNA, kjering av agarosegel, generell handtering av kjemikalier og kjering av BioLector.

Delaktivitet Mulig uensket hendelse Eksisterende risikoreduserende tiltak Vurdering Vurdering av konsekvens (K) Risiko- | Forslag til fo- | Restrisiko
av sannsyn- verdi | rebyggende etter tiltak
lighet (S) (S x K) | og/eller korri- SxK)
(1-5) Men- | Ok/ma-| Ytre Om- gendene tiltak
neske teriell | miljg | demme
(1-5) a-5 | d-5) | d-5)
Bruk av &pen flamme | Brannskader Unngé bruk av etanol i narheten av apen ild,
spesielt 1 forbindelse med bruk av hansker. 2 3 1 6
Generell varsomhet.
Arbeid med ukjente Oppdyrkning av organismer klassifi- Jobb i avtrekk eller sterilbenk. Folge gene-
bakterier for dyrkning | sert som Klasse 2 eller hoyere. Mulige | relle rutiner om god mikrobiologisk praksis. 3 2 6
og DNA isolasjon infeksjoner, eksponering for giftige el-
ler infeksiose stoffer.
Kjoring av DNA aga- | Eksponering for kjemikalier Bruk av hansker og labbriller under gelkjo- 5 1 -
rose gel farget med ring
GelRed Brannskade pga kontakt med varm Bruk av varmeisolerende hansker og verne-
agaroselgsning og mulig sprut under briller. Serge for at lokket ikke sitter tett pa > > 4
apning. flaskene under oppkoking av agaroselos-
ningen.
Eksponering for UV straling Bruk av gyebeskyttelse, langermete kler og 1 1 -
skjerm




DNA isolering og ren- | Eksponsering for lesemidler og kjemi- | Bruk av hansker og vernebriller. Bruk av av-

sing kalier. trekkskap og lukkede beholdere etter behov.
Les sikkerhetsdatablad

Sentrifugering Personskade pga rotor som lesner un- | Noyaktig balansering av preverer etter krav

der kjering.

ihht rotortype og sentrifugekopper. Korrekt
montering av rotor. Bruk av G-kraft tilpasset
rotor. Nyere sentrifuger stopper automatisk
ved feil (ubalanse, for hoy G-kraft).

Lagring av prever i
fryseskap

Stremstans og medfalgende tapte pro-
ver pga tining/oppvarming.

Frysere koblet til alarm.

Héndtering av kjemi-
kalier og lesninger, ge-
nerelt

"Kjemikalier kan utgjere en fare for ar-
beidstakers sikkerhet og helse. Det er
ulike veier en arbeidstaker kan ekspo-
neres for kjemikalier. Det kan skje ved
inndnding, gjennom huden, eller ved
svelging. Hvor farlig eksponeringen er,
avhenger av kjemikaliens egenskaper,
niva av eksponering, hvordan og hvor
lenge man har blitt eksponert. Kjemi-
kalier kan vaere akutt giftige, kreft-
fremkallende, mutagene (arvestoffska-
delige), reproduksjonsskadelige, aller-
gifremkallende, etsende og irriterende.
Noen kjemikalier kan ha akutte effek-
ter, mens andre kan gi helseplager eller
sykdom etter lang tid, ofte flere tiar."

"SINTEEF har et regelverk for kjemikalier.
Dette omfatter klassifisering, merking og
héndtering ihht gjeldende forskrifter (CLP
og REACH). Datablad skal leses ved innled-
ning til arbeid med nye kjemikalier og risi-
kostoffer. Alt arbeid med farlige kjemikalier
skal risikovurderes. Anbefalt verneutstyr
skal benyttes og arbeid i avtrekk der dette
kreves. Type verneutstyr avhenger av type
kjemikalier. Ved bruk av kjemikalier som
medforer serlig helsefare skal man folge
gjeldene regelverk for det aktuelle kjemika-
liet. Ved arbeid med kjemikalier som krever
registrering skal dette registreres i Ekspone-
ringsregisteret. Hjelpemidler for arbeid med
kjemikalier: EcoOnline (Stoffkartotek) Flyt-
skjema for kjemikaliehandtering (Link pa
forsiden) "

Oppstart av BioLector

Klemskader

Oppleering for bruk av instrument

Autoklavering av ut-
styr og losninger

Brannskade pa grunn av varme over-
flater eller vaesker

Temperaturbestandige hansker er tilgjenge-
lig

Vente til auto-
klav er tempe-
rert
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