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Opinnaytety6 tehtiin Suomen ymparistokeskuksessa osana Suomen Akatemian
rahoittamaa IMICROBE-tutkimushanketta, jossa on tarkoituksena mallintaa Eteldisen
jddmeren merijaan bakteeriyhteisoita erilaisissa ravinneolosuhteissa. Opinnéytetydn
tavoitteena oli maarittdd neljantoista merijaasta eristetyn bakteerikannan
optimikasvulampdatilat modifioiduilla ZoBell-agarmaljoilla 4, 10, 16 ja 20 °C:ssa seké
bakteerien generaatioaika optimikasvulampadtilassa nesteviljelmassa. Lisaksi tutkittiin
mité hiilenlahteita jaabakteerit kykenevat hyédyntamaan EcoPlate-kuoppalevyilla ja
kuvattiin bakteerit fluoresenssimikroskoopin avulla. Tavoitteena oli myds hyddyntaa
tuotettua tietoa genomipohjaisen gRodon-kasvunopeusohjelman parantamiseksi
aariolosuhteissa kasvavien bakteerikantojen osalta.

Neljastatoista jaabakteerikannasta kuuden bakteerikannan optimikasvulampatilaksi
maaritettiin 20 °C. Neljan bakteerikannan optimikasvulampdétila oli 16 °C ja kahden
kannan optimikasvulampétila oli 10 °C. Kahden bakteerikannan
optimikasvulampdétilaksi méaéaritettiin 4 °C.

Jaabakteerien kasvunopeutta nesteviljelmassa seurattiin mittaamalla sameutta
turbiditeettimittarilla ja viljelm&sta otettujen naytteiden solulukumé&arat analysoitiin
virtaussytometrilla. Generaatioaika maaritettiin kasvukayran eksponentiaalisen
vaiheen suoran kulmakertoimesta. Virtaussytometrianalyysin perusteella kaikille
bakteerikannoille muodostui kaksi solupopulaatiota: yksittaiset solut ja
aggregoituneet solut eli bakteerikasaumat. Lopulliseen tarkasteluun valittiin vain ne
kuusi bakteerikantaa, joilla oli enemman yksittaisia kuin aggregoituneita soluja.
Kahdenkymmenen asteen optimilampdtilassa kasvaneiden bakteerien generaatioajat
olivat 0,6—2,1 tuntia ja neljassa ja kymmenessa asteessa kasvaneiden
bakteerikantojen generaatioajat olivat 7,4—21,7 tuntia. grodon-ohjelma ennusti hyvin
vain nopeimmin kasvaneen bakteerin eli Pseudoalteromonas sp. 121:n
generaatioajan.

Jaadbakteerit hyodynsivat yhteensa 20:ta erilaista hiiliyhdistetta eli 64,5 % EcoPlate-
alustojen hiilenlahteista, joista kaytetyimpia olivat Tween 40- ja Tween 80 -polymeerit
seka hiilihydraatit tukien aiempia havaintoja polaarialueiden bakteerien
hiilenkaytosta.
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This Bachelor’s thesis study was carried out at the Finnish Environment Institute as
part of the Research Council of Finland funded IMICROBE research project on
bacterial communities in polar sea ice. The purpose of this thesis study was to
determine the optimal growth temperatures of fourteen sea-ice bacterial strains on
modified ZoBell agar plates at 4, 10, 16, and 20 °C, and the generation times of the
bacteria at their optimal growth temperature in liquid culture. In addition, the carbon
utilization patterns of the bacteria were investigated on EcoPlate well plates and the
bacteria were photographed using a fluorescence microscope. The ultimate aim was
to generate information to supplement the genome-based gRodon program to
determine growth rates.

Of the fourteen sea-ice bacterial strains, six strains had an optimal growth
temperature of 20 °C. The optimal growth temperature for four bacterial strains was
determined to be 16 °C and for two strains it was 10 °C. The optimal growth
temperature for two strains was determined to be 4 °C.

The growth rates of ice bacteria in liquid culture were monitored by measuring turbi-
dity with a turbidity meter and the cell counts of samples taken from the cultures were
analyzed with a flow cytometer. The generation times were determined using the
slope of the exponential phase of the growth curve. Based on the flow cytometry
analysis, all bacterial strains had two cell populations: single cells and aggregated
cells, i.e., bacterial clusters. The generation times were calculated only for six
bacterial strains, which had more single cells than aggregated cells. The generation
times of bacteria grown at an optimal temperature of 20 °C varied between 0.6-2.1
hours, and the generation times of bacterial strains grown at 4 and 10 °C varied
between 7.4-21.7 hours. The gRodon program predicted well only the generation
time of the fastest-growing bacterial strain Pseudoalteromonas sp. 121.

Sea-ice bacteria utilized a total of 20 different carbon compounds, i.e., 64.5 % of the
EcoPlate carbon sources, of which the most used were two polymers, Tween 40 &
Tween 80, and carbohydrates supporting previous observations of the carbon
utilization patterns of bacteria in polar regions.
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1 Johdanto

Opinnaytety6 tehtiin Suomen ymparistokeskuksen merentutkimuslaboratoriossa
kevaalla ja kesalla 2023 osana Suomen Akatemian rahoittamaa IMICROBE-
tutkimushanketta, jossa on tarkoitus mallintaa Eteldisen jadmeren merijaan
bakteeriyhteisdjen kasvua erilaisissa ravinneolosuhteissa. Tyon ohjaajina
toimivat erikoistutkija Eeva Eronen-Rasimus ja johtava tutkija Hermanni

Kaartokallio.

Opinnaytetytn tavoitteena oli maarittaa neljantoista napa-alueiden merijaésta
eristetyn bakteerikannan optimikasvulampdtilat agaralustalla sek& bakteerien
kasvunopeudet eli generaatioajat nesteviljelmassa. Bakteerien kasvua
nesteviljelmassa seurattiin turbiditeettimittarilla ja solulukumaarat maaritettiin
virtaussytometrilla. Lisaksi tutkittiin, mita hiilenlahteita ja&bakteerit kykenevat
hyodyntamaan Ecoplate-kuoppalevyilla, seké tutkittiin bakteerien morfologiaa

fluoresenssimikroskoopin avulla.

Jaabakteerit ovat runsaimpia merijaan sisassa elavista elidistd yhdessa
jaalevien kanssa (Arrigo 2014). Ne ovat kylm&é&n sopeutuneita eli psykrotrofisia
tai kylmaa rakastavia eli psykrofiilisia (Boetius ym. 2015). Jaabakteerit
hajottavat partikulaarista orgaanista ainesta ja vapauttavat ravinteita veteen. Ne
ovat osa ns. mikrobisilmukkaa, jossa liuenneen orgaanisen aineksen hiili
kierratetaan bakteeribiomassana takaisin ylemmille trofiatasoille laiduntajien
kayttoon. (Steiner ym. 2021.) Jaabakteerit ovat sopeutuneet elamaan hyvin
vaihtelevissa ymparistoolosuhteissa jaén suolataskuissa (Boetius ym. 2015),
joten niiden viljeltavyys laboratoriossa voi vaihdella paljonkin kaytetyn alustan ja

lampotilan mukaan (Junge ym. 2002).

Mikrobien kasvunopeus voi vaihdella lajin mukaan minuuteista useisiin paiviin.
Tieto mikrobien kasvunopeudesta perustuu enimméakseen laboratoriossa
helposti ja nopeasti kasvaviin lajeihin. (Weissman ym. 2021.) Mikrobien

todellisten kasvunopeuksien vaihtelua on vaikea arvioida (Weissman ym. 2021),



sill& yleisesti ottaen vain noin yksi prosentti ymparistéssa elavista

mikrobilajeista on viljeltavissa (Staley & Konopka 1985).

Mikrobien genomien pohjalta on laadittu tietokoneohjelmia, joiden avulla
voidaan paatella kasvunopeuksia ilman, etté bakteeria tarvitsee kasvattaa
laboratoriossa. Nama ohjelmat perustuvat enimmakseen kuitenkin nopeasti
kasvavien bakteerikantojen genomeihin ja kasvunopeuksiin. Ohjelmien
kehittdmisessa on kaytetty vain vahan aariolosuhteissa, kuten jaassa, elavia
lajeja. Nain ollen ohjelmien laskemat kasvunopeudet esim. psykrofiileille eivat

ole luotettavia. (Weissman ym. 2021.)

Tassa jaabakteeritutkimuksessa mukana olleiden bakteerikantojen genomit oli
sekvensoitu aiemmin (Eronen-Rasimus 2023), joten genomi- ja
kasvunopeustietoja voitaisiin kayttda genomiperustaisen gRodon-ohjelman
taydentamiseksi psykrotrofisten ja -fillisten bakteerikantojen osalta (Jlw-

ecoevo/gRodon2), mikéli kasvunopeudet saataisiin maaritettya.



2 TyOn teoria

2.1 Jaabakteerit

2.1.1 Yleista jAdbakteereista

Merijaa kattaa noin 10 % valtamerten pinnasta ja on keskimaarin n. 2-3 m
paksua. Jaan lampotila vaihtelee pintajaéassa yli —30 °C:sta talvella
sulamiskauden yli 0 °C:seen. Kun meri jaatyy kohti talvea, mikrobeja ja
meriveden suoloja konsentroituu huokoisen ja&n suolataskuihin ja kanaviin.
Suolataskujen suolapitoisuus vaihtelee lahes makeasta vedesta yli 24 %:iin
vuodenaikojen mukaan. Merijaéan bakteerit joutuvat siten kestamaan hyvin
vaihtelevia lampdtiloja ja suolapitoisuuksia. Kevaalla ja kesélla merijaan
bakteerit vapautuvat veteen jadn sulaessa. Arktisen alueen merijdan maara
vahenee n. 50 % kesaisin ja vastaavasti Antarktisella alueella n. 80 %.
Jaadbakteerilajiston on siita huolimatta havaittu eroavan meriveden

bakteeriplanktonyhteistjen koostumuksesta. (Boetius ym. 2015.)

Talvisin jaadbakteerien aktiivisuus ja runsaus ovat minimissaan (Steiner ym.
2021), mutta jaalevista peraisin oleva orgaaninen aines voi silti yllapitaa
bakteeriaktiivisuutta jopa kylmina talvikausina (Eronen-Rasimus ym. 2017).
Jotkin jaabakteerit voivat olla aktiivisia jopa —20 °C:ssa (Junge ym. 2004).
Kevaalla lisaantyva auringonvalo aiheuttaa jadlevien massakasvun, joka

mahdollista my6s bakteerien méaérien lisdantymisen (Steiner ym. 2021).

Arktisen ja Antarktisen merialueen jaabakteerit kuuluvat erityisesti seuraaviin
luokkiin: Flavobacteriia, Gammaproteobacteria ja Alphaproteobacteria.
Yleisimpia bakteerisukuja molemmilla napa-alueilla ovat Flavobacteriia-luokan
suvut Polaribacter, Psychrobacter, Psychroflexus ja Flavobacterium,
Gammaproteobacteria-luokan suvut Glaciecola ja Colwellia ja
Alphaproteobacteria-luokan suku Octadecabacter. (Boetius ym. 2015; Steiner
ym. 2021.) Jaabakteeriyhteisdjen koostumus ja runsaus vaihtelevat

vuodenaikojen mukaan, silla niitd saatelevat tekijat, kuten lampatila, suolaisuus,



valo, kaytettavissa olevat ravinteet, laidunnuspaine ja virusten vaikutus,

vaihtelevat vuodenajoittain (Steiner ym. 2021).

Kevaisin ja kesaisin kopiotrofiset bakteerit dominoivat jdabakteeriyhteisoja
(Eronen-Rasimus ym. 2017). Kopiotrofit ovat bakteereita, jotka ovat
sopeutuneet kasvamaan parhaiten ravinnerikkaissa ymparistoissa ja
muuttamaan kasvunopeuttaan vaihtuvien ravinnepitoisuuksien mukaan. Niiden
vastakohta ovat oligotrofiset bakteerit, jotka ovat sopeutuneet elaméaan
matalissa ravinnepitoisuuksissa. (Noell ym. 2023.) Ja&bakteeriyhteisoja
dominoivia kopiotrofisia bakteerisukuja ovat mm. Glaciecola, Colwellia,
Polaribacter ja Flavobacterium (Eronen-Rasimus ym. 2017; Steiner ym. 2021).
Naista Polaribacter ja Glaciecola olivat myds dominoivia talviaikaan yhdesséa

Octadecabacter-suvun kanssa (Eronen-Rasimus ym. 2017).

2.1.2 Psykrofiilisyys, optimikasvulampdtila ja kasvunopeus

Kasite psykrofiilinen on peraisin kreikan sanoista psychros eli kylmé ja philos eli
rakastava (Boetius ym. 2015). Moritan (1975) mukaan todelliset kylmaa
rakastavat bakteerit eli psykrofiilit ovat eli6itd, joiden optimikasvulampétila on n.
15 °C tai alle, maksimikasvulampdétila on n. 20 °C ja minimikasvulampdétila on 0
°C tai alle. Optimikasvulampdtilalla tarkoitetaan lampdtilaa, jossa elion
kasvunopeus on suurin. Minimikasvulampdtila on alhaisin lampdétila, jossa elid
voi selviytya ja lisaantya, kun taas maksimikasvulampdtila on korkein [Ampdtila,

jossa elion kasvu voi tapahtua. (Temperature and Microbial Growth.)

Todellisten psykrofiilien ajatellaan olevan suhteellisen harvinaisia, silla suurin
osa kylmistad ymparistoista eristetyista bakteereista on enemmankin kylmaan
sopeutuneita eli psykrotrofeja tai paremmin sanottuna psykrotolerantteja.
Néaiden bakteerien optimikasvulampétila on n. 20 °C tai enemman, mutta ne
pystyvat kasvamaan myo6s nollan asteen tienoilla, koska ne ovat

ravinnonkaytoltaan ja ekofysiologialtaan mukautuvia. (Bowman 2001: 591.)



Psykrofiiliset bakteerit voivat kasvaa nopeastikin (Morita 1975), ainakin
optimaalisissa olosuhteissa (Moyer ym. 2017). Esimerkiksi meressa elavan
bakteerin, Vibrio marinus, generaatioaika eli solupopulaation
kaksinkertaistumiseen kuluva aika oli 80,7 minuuttia 15 °C:n
optimikasvulampdétilassa, mutta se nousi 226 minuuttiin 3 °C:ssa (Morita &
Albright 1965). Alaskan merijaasta eristetyn jaébakteerin, Psychromonas
ingrahamii, optimikasvulampdétila on 5 °C, jossa sen generaatioaika on 12
tuntia, mutta —12 °C:ssa generaatioaika kasvoi 240 tuntiin eli 10 péaivaan
(Breezee ym. 2004).

2.1.3 Kylmaan sopeutuminen

Kylmassa elavat eliét ovat kehittaneet biokemiallisia ja ekofysiologisia
sopeutumia optimoidakseen aktiivisuuttaan matalissa lampdtiloissa (Bowman
2001: 591). Psykrofiilien ensisijainen sopeutuma kylmiin lampdétiloihin on
yllapitdd solukalvon juoksevuutta matalissa lampdtiloissa sailyttaakseen kyvyn
ottaa ravinteita. Solukalvon homeostaasia ja biokemiallisia prosesseja pitavat
vastaavista aineista. (Moyer ym. 2017.) Liuenneen orgaanisen aineen hajotus
merijddssa vaatii matalissa lampatiloissa toimivia ekstrasellulaarisia entsyymeja
(Mock & Thomas 2005). Muita sopeumia ovat jaatymisenestoproteiinien ja
ekstrasellulaaristen polymeerien eli EPS:n (=extracellular polymeric
substances) tuotto. EPS koostuu enimmakseen polysakkarideista, mutta siina
voi olla myds proteiineja, DNA:ta tai lipopolysakkarideja. (Boetius ym. 2015.)
Bakteerien liséksi erityisesti jaalevat tuottavat EPS:&& (Mock & Thomas 2005).

EPS:n tuoton on kokeellisesti havaittu kasvavan jopa 20-kertaiseksi
Pseudoalteromonas-sukuun kuuluvalla bakteerilla, kun sitd kasvatettiin —2 ja 10
°C:ssa verrattuna 20 °C:seen (Nichols ym. 2005). Bakteerit erittavat EPS:aa
ymparistdolosuhteiden muuttuessa, silla se suojaa seka jaatymiselta etta
osmoottiselta stressiltd. EPS edistdd myds solujen kasautumista ja mahdollistaa
biofilmin muodostuksen ja&ssa ja jaan alla. (Boetius ym. 2015.) Merijaan

suolataskut vaikuttavat olevan enemman biofilmin kaltaisia systeemeja kuin



avovesimaisia, koska niissa on korkeat elidpitoisuudet ja suuria maaria EPS:44,
mika aiheuttaa geelimaisen matriksin muodostumisen (Krembs & Deming
2008).

2.2 Kasvatusalustat ja optimikasvulampdtilan maarittdminen

Jaasta eristettyjen bakteerien viljeltavyys laboratoriossa voi vaihdella paljonkin
kaytetyn alustan ja lampdtilan mukaan (Junge ym. 2002). Psykrofiilisten
bakteerien kasvatukseen ei ole olemassa spesifia kasvatusalustaa, mutta
parhaana yleisalustana merilajeille pidetdan ZoBell Marine 2216 -alustaa
(Bowman 2001: 593). Se jaljittelee meriveden suolapitoisuutta (n. 3,4 %) ja
mineraalikoostumusta seké sisaltdd peptonia ja hiivauutetta ravinteiden
lahteena (Zobell Marine Agar). Hankalammille lajeille suositellaan laimeampia

alustoja, jotka on tehty suodatettuun meriveteen (Bowman 2001: 593).

Optimikasvulampdtilan maarittdmiseen voidaan kayttaa joko kasvatusliuosta tai
kiinteda alustaa. Tarkempi optimikasvulampdétila saadaan kayttamalla
kasvatusliuosta. Kiintedn ja nestemaisen kasvualustan valilla
optimikasvulampdatiloissa on havaittu n. 5 asteen ero mahdollisesti siksi, etta
kiintealla alustalla bakteerikasvustot voivat kuivua. Esim. useimmat
Polaribacter-lajit kasvavat liuoksessa 15-20 °C:ssa, mutta agarmaljoilla kasvu
tapahtuu maksimissaan 10-12 °C:ssa. Siten optimikasvulampdtila voidaan
aliarvioida kayttamalla agarmaljoja. Optimilampoétilakasvatuksia tulisi tehda 5

asteen valein alkaen 0-5 °C:sta. (Bowman 2001: 606.)

2.3 Kasvukayran maarittaminen turbiditeettimittarilla

Bakteerien kasvukayréd voidaan maarittaa turbiditeettimittauksen avulla.
Kasvatusliuoksen sameus eli turbiditeetti kasvaa, kun bakteerit lisdantyvat
kasvatusliuoksessa. Turbiditeetti& voidaan seurata spektrofotometrilla, joka
mittaa valon lapipaasya bakteerikasvuston lapi detektorille aallonpituudella 600
nm (ODeoo). Turbiditeettimittauksella voidaan seurata bakteerikasvuston

kehittymist&, mutta tarkkoja bakteeriméaria silla ei saada selville. (Tortora ym.



2021: 198-199; Pusterla 2018.) Bakteerimaarat voidaan selvittaa ottamalla
kasvatusliuoksesta nayte ja tekemalla maljakasvatuksia (Tortora ym. 2021: 198)

tai mittaamalla bakteerimaarat virtaussytometrilla (Singh ym. 2019).

2.4 Solulukumaarien maarittdminen virtaussytometrilla

Virtaussytometrilla voidaan maarittaa liuoksessa olevien solujen lukumaaria,
analysoida solujen kokoa seké erotella erilaisia solupopulaatiota toisistaan
(Introduction to flow cytometry). Virtaussytometri koostuu valonlahteesta
(yleensa laser), virtaussolusta, hydraulisesta nestejarjestelmasta, optisista
suodattimista, detektoreista, kuten fotodiodeista tai valomonistinputkista ja
datankasittely-yksikdsta. Virtaussytometrissa solut kulkevat nestevirtauksen
mukana yksitellen virtaussolussa valonlahteen ohi. Solujen aiheuttama valon
taittuminen ja varjattyjen solujen emittoima fluoresenssi voidaan mitata
detektoreilla. Optisilla suodattimilla valitaan sopiva valon aallonpituus mittausta

varten. (Diaz ym. 2010.)

Perinteisissa virtaussytometreissa solut saadaan kulkemaan yksitellen
nestevirtauksessa ns. hydrodynaamisen fokusoinnin avulla, jolloin solut
ohjataan erillisen vaippanesteen virtauksen avulla yksitellen kapeaan
suuttimeen valonlahteen lapi (Diaz ym. 2010). Uudemmissa
virtaussytometreissa kaytetdan patentoitua tekniikkaa, jossa solut imetéan
mikrokapillaarisen virtaussolun lapi yksitellen laserin ohi (kuva 1). Taten ei
tarvita erillista vaippanestetta ja voidaan kayttaa pienia naytemaaria seka

tuotetaan vahemman jatettd. (Guava® Flow Cytometry easyCyte™ Systems.)
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Kuva 1. Virtaussytometrin nestejarjestelmat perinteisessa ja guava-
patentoidussa mikrokapillaarisysteemissa (Guava® Flow Cytometry easyCyte ™
Systems).

Virtaussytometrin valonléhteena kaytetaan yleensa 1-3 laseria. Naista kaytetyin
on sininen laser, joka tuottaa valoa aallonpituudella 488 nm. Laitteissa on usein
myds punainen (630 nm) ja violetti laser (300—400 nm). (Adan ym. 2017.) Kun
solut valaistaan laserilla, solujen aiheuttama valon hajonta kertoo solun
rakenteellisista ja toiminnallisista ominaisuuksista. Valonlédhteen edessa olevat
detektorit mittaavat solusta eteenpain siroavaa valoa eli FS:aa (=forward
scatter) ja sivussa olevat detektorit mittaavat valon sivusuuntaista hajoamista el
SS:aa (=side scatter) (kuva 2). Eteenpain siroava valo antaa tietoa solun
koosta ja sivusuuntainen hajoaminen kertoo solujen kompleksisuudesta, joten
naita parametreja voidaan kayttaa solupopulaatioiden erottamiseen toisistaan.

(Diaz ym. 2010; Introduction to flowcytometry.)

Forward scatter

Side scatter

Kuva 2. Solun aiheuttama valon siroaminen virtaussytometrissa (Introduction to
flow cytometry).



Useilla lasereilla mahdollistetaan erilaisten fluoresoivien vériaineiden eli
fluorokromien kayttaminen solujen tai niiden eri osien havaitsemiseksi.
Fluorokromilla varjatysta solusta mitataan sen emittoimaa fluoresenssia, kun
solua eksitoidaan laserilla sopivalla aallonpituudella. (Aebisher ym. 2017.)
Esimerkiksi bakteerisolumaarien laskemiseen voidaan kayttad DNA:han

sitoutuvia variaineita, kuten SYBR-greenia (Singh ym. 2019).

Virtaussytometri mittaa solun aiheuttamia hajontasignaaleja ja useita
fluoresenssiparametreja kaytettavissa olevien lasereiden ja detektorien méaaran
mukaan, minka jalkeen signaali analysoidaan ohjelmistolla. Erityisesti
kiinnostavia alueita tai populaatioita voidaan valita asettamalla portteja (kuva 3).
Solut pyritéan myoés erottamaan taustasta, roskista tai muista pienista
hiukkasista. (Diaz ym. 2010.)

o
10% E1 E2 2 ] G
] e |
102+ Gale G > 5 S—
| 1 5 |
w
1013 ‘é ]
E3 o = z
100 PR e g TYTIr =T rrreTy LALAS
] R 100 100 102 10°
Green fluorescence (FL1)
100 100 102 10°
FL3

Kuva 3. Asettamalla portteja (vasemmassa kuvassa G) voidaan tutkia erilaisten
solupopulaatioiden ominaisuuksia virtaussytometrin ohjelmistolla (Diaz ym.
2010).

2.5 Bakteerien kasvuvaiheet ja kasvunopeus eli generaatioaika

Bakteerien kasvunopeus maaritellaan solulukumaaran lisddntymisena
(Solubiologia: Kasvu ja lisddntyminen). Yleensa bakteereilla on aluksi uudessa
kasvatusliuoksessa ns. viivevaihe, jonka aikana solut eivat lisddnny vaan
sopeutuvat uusiin olosuhteisiin. Taman jalkeen kasvu tapahtuu
eksponentiaalisena eli bakteerien lukumaaran logaritmi kasvaa lineaarisesti

ajan funktiona, mikali olosuhteet ovat vakaat. Tama tapahtuu yleensa nopeasti.
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Lopulta solujen kasvu estyy joko ravintoaineiden loppumisen tai
aineenvaihdunnan haitallisten lopputuotteiden kertymisen takia eli seuraa ns.
stationaarivaihe. Solulukumaara sailyy vakiona, koska soluja kuolee ja syntyy
yhta paljon. Taman jalkeen solut alkavat kuolla. (Solubiologia:
Mikrobipopulaation kasvuvaiheet.) Kuvassa 4 on esitelty bakteerien kasvun

vaiheet.

LogqoN;

logqp2 N
(—“’ = kulmakerroin

LogoNo

Aika (h)

Kasvun vaiheet

Viive- Eksponen- Statio-  |Kuolin-
vaihe tiaalinen naari- vaihe
vaihe vaihe

Kuva 4. Bakteerien kasvun vaiheet (Bakteerien kasvun maarittdminen,
muokattu lahteesta).

Generaatioaika (t,) on aika (h), joka kuluu bakteeripopulaation kahdentumiseen

eksponentiaalisen kasvun aikana. Kun populaation alkuperainen solulukumaara

kahdentuu ajassa t,, talloin solulukuméaara (N) hetkella t on N,2™, jossa N, on
alkuperainen solulukumaara ja n on jakautumisten maara ajassa t. Saadaan

kaava N, = N,2". Talloin generaatioaika t, on % josta voidaan johtaa, ettd n on

ti. (Bakteerien kasvun maéarittdminen.)
g

Ratkaistaan n kaavasta N, = N,2™ ottamalla siita logaritmi: log,oN; = log,oN,

+ n log,,2. Sijoitetaan edelliseen kaavaan n = tl jolloin saadaan kaava:
g
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109102

" t.Kun bakteerin kasvatusliuoksesta maaritettyjen
g

log10Ne = log1oNo +

solulukumé&arien logaritmi (log,,) ilmoitetaan kasvatusajan funktiona,

_ , _ lodana
generaatioaika (t,) voidaan laskea saadun suoran kulmakertoimesta (—ofm )
g

(kuva 4). Generaatioaika t, on siten: (Bakteerien kasvun maarittaminen.)

log102 _ 0,301
9 kulmakerroin  kulmakerroin

2.6 Genomiperustaiset kasvunopeusmallit

Bakteerien generaatioajat vaihtelevat minuuteista muutamiin paiviin.
Generaatioaikoja mitataan tyypillisesti laboratoriokasvatuksissa, joiden
olosuhteet eivat valttamatta ole sopivia, koska aina ei ole tarpeeksi tietoa
kyseisen lajin fysiologiasta. Liséksi laboratoriokasvatuksissa on tutkittu
enemman helposti ja nopeasti kasvatettavia bakteereita. Kuitenkin luonnossa
on monia elinymparist6ja, kuten meri ja maapera, joissa on paljon hitaasti

kasvavia mikrobeja. (Weissmann ym. 2021.)

Viime vuosina bakteerien kasvunopeuksien maarittamiseksi on kehitelty
genomipohjaisia tietokoneohjelmia (Vieira-Silva & Rocha 2010; Weissmann ym.
2021). Genomisekvensseista voidaan siten ennustaa kasvunopeuksia lajeille,
joiden kasvattaminen laboratoriossa on vaikeaa. Lisdksi ohjelmat tarjoavat
mahdollisuuden analysoida mikrobien metagenominaytteité eli kokonaisen
elidyhteisdn geeneja eri ymparistoista. Siten voidaan saada selville
kokonaiskuva kyseisen yhteison bakteerien kasvunopeuksista verrattuna muihin

elinymparistoihin. (Weissmann ym. 2021.)

Vieira-Silvan & Rochan (2010) mukaan kasvunopeutta pystytaan parhaiten
ennustamaan ribosomaalisia proteiineja koodaavien geenien tai muiden
runsaasti ilmentyvien geenien kodonikayton poikkeamalla. Geenin koodissa
samaa aminohappoa voi koodata useampi kodoni, mutta on havaittu, etta

geenien koodeissa toistuu usein vain yksi kodoni monista vaihtoehdoista. Tata
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sanotaan kodonikayton poikkeamaksi. Sen on havaittu olevan yleisempaa

nopeakasvuisilla bakteerilajeilla. (Vieira & Rocha 2010.)

Weissmann ym. (2021) kehittivat gRodon-ohjelman kasvunopeuksien
arvioimiseksi Vieira-Silvan & Rochan (2010) kodonikayton poikkeamaan
perustuvan growthpred-ohjelman pohjalta. Weissmannin ym. (2021) mukaan
gRodon-ohjelman laskemat generaatioajat vaikuttavat olevan luotettavia jopa
viiteen tuntiin asti. Toisaalta ohjelman laatimisessa on kaytetty vain vahan
aarilampatiloissa kasvavia mikrobeja, joten niiden osalta ohjelman perusteella ei
kannata tehda kovin pitkélle menevia johtopaattksia (Weissmann ym. 2021). Yli
viiden tunnin generaatioajoilla ohjelma pystyy ennustamaan ainoastaan
mikrobin hidaskasvuisuuden, mutta ei sitd, kuinka hitaasti mikrobi kasvaa.
Mallin arviot ovat tasséa tapauksessa yleensa aliarvioita. (Predicting maximal

growth rates with gRodon.)

2.7 Fluoresenssimikroskopia

Fluoresenssimikroskopiassa hytdynnetaan aineiden kykyéa absorboida valon
lyhyit& ultravioletin tai sinisen alueen aallonpituuksia ja emittoida valoa
pidemmilla aallonpituuksilla, kuten vihrealla tai punaisella. Lamppujen
valonlahteen& kaytetaan yleensa ksenonia tai elohopeaa, mutta kaytgssa on
myos led- ja laserlamppuja. Jos nayte ei itse fluoresoi, se voidaan varjata
fluorokromeilla, jolloin nayte nahdéaan kirkkaana tummaa taustaa vasten. (Rijal
2022a; Tortora ym. 2021: 82—-83.) Tyypillisia fluoresoivia vareja ovat DAPI,
akridiinioranssi ja auramiini-rodamiiini (Rijal 2022a). Akridiinioranssia kaytetaan
yleisesti fluoresenssimikroskopiassa mikrobien tutkimiseen. Se kulkeutuu

solujen sisdén ja sitoutuu nukleiinihappoihin. (Rijal 2022b.)

Kun fluoresoivaa naytetta tarkastellaan fluoresenssimikroskoopissa,
elohopealampun tuottamat lyhyemmat aallonpituudet (UV tai sininen valo)
menevat lapi eksitaatiosuodattimesta. Dikroidinen peili heijastaa valon
naytteeseen, jolloin naytteen fluorokromit absorboivat lyhytaallonpituista valoa

ja emittoivat dikroidisen peilin kautta pidemmaén aallonpituista valoa
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emissiosuodattimen |&pi. Mikroskoopin okulaarissa ndhdaan silloin
fluorokromeilla leimattuja mikrobeja tummaa taustaa vasten. (Rijal 2022a.)

Fluoresenssimikroskoopin osat on esitelty kuvassa 5.

detector

ocular R
emission filter

 ——

dichroic mirror I —
L —

objective

specimen

=

light source

excitation filter

Kuva 5. Fluoresenssimikroskoopin osat (Rijal 2022a).

2.8 EcoPlate-kuoppalevyt

Bakteerien kykya hyoddyntéa erilaisia hiiliyhdisteitad voidaan tutkia esimerkiksi
Biolog EcoPlate -kuoppalevyjen avulla. EcoPlate-levyissa on 31 eri
hiiliyhdistetta 96-kuoppaisella levylla. Ne on suunniteltu mikrobien ekologian ja
mikrobiyhteis®jen tutkimista varten ja niiden avulla on tutkittu mm. maaperan,
veden ja jateveden mikrobeja. (Biolog EcoPlate™.) Taulukossa 1 on esitelty
EcoPlate-kuoppalevyjen sisaltamat hiiliyhdisteet ja niiden luokittelu Weberin &

Leggen (2009) mukaan.

Taulukko 1. Ecoplate-kuoppalevyjen sisaltamat hiiliyhdisteet ja niiden luokittelu
(Weber & Legge 2009).

Hiiliyhdiste Luokittelu

Metyylipyruvaatti hiilihydraatti

Tween 40 kompleksinen hiilenlahde
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Hiiliyhdiste

Luokittelu

Tween 80

kompleksinen hiilenlahde

Alfasyklodekstriini

kompleksinen hiilenl&ahde

Glykogeeni kompleksinen hiilenl&ahde
D-sellobioosi hiilihydraatti
Alfa-D-laktoosi hiilihydraatti
Beta-metyyli-D-glukosidi hiilihydraatti
D-ksyloosi hiilihydraatti
I-erytrioli hiilihydraatti
D-mannitoli hiilihydraatti
N-asetyyli-D-glukosamiini hiilihydraatti

D-glukosamiinihappo

karboksyylihappo

Glukoosi-1-fosfaatti

hiilihydraatti

D, L-alfa-glyserolifosfaatti

hiilihydraatti

D-galaktonihappo gamma-laktoni

karboksyylihappo

D-galakturonihappo

karboksyylihappo

2-hydroksibentsoehappo

karboksyylihappo

4-hydroksibentsoehappo

karboksyylihappo

Gamma-aminovoihappo

karboksyylihappo

Itakonihappo

karboksyylihappo

Alfaketovoihappo

karboksyylihappo

D-hydroksibutaanidihappo

karboksyylihappo

L-arginiini aminohappo
L-asparagiini aminohappo
L-fenyylialaniini aminohappo
L-seriini aminohappo
L-treoniini aminohappo
Glysyyli-L-glutamiinihappo aminohappo
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Hiiliyhdiste Luokittelu
Fenyylietyyliamiini amiini
Putreskiini amiini

EcoPlate-kuoppalevyissa jokainen hiiliyhdiste esiintyy kolmena replikaattina ja
liséksi kolme kuoppaa toimii kontrollikuoppina ilman hiilenlahdettd. Jokaisessa
kuopassa on myds varitonta tetrazolium-variainetta. Kun bakteeri hajottaa
kuopassa olevaa hiiliyhdistettd, muodostuu NADH:ta, joka pelkistaa tetrazolium-
variaineen, jolloin se muuttuu varitttmasta violetiksi formatsaaniksi (kuva 6).
(Weber & Legge 2010.)

/@ |
-3 mitochondrial
<:>_<N““N reductase

W

N\QL O/Lm\r\%

Kuva 6. Tetrazolium-variaineen pelkistyminen formatsaaniksi (M465: Biolog
Ecoplates).

Jos bakteerin genomissa ei ole kyseisen hiiliyhdisteen hajotukseen tarvittavan
entsyymin geenia, varinmuutosta ei tapahdu. Jos bakteerin respiraatio on
hidasta tai pysahtynyt, varinmuutosta ei myoéskaan tapahdu. (Vehkala ym.
2015.) Tulos luetaan joko silmamaaraisesti varin muodostuksen perusteella tai
mittaamalla naytteen absorbanssia aallonpituudella 590 nm Microstation-

laitteella (Biolog EcoPlate ™).
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3 Materiaalit ja menetelmat
3.1 Tutkitut bakteerikannat

Tutkittavista bakteerikannoista 12 kantaa oli keratty Antarktikselta
Weddellinmeren 1-vuotisesta ajojaasta vuonna 2013 seka Terra Nova Bayn
merijddsta vuonna 2015. Naiden lisaksi mukana oli kaksi bakteerikantaa
arktisen alueen merijaasta Huippuvuorten pohjoispuolelta vuodelta 2015.
Naytteet oli sailotty 15-prosenttiseen glyseroliin —80 °C:seen. (Eronen-Rasimus
2023; N-ICE2015.) Bakteerikannat tunnuksineen ja alkuperaalueineen on

esitelty taulukossa 2 (Eronen-Rasimus 2023).

Taulukko 2. Tutkitut bakteerikannat ja niiden alkupera.

Bakteerikanta Alkupera
Psychrobacter sp. 118 Terra Nova Bay 2015
Pseudoalteromonas sp. 121 Terra Nova Bay 2015
Pseudomonas sp. 132 Terra Nova Bay 2015
Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140 Terra Nova Bay 2015
Halomonas sp. 363 Weddellinmeri 2013
Paraglaciecola sp. 372 Weddellinmeri 2013
Paracoccus sp. 392 Weddellinmeri 2013
Colwellia sp. 403 Weddellinmeri 2013
Octadecabacter sp. 405 Weddellinmeri 2013
Polaribacter sp. 408 Weddellinmeri 2013
Pseudoalteromonas sp. 415 Weddellinmeri 2013
Octadecabacter sp. 419 Weddellinmeri 2013
Psychrobacter sp. N1 Arktinen meri 2015
Psychrobacter sp. N73 Arktinen meri 2015
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3.2 Kasvualustat

Jaabakteereita kasvatettiin modifioidulla ZoBell-agarmaljoilla sekd vastaavassa
kasvatusliuoksessa. Maljat valmistettiin sekoittamalla 15 g agaria (Sigma-
Aldrich), 33 g Reef Crystals -suolaa (Aquarium Systems), 5 g peptonia (Sigma-
Aldrich), 1 g hiivauutetta (Sigma-Aldrich) ja 1 litra Milli Q -vetta. Kasvatusliuos
valmistettiin samoista aineista ilman agaria. Kasvatusalustoja kutsutaan tasta
eteenpain RC-alustoiksi Reef Crystals -suolan mukaan. Seoksia keitettiin 1
minuutti, jonka jalkeen ne autoklavoitiin 121 °C:ssa 20 minuuttia. Agar
kaadettiin maljoille laminaarissa ja agarin annettiin jAhmettya n. 2 tuntia. Valmiit

maljat sailytettiin 4 °C:ssa.

Esikasvatuspulloina kaytettiin 50 ml:n erlenmayer-pulloja, joihin kaadettiin 20 ml
RC-kasvatusliuosta. Varsinaisina kasvatuspulloina kaytettiin 500 ml:n klett-
pulloja, joihin kaadettiin 200 ml RC-kasvatusliuosta. Pullot suljettiin foliokorkilla
ja ne autoklavoitiin 121 °C:ssa 20 minuuttia. Kasvatuspullot sailytettiin

huoneenlampdtilassa foliokorkilla suljettuina.

3.3 Bakteerien esikasvatus ja optimikasvulampdtilan maarittaminen

Jaabakteerit siirrostettiin superpakastimesta glyseroliin sailétyista naytteista
pipetoimalla riittavasti sulanutta liuosta RC-agarmaljoille (4 maljaa/bakteeri)
laminaarissa. Liuos levitettiin maljoille lasisauvoilla hajotusviljelyna. Maljat
inkuboitiin 4, 10, 16 ja 20 °C:ssa.

Bakteerien kasvua maljoilla seurattiin paivittain ja optimikasvulampoétilaksi
valittiin se lampdtila, jossa bakteeri muodosti pesékkeitd nopeimmin. TA&man
lampatilan maljasta tehtiin puhdasviljelma siirrostamalla yksi pesake
hajotusviljelyn& uudelle maljalle. Optimikasvulampétilassa inkuboidusta
puhdasviljelmasta siirrostettiin yksi erillispesdke esikasvatuspulloon, jossa oli 20

ml RC-liuosta. Tasta poikettiin Polaribacter sp. 408 -kannan kohdalla, silla se ei
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lahtenyt kasvuun yhdesta pesakkeesta vaan bakteerimassaa siirrostettiin

suurempi maara esikasvatuspulloon. Esikasvatuspulloja inkuboitiin

optimilampdtilassa ravistelijalla (120 rpm), kunnes kasvatusliuos sameni.

Kuvassa 7 on esitelty jaabakteerien esikasvatusmenetelma.

RC-agarmaljat

Puhdas-
viljelma
optimikasvu-
lampétilassa

RC-
agarmaljassa

Esikasvatus 20 ml

Kuva 7. Jaabakteerien esikasvatusmenetelmé& RC-alustoilla.

3.4 Kasvukayran muodostaminen turbiditeettimittauksella

Samentunutta esikasvatusliuosta siirrostettiin 1 ml klett-pulloihin, joissa oli 200

ml kasvatusliuosta. Kolmen bakteerikannan kohdalla tasta tehtiin poikkeus, silla

kannat Colwellia sp. 403, Polaribacter sp. 408 ja Octadecabacter sp. 419 eivat

lahteneet kasvuun 1 ml:n siirrostuksella. Esikasvatusliuosta siirrostettiin 19 ml

klett-pulloon, jotta kasvatus saatiin kaynnistymaan. Kuvassa 8 on esitelty RC-

liuosta sisaltavia klett-pulloja, joiden kylkeen liitetysta koeputkesta pystytaan

mittaamaan kasvatusliuoksen absorbanssi suoraan.

e WL

PYREX \
500m {—*
\

Kuva 8. RC-kasvatusliuosta sisaltavia klett-pulloja.
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Klett-pulloja inkuboitiin optimilampatilassa ravistelijalla (120 rpm) ja samalla
bakteerien kasvua seurattiin mittaamalla ajoittain klett-pullosta absorbanssi
(ODsoo) turbiditeettimittarilla (Biochrom Ultrospec 10), kunnes bakteerin kasvu
oli saavuttanut stationaarivaiheen tai turbiditeettimittarin asteikko oli kaytetty
loppuun. Absorbanssi mitattiin kahtena rinnakkaisena ja niista laskettiin
keskiarvo. Bakteerin kasvukayra muodostettiin ilmoittamalla absorbanssi ajan
funktiona. Turbiditeettimittausten yhteydessa liuoksesta otettiin 930 pl:n nayte,
johon lisattiin 70 pl 16-prosenttista paraformaldehydia (Alfa Aesar) ja nayte

pakastettiin superpakastimeen (—80 °C).

3.5 Bakteerien solulukumaarien mittaaminen virtaussytometrilla

Klett-kasvatuksista otettujen bakteerindytteiden solulukumaarat selvitettiin
virtaussytometrin (Guava easyCyte SL) avulla. Naytteista valittiin mitattavaksi
5—-6 eksponentiaalisen vaiheen naytetta. Superpakastimessa olleet naytteet
sulatettiin huoneenlammaossa. Naytteista tehtiin 10-kertainen laimennos 1-
prosenttiseen Tris-EDTA-puskuriin (pH 8, VWR). Laimennoksiin lisattiin 1 tippa
0,5-prosenttista Triton X -liuosta (valmis liuos) ja niita sonikoitiin kaksi minuuttia

jAdvesihauteessa ultradénilaitteessa (Bandelin Sonorex Digitec).

Mitattavat naytteet tehtiin kahtena rinnakkaisena edella mainitusta 10-
kertaisesta laimennoksesta. Rinnakkaisnaytteita laimennettiin 1-prosenttisella
Tris-EDTA-puskurilla tarvittavissa maarin. Naytteisiin lisattiin 3 pl SYBR R
Green -variainetta (valmis liuos), ne vorteksoitiin ja siirrettiin huoneenlammaossa
pime&an 10 minuutiksi ennen analysointia virtaussytometrilla. Naytteiden
laimentamistarve (50—-2500 x) maaritettiin seuraamalla virtaussytometrin
laskemaa solulukumaarad, jonka tulisi olla 250—-750 solua/pl luotettavan
tuloksen saamiseksi. Mikali tulos ei ollut annetulla valilla, naytteesta tehtiin uusi

laimennos ja se maaritettiin uudestaan.
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Virtaussytometrissa kaytettiin sinista laseria (488 nm) vihrealla detektorilla
(kynnysarvo 500) ja saantoasetuksina kaytettiin oletusasetuksia. Analysointiin
kaytettiin InCyte 4.5.25.2 -ohjelmistoa. Suomen ymparistokeskuksen tutkija

Lumi Haraguchi saati tarvittavat portit ja alueet InCyte-ohjelmistossa.

Virtaussytometrin maarittdmat solulukumaarat/ml kerrottiin
laimennoskertoimella ja laskettiin rinnakkaisten naytteiden keskiarvona.
Solulukumaarien keskiarvo/ml kerrottiin naytemaaralla (0,93 ml).
Solulukumaarat (logio) ilmoitettiin kasvatusajan (h) funktiona ja

generaationopeus laskettiin saadun suoran kulmakertoimen avulla.

3.6 EcoPlate-kuoppalevymenetelma ja absorbanssimittaukset

Bakteerien kykya hyédyntaa erilaisia hiiliyhdisteita tutkittiin Biolog Ecoplate -
kuoppalevyjen avulla. Bakteerinaytetta otettiin siirrostussilmukalla
kasvatusmaljalta ja sekoitettiin 10 ml:aan steriloitua natriumkloridiliuosta (33 g
NacCl / 1 litra MilliQ-vettd). Naytteen turbiditeetti (ODeoo) mitattiin
turbiditeettimittarilla (Biochrom Ultrospec 10). Turbiditeetiksi tavoiteltiin arvoa
0,3-0,4, mutta useiden bakteerien kohdalla tama ei ollut mahdollista, silla
maljalla ei kasvanut tarpeeksi bakteerimassaa. Bakteeriliuosta pipetoitiin 100 pl
Ecoplate-kuoppalevyn kuhunkin 96 kaivoon ja levyt inkuboitiin kyseisen
bakteerin optimikasvulampadtilassa. Kuoppalevyjen absorbanssi mitattiin Biolog
Microstation -laitteella (590 nm) kerran vuorokaudessa viikon ajan, jonka
jalkeen levyt mitattiin kerran viikossa kolmeen viikkoon asti. Levyja tarkasteltiin
taman jalkeen viela viikoittain hitaasti kasvavien bakteerikantojen osalta

seitsemaan viikkoon asti.

3.7 Bakteerien kasittely fluoresenssimikroskooppitutkimuksia varten

Kustakin bakteerista sailottiin nayte glutaraldehydiin mikroskooppitutkimuksia
varten. Pipetoitiin 1 ml samentunutta esikasvatusliuosta kryoputkeen, johon
lisattiin 50 ul glutaraldehydid. Sekoittamisen jalkeen naytteet sailytettiin 4

°C:ssa jaakaapissa.
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Mikroskooppitutkimuksia varten naytteet suodatettiin imusuodatuslaitteistolla.
Laitteistoon asetettiin 0,2 pm:n selluloosa-asetaattifiltteri (Sartorius Stedim
Biotech) ja sen paalle musta 0,2 um:n polykarbonaattilevy (GVS Life Sciences).
Laitteistoon liséattiin 2 ml MilliQ-vetta steriilin 0,2 pm:n Minisart-
ruiskusuodattimen lapi seka pipetoitiin 10 ul bakteerinaytettd. Nayte suodatettiin
kuiviin, mink& jalkeen se varjattiin akridiinioranssivarilla (valmis liuos). Varia
lisattiin 10 tippaa 0,2 um:n Minisart-ruiskusuodattimen lapi ja annettiin vaikuttaa
5 minuuttia. Nayte suodatettiin kuiviin ja polykarbonaattilevy siirrettiin aluslasille
immersiodljypisaroiden valiin ja peitettiin peitinlasilla. Naytteet mikroskopoitiin
fluoresenssimikroskoopilla (Leica Aristoplan) sinisella valolla 1000 x

suurennettuna samalla valokuvaamalla naytteet.
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4 Tulokset

4.1 Kasvu eri lampdotiloissa ja optimikasvulampétilan maarittdminen

RC-agarmaljoilla kasvaneista bakteerikannoista hidaskasvuisimmat olivat
Octadecabacter sp. 419 ja Paraglaciecola sp. 372, jotka muodostivat
pesakkeita vain 4 ja 10 °C:n lampdtiloissa. Pesakkeiden muodostus oli nopeinta
4 °C:n lampotilassa molemmilla kannoilla. Octadecabacter sp. 419:ll1a tahan

kului 32 vuorokautta ja Paraglaciecola sp. 372:lla viisitoista vuorokautta.

Colwellia sp. 403 ja Polaribacter sp. 408 muodostivat my6s pesakkeitd vain 4 ja
10 °C:n lampdtiloissa. Nopeimmin tama tapahtui 10 °C:ssa, jossa Colwellia sp.
403 muodosti pesakkeitad kuudessa paivassa ja Polaribacter sp. 408
kahdessatoista paivassa. Octadecabacter sp. 405 kasvoi 4 ja 10 °C:n lisaksi
myo6s 16 °C:ssa, jossa se muodosti pesakkeita nopeimmin eli kymmenessa

paivassa.

Muut tutkitut kannat muodostivat pesakkeita kaikissa kasvatuslampatiloissa 2—
19 paivan kuluessa. Pseudoalteromonas sp. 415 ja 121, Halomonas sp. 363,
Psychrobacter sp. N1 ja Paracoccus sp. 392 kasvoivat nopeimmin 16 ja 20
°C:ssa, joissa ne muodostivat pesakkeitd kahdessa vuorokaudessa. Liséksi
Pseudoalteromonas sp. 415 ja 121, Halomonas sp. 363 sek& Psychrobacter sp.

118, N1 ja N73 muodostivat pesakkeita kaikkiin lampdtiloihin viikon siséaan.

Bakteerikannan optimikasvulampdtilaksi valittiin se lampotila, jossa se muodosti
pesakkeitd nopeimmin. Mikali pesakkeitda muodostui samaan aikaan
useammassa lampotilassa, optimikasvulampotilaksi valittiin se lampdtila, jossa
peséakkeet olivat isompia ja/tai niita oli enemman. Bakteerikantojen
Pseudoalteromonas sp. 415 ja 121, Halomonas sp. 363, Psychrobacter sp. 118,
Leifsonia xyli/ Rhodoglobus sp. 140 ja Pseudomonas sp. 132
optimikasvulampotilaksi valittiin 20 °C. Kuvassa 9 on esitelty esimerkkina
Pseudoalteromonas sp. 415:n kasvu agarmaljoilla kahden vrk:n inkuboinnin

jalkeen 4, 10, 16 ja 20 °C:n lampdtiloissa. Pesédkkeitd on muodostunut seka 16
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°C:seen etta 20 °C:seen, mutta pesakkeita on enemman ja ne ovat isompia 20

°C:ssa.

Kuva 9. Pseudoalteromonas sp. 415:n kasvu agarmaljoilla kahden vrk:n
inkuboinnin jalkeen 4, 10, 16 ja 20 °C:ssa.

Bakteerikantojen Psychrobacter sp. N1 ja N73, Paracoccus sp. 392 ja
Octadecabacter sp. 405 optimikasvulampatilaksi valittiin 16 °C. Colwellia sp.
403:n ja Polaribacter sp. 408:n optimikasvulampotilaksi méaaritettiin 10 °C ja
Paraglaciecola sp. 372:n ja Octadecabacter sp. 419:n optimikasvulampatilaksi
maaritettiin 4 °C.

Taulukossa 3 on esitelty pesakkeiden muodostumiseen kulunut aika paivissa
(d) eri lampdtiloissa. Taulukkoon on myds merkitty tummennetulla varilla
bakteerin optimikasvulampdtila.
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Taulukko 3. Pesékkeiden muodostumiseen kulunut aika péaivissa (d) eri
lampatiloissa. Tummennetulla varilla merkitty tulos ilmoittaa bakteerin
optimikasvulampatilan.

Bakteerikanta 4°C 10°C |16°C |20°C
Pseudoalteromonas sp. 121 6 2 2 2
Pseudoalteromonas sp. 415 6 3 2 2
Halomonas sp. 363 7 6 2 2
Psychrobacter sp. 118 6 4 4 4
Pseudomonas sp. 132 11 6 4 4
Leifsonia xyli/ Rhodoglobus sp.140 19 9 5 5
Psychrobacter sp. N1 6 3 2 2
Paracoccus sp. 392 15 6 2 2
Psychrobacter sp. N73 7 4 4 4
Octadecabacter sp. 405 25 14 10
Colwellia sp. 403 8 6 - -
Polaribacter sp. 408 18 12 - -
Paraglaciecola sp. 372 15 21 - -
Octadecabacter sp. 419 32 39 - -

4.2 Bakteerikantojen pesakkeiden ulkonaké RC-maljoilla

Neljan ja kymmenen asteen lampdtiloissa kasvaneiden bakteerien pesékkeiden
muodostus ja kasvu RC-maljoilla oli heikkoa. Kymmenessa asteessa kasvanut
Colwellia sp. 403 muodosti kermanvarisia isohkoja pesakkeita ja Polaribacter
sp. 408 kasvatti isohkoja oransseja pesakkeita. Neljassa asteessa kasvaneiden
kantojen, Paraglaciecola sp. 372 ja Octadecabacter sp. 419, pesakkeet olivat
kermanvarisid. Seka Paraglaciecola sp. 372 etta Polaribacter sp. 408
muodostivat hyvin vahan pesakkeita, ja ne kasvoivat enemman yhtenaisena
massana kuin pesakkeina. Kuvassa 10 esitelty 4-10 °C:ssa kasvaneiden

bakteerien pesékkeet puhdasviljelmassa RC-maljoilla.
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Kuva 10. Ylarivissa 10 °C:ssa kasvaneiden bakteerikantojen pesakkeet ja
alarivissa 4 °C:ssa kasvaneiden bakteerikantojen pesakkeet puhdasviljelmassa
RC-maljoilla.

Kuudessatoista asteessa kasvaneiden jaabakteerien pesékkeet olivat pienia ja
pyoreita. Paracoccus sp. 392:n ja Octadecabacter sp. 405:n pesakkeet olivat
oransseja ja Psychrobacter sp. N1:n ja N73:n pesakkeet olivat kermanvarisia.
Octadecabacter sp. 405 muodosti alun perin heikosti pesakkeitd 4-16 °C:ssa,
mutta puhdasviljelmésséa pesakkeita muodostui runsaasti. Kuvassa 11 on
esitelty 16 °C:ssa kasvaneiden bakteerien pesakkeet puhdasviljelmassa RC-

maljoilla.
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Kuva 11. Kuudessatoista asteessa kasvaneiden bakteerikantojen pesakkeet
puhdasviljelméassa RC-maljoilla.

20 asteessa kasvaneiden jaabakteerien pesakkeet RC-maljoilla olivat pienié ja
pyoreita. Pseudomonas sp. 132:n pesékkeet olivat vaaleankeltaisia, mutta tama
ei nay kovin hyvin kuvassa 12. Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140:n pesakkeet
olivat keltaisia. Muiden samassa lampétilassa kasvaneiden jaabakteerien
peséakkeet olivat kermanvarisia, mutta kuvassa 12 puhdasviljelmien vari nayttaa

osalla kannoista tummemmalle kuin se oikeasti on.
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Kuva 12. Kahdessakymmenessa asteessa kasvaneiden bakteerikantojen
pesakkeet puhdasviljelmassa RC-maljoilla.

4.3 Kasvukayrdn muodostaminen turbiditeettimittausten perusteella

Bakteerin kasvukayrad muodostettiin turbiditeettimittausten tulosten perusteella.
Osa kannoista muodosti bakteerikasaumia kasvatusliuokseen, miké vaikeutti
turbiditeetin mittaamista. Bakteerikasaumia muodostaneita kantoja olivat
Psychrobacter sp. 118, Pseudomonas sp. 132, Colwellia sp. 403, Polaribacter
sp. 408, Octadecabacter sp. 419 & 405 ja Paracoccus sp. 392. Lisaksi kantojen
Psychrobacter sp. 118, Pseudomonas sp. 132, Colwellia sp. 403, Polaribacter
sp. 408 ja Octadecabacter sp. 419 kasvatukset jouduttiin uusimaan 2—3 kertaa

tuloksen saamiseksi.

Kaikista bakteerikannoista saatiin maaritettya kasvukayrat, mutta seuraavaksi
on esitelty kasvukayrét vain kuudelle bakteerikannalle, joiden tuloksia kaytettiin

jatkoanalyyseissa. Syyt tahan on esitelty luvussa 4.4. Nama kannat olivat



Pseudoalteromonas sp. 415 ja 121, Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140,
Colwellia sp. 403, Polaribacter sp. 408 ja Paraglaciecola sp. 372.

Kahdessakymmenessé asteessa kasvaneen Pseudoalteromonas sp. 415:n
kasvukayran maarittamiseen kului 10 tuntia. Viivevaihe vei n. 3 tuntia, ja
eksponentiaaliseen vaiheeseen kului alle 6 tuntia. Kuvassa 13 on esitelty
Pseudoalteromonas sp. 415:n kasvukayréa. Avoimilla ympyroilla merkittyjen

naytteiden solulukumaarat saatiin maaritettya virtaussytometrilla.

2,00 -
° o
o
[ ]

1,50 °
_ o*
o o
©
£ 1,00
2 o
< o

0,50 o

® ..o
0,00 L.

0.00 224 448 712 936 1200 1424 1648 1912 2136 0.00

Kellonaika

Kuva 13. Pseudoalteromonas sp. 415:n kasvukayra 20 °C:ssa
turbiditeettimittauksen mukaan.

Kahdessakymmenessé asteessa kasvaneen Pseudoalteromonas sp. 121:n
kasvukayran maarittamiseen kului 15 tuntia. Viivevaihe vei n. 3 tuntia, ja
eksponentiaaliseen vaiheeseen kului alle 6 tuntia. Kuvassa 14 on esitelty
Pseudoalteromonas sp. 121:n kasvukayra. Avoimilla ympyréilla merkittyjen

naytteiden solulukumaarat saatiin maaritettya virtaussytometrilla.

28
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Kuva 14. Pseudoalteromonas sp. 121:n kasvukayra 20 °C:ssa
turbiditeettimittauksen mukaan.

Kahdessakymmenessé asteessa kasvaneen L. xyli/Rhodoglobus sp. 140:n
kasvukayran maarittamiseen kului kaksi vuorokautta. Viivevaihe vei alle
vuorokauden, ja eksponentiaaliseen vaiheeseen kului alle 12 tuntia. Kuvassa 15
on esitelty L. xyli/ Rhodoglobus sp. 140:n kasvukayra. Avoimilla ympyrailla
merkittyjen naytteiden solulukuméaarat saatiin maaritettya virtaussytometrilla.
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Kuva 15. L. xyli/Rhodoglobus sp. 140:n kasvukayra 20 °C:ssa
turbiditeettimittauksen mukaan.
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Kymmenessa asteessa kasvaneen Polaribacter sp. 408:n turbiditeettimittaukset
tehtiin kolme kertaa, silla se ei kasvanut kunnolla esikasvatusliuoksessa vaan
muodosti bakteerikasaumia eika liuos samentunut ollenkaan parin viikon
kuluessa. Kuvassa 16 on nékyvissa Polaribacter sp. 408:n bakteerikasauma

esikasvatuspullon alareunassa.

Kuva 16. Polaribacter sp. 408:n esikasvatuspullossa nakyva bakteerikasauma.

Koska aikaa oli rajallisesti kaytossa, naita bakteerikasaumia kokeiltiin siirrostaa
1 ml:n esikasvatusliuoksen mukana klett-pulloon kasvukayran mittaamista
varten, vaikka esikasvatusliuos ei ollut samentunut. Tama ei tuottanut tulosta 25
vuorokauteen, eikd samanaikaisesti tehty toinen kokeilu 19 ml:n siirrostuksella
onnistunut mydskaan. Lopulta kokeiltiin siirrostaa runsaasti bakteerimassaa
RC-maljalta esikasvatusliuokseen. Liuos sameni kolmen vuorokauden kuluessa
ja sita siirrostettiin 19 ml klett-pulloon turbiditeettimittausta varten, minka jalkeen
kasvukayran maarittamiseen kului kuusi vuorokautta. Viivevaihe kesti yli
vuorokauden, ja eksponentiaaliseen vaiheeseen kului kaksi vuorokautta.
Kuvassa 17 on esitelty Polaribacter sp. 408:n kasvukayra. Avoimilla ympyrailla

merkittyjen naytteiden solulukuméaarat saatiin maaritettya virtaussytometrilla.
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Kuva 17. Polaribacter sp. 408:n kasvukayra 10 °C:ssa turbiditeettimittauksen
mukaan.

Kymmenessa asteessa kasvaneen Colwellia sp. 403:n turbiditeettimittaukset
tehtiin myods kolme kertaa samoista syista kuin edella mainitulla Polaribacter sp.
408:lla. Colwellia sp. 403:n tapauksessa kolmannella kerralla yhden pesakkeen
siirrostuksesta tehty esikasvatusliemi sameni jonkin verran ja sita siirrostettiin
19 ml klett-pulloon, mink& jalkeen kasvukayran maarittamiseen kului 14
vuorokautta. Viivevaihe kesti yndekséan vuorokautta ja eksponentiaaliseen
vaiheeseen kului noin vuorokausi. Kuvassa 18 on esitelty Colwellia sp. 403:n
kasvukayra. Avoimilla ympyréilla merkittyjen naytteiden solulukumaarat saatiin

maaritettya virtaussytometrilla.
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Kuva 18. Colwellia sp. 403:n kasvukayra 10 °C:ssa turbiditeettimittauksen
mukaan.

Neljassa asteessa kasvaneen Paraglaciecola sp. 372:n kasvukayran
maarittdmiseen kului kahdeksan vuorokautta. Viivevaihe kesti viisi vuorokautta,
ja eksponentiaaliseen vaiheeseen kului 1,5 vuorokautta. Kuvassa 19 on esitelty
Paraglaciecola sp. 372:n kasvukayra. Avoimilla ympyrailla merkittyjen

naytteiden solulukumaéarat saatiin maaritettya virtaussytometrilla.
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Kuva 19. Paraglaciecola sp. 372:n kasvukayra 4 °C:ssa turbiditeettimittauksen
mukaan.
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Muilla bakteerikannoilla eksponentiaalivaihe vei nopeimmillaan alle 6 tuntia.
Naita olivat 20 °C:ssa kasvanut Halomonas sp. 363 ja 16 °C:ssa kasvaneet
Psychrobacter sp. N1 ja N73. Alle 12 tunnin eksponentiaalivaiheen kavivat lapi
20 °C:ssa kasvaneet Pseudomonas sp. 132 ja Psychrobacter sp. 118 seka 16
°C:ssa kasvaneet Paracoccus sp. 392 ja Octadecabacter sp. 405. Hitaimmillaan
eksponentiaalivaihe kesti kaksi vuorokautta 4 °C:ssa kasvaneella
Octadecabacter sp. 419 -kannalla. Muiden bakteerikantojen kasvukayrét ovat

nahtavissa liitteesséa 1.

Liitteessa 1 esitellyistd kannoista 20 °C:ssa kasvaneet Psychrobacter sp. 118 ja
Pseudomonas sp. 132 muodostivat runsaasti bakteerikasaumia ensimmaisella
kasvatuskerralla klett-pulloissa, mutta itse kasvatusliuos ei juurikaan
samentunut. Turbiditeettimittaus ei onnistunut, koska bakteerikasaumat antoivat
satunnaisesti vaihtelevia tuloksia eri kerroilla. Toisella kasvatuskerralla
molemmat bakteerit muodostivat edelleen hieman kasaumia, mutta
kasvatusliemi sameni ja turbiditeettimittaus onnistui. Kuvassa 20 on esitelty
vasemmalla ja keskella Pseudomonas sp. 132:n ensimmainen kasvatuskokeilu
ja oikealla toinen kasvatuskokeilu. Bakteerikasaumat ovat selkeasti nahtavissa

vasemman puoleisessa ja keskimmaisessa kuvassa.

Kuva 20. Vasemmalla ja keskella Pseudomonas sp. 132:n ensimmainen
kasvatuskokeilu ja oikealla toinen kasvatuskokeilu.
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Liitteessa 1 esitellyistd kannoista myds Octadecabacter sp. 419:n
turbiditeettimittaus tehtiin kahteen kertaan. Ensimmaisella kerralla 1 ml:n
siirrostus ei lahtenyt kasvuun viiteentoista vuorokauteen, joten kasvatus uusittiin
siirrostamalla 19 ml esikasvatusliuosta, minka jalkeen kasvu kaynnistyi parissa

vuorokaudessa.

4.4 Generaatioajan maaritys virtaussytometrianalyysin perusteella

Virtaussytometrianalyysin perusteella kaikille bakteerikannoille muodostui kaksi
populaatiota: yksittaiset solut ja aggregoituneet solut eli bakteerikasaumat.
Taman lisaksi bakteerikannat jakautuivat selkeasti kahteen ryhmaan: 1) kannat,
joilla oli enemman yksittaisia kuin aggregoituneita soluja ja 2) kannat, joilla oli

enemman aggregoituneita kuin yksittaisia soluja.

Ryhman 2 bakteerikannat jatettiin pois lopullisesta tulosten tarkastelusta, koska
ei voitu varmuudella todeta, onko virtaussytometri laskenut bakteerikasaumia
vai yksittaisia eri kokoisia soluja. Ryhméaéan 1 kuuluva Octadecabacter sp. 419
jai myos pois tarkastelusta, koska sen yksittaisten solujen lukumaaréat eivat
kasvaneet lineaarisesti ajan funktiona. Liséksi tuloksista jatettiin pois ne kannat,
joiden solulukumaaria ei saatu luotettavasti maaritettya virtaussytometrilla.
Nama olivat Psychrobacter sp. 118 ja Pseudomonas sp. 132. Liitteessa 2 on
esitelty kaikkien muiden bakteerikantojen paitsi kahden edella mainitun kannan
virtaussytometrilla maaritetyt yksittaisten ja aggregoituneiden solujen

lukumaarat.

Lopulliseen tarkasteluun otettiin edellisessé luvussa 4.3 mainitut kuusi
bakteerikantaa, jotka kuuluivat ryhmaan 1. Nama kannat olivat
Pseudoalteromonas sp. 415 ja 121, Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140,
Colwellia sp. 403, Polaribacter sp. 408 ja Paraglaciecola sp. 372.

Generaatioajan laskemiseen kaytettiin kunkin kannan eksponentiaalisen

vaiheen naytteiden yksittaisten solujen lukumaaraa. Solulukumaarat (logio)
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ilmoitettiin kasvatusajan (h) funktiona ja generaatioaika (t,) tunteina laskettiin

. 0,301
saadun suoran kulmakertoimesta kaavan t, = ————— avulla.
kulmakerroin

Kuvassa 21 on esitelty 20 °C:ssa kasvaneen Pseudoalteromonas sp. 415:n

solulukumaarat (logio) ajan (h) funktiona eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa.

. .. . 0,301
Kulmakertoimesta laskettu generaatioaika oli VLT

~ 0,7 tuntia. Suoran

selitysaste (R?) oli 0,9889.
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Kuva 21. Pseudoalteromonas sp. 415:n solulukumaarat (logzo) ajan (h)
funktiona.

Kuvassa 22 on esitelty 20 °C:ssa kasvaneen Pseudoalteromonas sp. 121:n

solulukuméaarat (logio) ajan (h) funktiona eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa.

0,301

~ 0,6 tuntia. Suoran
0,5316

Kulmakertoimesta laskettu generaatioaika oli

selitysaste (R?) oli 0,9887.
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Kuva 22. Pseudoalteromonas sp. 121:n solulukumaarat (logio) ajan (h)
funktiona.

Kuvassa 23 on esitelty 20 °C:ssa kasvaneen L. xyli/Rhodoglobus sp. 140:n

solulukumé&arat (logio) ajan (h) funktiona eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa.

Kulmakertoimesta laskettu generaatioaika oli

0,301 .
VT 2,1 tuntia. Suoran
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selitysaste (R?) oli 0,9772.
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Kuva 23. L. xyli/Rhodoglobus sp. 140:n solulukumaarat (logio) ajan (h)
funktiona.
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Kuvassa 24 on esitelty 10 °C:ssa kasvaneen Colwellia sp. 403:n

solulukumaarat (logio) ajan (h) funktiona eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa.

0,301
0,0407

Kulmakertoimesta laskettu generaatioaika oli ~ 7,4 tuntia. Suoran

selitysaste (R?) oli 0,9897.
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Kuva 24. Colwellia sp. 403:n solulukumaaréat (logio) ajan (h) funktiona.

Kuvassa 25 on esitelty 10 °C:ssa kasvaneen Polaribacter sp. 408:n

solulukumaarat (logio) ajan (h) funktiona eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa.

0,301

——— =~ 21,7 tuntia. Suoran
0,0139

Kulmakertoimesta laskettu generaatioaika oli

selitysaste (R?) oli 0,9975.
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Kuva 25. Polaribacter sp. 408:n solulukumaarat (logio) ajan (h) funktiona.

Kuvassa 26 on esitelty 4 °C:ssa kasvaneen Paraglaciecola sp. 372:n

solulukumé&arat (logio) ajan (h) funktiona eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa.
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Kuva 26. Paraglaciecola sp. 372:n solulukumaéarat (logio) ajan (h) funktiona.
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4.5 Hiiliyndisteiden hyddyntaminen EcoPlate-kuoppalevyilla

EcoPlate-kuoppalevyjen tulokset analysoitiin kolmen viikon kuluttua inkuboinnin
aloituksesta. Bakteerikannan tulkittiin hyédyntavan kaivossa olevaa
hiiliyhdistetta, mikéali Biolog Microstation -laite tulkitsi kaksi kolmesta
rinnakkaisesta kaivosta positiiviseksi. Lisaksi kaivojen varin muutosta
tarkasteltiin paljain silmin. Hitaimmin kasvavat kannat tarkistettiin viela 7 viikon

kuluttua, jolloin tulos oli edelleen sama kuin kolmen viikon kohdalla.

Tutkimuksessa mukana olleet bakteerikannat kayttivat hiilenlahteindan
yhteensa 20:t4 hiiliyhdistetta 31:sté tarjolla olleesta hiilenlahteesta. Eniten
kaytetyt hiiliyhdisteet olivat Tween 40- ja Tween 80 -polymeerit. Seuraavaksi
eniten kaytettiin D-mannitolia, metyylipyruvaattia ja D-sellobioosia, jotka ovat
hiilihydraatteja. Amino- ja karboksyylihappojen hyddyntaminen oli vahaista, eika
amiineja kaytetty ollenkaan. Kuvassa 27 on esitelty kutakin hiiliyhdistetta

hyddyntaneiden bakteerikantojen lukumaara.
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Kuva 27. Kutakin hiiliyhdistetta hyédyntaneiden bakteerikantojen lukumaara.
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Yleisesti ottaen 20 °C:ssa kasvaneet bakteerikannat hy6dynsivat enemman
erilaisia hiilenlahteita kuin alhaisemmissa lampdtiloissa kasvaneet
bakteerikannat. 20 °C:ssa kasvaneet bakteerit kayttivat yhteensa 20 erilaista
hiilenlahdettd, kun 4-16 °C:ssa kasvaneet kayttivat yhteensa vain kahta

erilaista hiilenlahdetta.

4 °C:ssa kasvaneista bakteerikannoista Octadecabacter sp. 419 ei hyddyntanyt
mitédan EcoPlate-kuoppalevyissa olevaa hiiliyhdistetta. Paraglaciecola sp. 372
hyddynsi vain Tween 40 -polymeeria samoin kuin 10 °C:ssa kasvaneet
Polaribacter sp. 408 ja Colwellia sp. 403. Naiden bakteerikantojen tulos perustui
pelkastaan laitteen antamaan positiiviseen tulokseen, silla paljain silmin varin

muutos ei ollut havaittavissa.

16 °C:ssa kasvaneet bakteerikannat, Psychrobacter sp. N1 ja N73, Paracoccus
sp. 392 ja Octadecabacter sp. 405, hyddynsivat kukin vain kahta hiiliyhdistetta
eli Tween 40- ja Tween 80 -polymeereja. Naiden bakteerien useissa muissa
kaivoissa oli havaittavissa véarin muodostusta kaivojen pohjalla reunoissa, mutta
Microstation-laite ei tulkinnut sitd positiiviseksi tulokseksi. Laite ei mydsk&aan
tulkinnut Octadecabacter sp. 405:n Tween 40- ja 80 -kaivoja positiivisiksi, mutta
varinmuutos oli havaittavissa ko. kaivoissa paljain silmin, joten tulos tulkittiin

positiiviseksi.

20 °C:ssa kasvaneet kannat hyodynsivéat vaihtelevasti 2—11:ta eri hiiliyhdistetta.
Suurin hiilenléhteiden mé&éara oli Halomonas sp. 363 -kannalla, joka ei
kuitenkaan kayttanyt Tween 40- ja Tween 80 -polymeereja, joita muut 20 °C:ssa
kasvaneet kannat pystyivat hyédyntdmaan. Halomonas sp. 363 hyddynsi myods
kuutta sellaista hiiliyhdistettd, joita muut kannat eivat kayttaneet. Naita olivat
hiilihydraatteihin kuuluvat alfa-D-laktoosi, beta-metyyli-D-glukosidi ja i-erytrioli,
karboksyylihappoihin kuuluvat D-galaktonihappo gamma-laktoni ja D-
hydroksibutaanidihappo sekd aminohappoihin kuuluva L-seriini. Kaikki muut 20
°C:ssa kasvaneet kannat, paitsi Psychrobacter sp. 118, kayttivat D-mannitolia.
Psychrobacter sp. 118 hyddynsi vain Tween 40- ja Tween 80 -polymeereja,

kuten 16 °C:ssa kasvaneet saman suvun edustajat Psychrobacter sp. N1 ja
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N73. Kuvassa 28 on esitelty eri bakteerikantojen hyédyntamien hiilenlahteiden

lukumaéarat kasvatuslampoétilan mukaan jaoteltuina.
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Kuva 28. Bakteerikantojen hyédyntamien hiilenlahteiden lukumaarat
kasvatuslampoétilan mukaan jaoteltuina.

4.6 Bakteerien tarkastelu fluorensenssimikroskoopilla

Esikasvatusvaiheen samentuneesta kasvatusliuoksesta sailottyja
bakteerinaytteita tarkasteltiin fluoresenssimikroskoopissa akridiinioranssilla
varjattyna. Suurin osa bakteereista oli muodoiltaan basilleja eli sauvamaisia
bakteereja, mutta joukossa on myds kolme kantaa, joiden muoto nayttaa olevan
enemman kokkobasilli eli sauvamaisen ja pallomaisen bakteerin valimuoto.
Namaéa bakteerikannat ovat Psychrobacter sp. 118, Paracoccus sp. 392 ja
Paraglaciecola sp. 372. Taulukkoon 4 on koottu eri bakteerikannat ja niiden

muoto fluoresenssimikroskoopilla tarkasteltuna.



Taulukko 4. Bakteerikantojen muoto fluoresenssimikroskoopilla tarkasteltuna.

Bakteerikanta Bakteerin muoto
Pseudoalteromonas sp. 121 basilli
Pseudoalteromonas sp. 415 basilli
Halomonas sp. 363 basilli
Psychrobacter sp. 118 kokkobasilli
Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140 basilli
Pseudomonas sp. 132 basilli
Psychrobacter sp. N1 basilli
Psychrobacter sp. N73 basilli
Octadecabacter sp. 405 basilli
Paracoccus sp. 392 kokkobasilli
Colwellia sp. 403 basilli
Polaribacter sp. 408 basilli
Paraglaciecola sp. 372 kokkobasilli
Octadecabacter sp. 419 basilli
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Monet kannat, erityisesti Pseudoalteromonas sp. 121 ja 415, Leifsonia
xyli/Rhodoglobus sp. 140 ja Polaribacter sp. 408, nayttivat muodostavan tiheita
kasaumia. Kuvaan 29 on koottu fluoresenssimikroskooppikuvat tutkituista

bakteerikannoista.



43

Pseudoalteromonas sp. 415 Pseudoalteromonas sp. 121 Halomonas sp. 363

Kuva 29. Fluoresenssimikroskooppikuvat tutkituista bakteerikannoista.
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5 Tulosten tarkastelu

5.1 Optimikasvulampdtila ja psykrofiilisyys

Tutkituista bakteerikannoista Paraglaciecola sp. 372, Octadecabacter sp. 419,
Colwellia sp. 403 ja Polaribacter sp. 408 kasvoivat maljoilla vain 4 ja 10 °C:ssa.
Namaéa kannat ovat siten psykrofiileja Moritan (1975) mukaan. Octadecabacter
sp. 405 muodosti heikosti pesakkeitd 4-16 °C:ssa, mutta se ei kasvanut 20
°C:ssa. Octadecabacter sp. 405 muodosti pesakkeita kuitenkin hyvin
puhdasviljelmasséa 16 C:ssa, joten alkuperdinen siirrostuksen maara
agarmaljoilla on saattanut olla liian pieni ja vaikuttanut siten kasvuun.
Octadecabacter sp. 405 on myds psykrofiili. Muut tutkitut bakteerikannat ovat

psykrotolerantteja, koska ne kasvoivat maljoilla 4—-20 °C:ssa.

Optimikasvulampdtilan maarittAmiseen kaytettiin kiinteaa alustaa, koska
resurssien puolesta ei ollut mahdollista tutkia asiaa nestekasvatuksessa. Siten
on mahdollista, ettéd nyt maaritetyt optimikasvulampdétilat ovat aliarvioita, koska
kiintean alustan ja nestekasvatuksen valilla optimikasvulampdétiloissa on

havaittu olevan n. 5 asteen lampdtilaero (Bowman 2001: 606).

5.2 Jaabakteerien kasvattamisen haasteista laboratoriossa

Jaabakteerien kasvattaminen RC-alustoilla osoittautui haastavammaksi kuin
oletettiin erityisesti turbiditeettimittausten osalta. Kaikkia kantoja oli kuitenkin
aiemmin kasvatettu RC-alustoilla silloin, kun niista oli jadnaytteesta eristyksen
jalkeen tehty puhdasviljelmat (Eronen-Rasimus 2023). Lisdksi osaa
bakteerikannoista oli kasvatettu RC-alustoilla muissa tutkimuksissa (Luhtanen
ym. 2018). Jaabakteerien kasvua pyrittiin ennakoimaan esikasvatusten
perusteella, mutta tAma onnistui harvoin. Useita kasvatuksia jouduttiin
aloittamaan alusta, koska kasvukayran eksponentiaalinen vaihe oli osunut
ybaikaan tai vilkonloppuun. Naiden bakteerien seka viivevaiheet etta

eksponentiaaliset vaiheet kestivat tyypillisimmillaan muutamasta tunnista
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useaan vuorokauteen RC-kasvatusliuoksessa, joten tasta seurasi muutenkin

aikatauluhaasteita.

Monet kannat muodostivat RC-liuoksessa kasvaessaan ainakin jossain
vaiheessa paljain silmin nakyvia bakteerikasaumia, joista osa vaikutti olevan
biofilmimaisia. Todennékdisesti ndissa kasaumissa on ollut mukana myés
EPS:44, jota bakteerit erittdvat olosuhteiden muuttuessa. EPS edistédéd myos
solujen kasautumista (Boetius ym. 2015). Bakteerikasaumia muodostaneita
kantoja olivat Psychrobacter sp. 118, Pseudomonas sp. 132, Colwellia sp. 403,
Polaribacter sp. 408, Octadecabacter sp. 419 ja 405 ja Paracoccus sp. 392.
Osalla naista bakteereista kasaumien muodostuminen haittasi seka turbiditeetin
mittaamista etta virtaussytometrimaarityksia. 20 °C:ssa kasvaneet kannat
Psychrobacter sp. 118 ja Pseudomonas sp. 132 muodostivat bakteerikasaumia
molemmilla kasvatuskerroilla samassa lampétilassa, mutta kummankin kannan
kasvatusliuos sameni vasta toisella yrityksell&, jolloin turbiditeetti saatiin

mitattua. Syyta tallaiseen vaihteluun samassa kasvatuslampatilassa ei |[6ytynyt.

Eronen-Rasimuksen ym. tutkimuksessa (2021) Paracoccus sp. 392 -kantaa
kasvatettiin 4 °C:ssa RC-liuoksessa, jolloin se tuotti runsaasti bakteerikasaumia
eika turbiditeettimittauksista saatu luotettavia tuloksia. Tassé tutkimuksessa
Paracoccus sp. 392 -kantaa kasvatettiin 16 °C:ssa, jossa se muodosti jonkin
verran kasaumia, mutta turbiditeettimittaus saatiin kuitenkin tehtya. Lampatila
on voinut vaikuttaa naiden kahden tutkimuksen valilla havaittuun eroon.
Paracoccus sp. 392:n bakteerikasaumat olivat mahdollisesti seurausta EPS:n
tuottamisesta. EPS:n maaran on kokeellisesti havaittu kasvavan 20-kertaiseksi
esimerkiksi Pseudoalteromonas-sukuun kuuluvalla bakteerilla, kun sita

kasvatettiin -2 ja 10 °C:ssa verrattuna 20 °C:seen (Nichols ym. 2005).

Kasvatuksissa kaytetyt modifioidut ZoBell-alustat eli RC-alustat eivét
valttamatta olleet optimaalisia kaikille kannoille, kuten Octadecabacter sp.
419:lle, Colwellia sp. 403:lle ja Polaribacter sp. 408:lle, jotka kaikki vaativat
useamman kasvatusyrityksen ja selvasti suuremman siirrostusmaaran

kasvaakseen Klett-pullossa. Ne olisivat voineet kasvaa paremmin toisenlaisella
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alustalla. Colwellia- ja Polaribacter-sukujen joukossa on aiemmin havaittu
hankalia kantoja, joiden kasvattaminen on onnistunut ravinteiltaan
laimeammalla alustalla (Bowman 2001: 593). Toisaalta Colwellia sp. 403 oli
alun perin eristetty konsentroidulle ZoBell-alustalle, joka on muuten
samanlainen kuin RC-alusta, mutta kasvatusalustan suolaliuos oli konsentroitu
puoleen alkuperaisesta tilavuudesta (Luhtanen ym. 2018). Kasvatuksissa
kaytettyjen RC-alustojen suolapitoisuus oli 3,3 %, mutta jadbakteerien
luonnollisen ympariston suolapitoisuus vaihtelee lahes makeasta vedesta yli 24
%:iin (Boetius ym. 2015). Suolapitoisuudella on siten voinut olla vaikutusta

joidenkin bakteerikantojen kasvuun.

5.3 Generaatioaika

5.3.1 Esikasittelyn merkitys generaatioajan maarittamisessa

Generaatioajan luotettava maaritys osoittautui hankalaksi. Virtaussytometrin
toiminta perustuu siihen, etta solut kulkevat yksitellen laserin ohi (Diaz ym.
2010), mutta turbiditeettimittausten pohjalta tiedettiin, etta Psychrobacter sp.
118, Pseudomonas sp. 132, Colwellia sp. 403, Polaribacter sp. 408,
Octadecabacter sp. 419 ja 405 ja Paracoccus sp. 392 muodostivat
bakteerikasaumia kasvatusliuokseen. Sen lisaksi mikroskooppinaytteiden
perusteella havaittiin, ettd monet muutkin kannat, kuten Pseudoalteromonas sp.
121 ja 415 ja Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140, nayttivdt muodostavan tiheita

kasaumia.

Bakteerinaytteita kasiteltiin kasaumien hajottamiseksi Triton X:lla seka
sonikoitiin ultradanihauteessa. Ajan puutteen vuoksi kasittelya testattiin
etukateen vain osalla bakteereista eri pituisilla sonikointiajoilla, jolloin
huomattiin, ettd kaksi minuuttia pidemmat sonikointiajat eivat parantaneet
tulosta. Haraguchin (2023) mukaan pidemmilla sonikointiajoilla riskina on myés
solujen hajoaminen. Kahden minuutin sonikointiaika ei kuitenkaan selvasti ollut

riittava kasittely kaikille kannoille.
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Edellda mainitulla esikasittelymenetelmalld bakteerikantojen Psychrobacter sp.
N1 ja N73, Octadecabacter sp. 405, Halomonas sp. 363 ja Paracoccus sp. 392
virtaussytometrituloksissa enemmistona oli aggregoituneet solut -populaatio,
eikd generaatioaikaa voitu siten maarittda luotettavasti. Toisaalta ei voida olla
varmoja, sisalsikd aggregoituneet solut -populaatio todella vain
bakteerikasaumia vai oliko joukossa kenties eri kokoisia soluja, joita bakteerien
jakautumisen takia muodostuu paljon eksponentiaalisessa vaiheessa.
Pseudomonas sp. 132 ja Psychrobacter sp. 118 muodostivat jo
kasvatusliuoksessa runsaasti bakteerikasaumia, eika edella kuvattu esikasittely
riittdnyt niiden hajottamiseen ollenkaan. Virtaussytometrimaarityksia yritettiin

monilla eri laimennoksilla, mutta tulokset eivat olleet johdonmukaisia.

Bakteerikantojen Pseudoalteromonas sp. 121 & 415, Leifsonia
xyli/Rhodoglobus sp. 140, Paraglaciecola sp. 372, Colwellia sp. 403 ja
Polaribacter sp. 408 yksittaisten solujen populaatio oli suurempi kuin
aggregoituneiden solujen populaatio. Niiden generaatioaika maaritettiin
yksittaisten solujen eksponentiaalisen vaiheen suoran kulmakertoimesta.
Generaatioajat vaihtelivat 0,6 tunnista 21,7 tuntiin. Suorien selitysasteet (R?)
vaihtelivat valilla 0,9772-0,9975, mika on riittdva bakteerien
kasvunopeusmaarityksiin (Breidt ym. 1994). Toisaalta Polaribacter sp. 408:n
suoran maarittdmiseksi virtaussytometrilla saatiin analysoitua vain 3 naytetta ja
muiden kantojen osalta saatiin analysoitua 4-5 naytetta, vaikka tavoitteena oli

5-6 naytetta.

Hitaasti kasvaneilla bakteerikannoilla, erityisesti Colwellia sp. 403:lla ja
Polaribacter sp. 408:lla, havaittiin my6s paljon aggregoituneita soluja
virtaussytometrianalyysissa, vaikka yksittaiset solut olivat enemmistona.
Molemmat bakteerikannat muodostivat kasaumia kasvatusliuokseen, joten
esikasittely ei taysin riittdnyt niiden hajottamiseen. Maaritetyt generaatioajat

voivat siten olla yliarvioita.
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5.3.2 Maaritetty generaatioaika vs. grodon-generaatioaika

Tassa tutkimuksessa mukana olleiden jaabakteerikantojen genomit oli
sekvensoitu aiempien tutkimusten yhteydessa ja niiden teoreettiset
generaatioajat oli laskettu gRodon-ohjelmalla (Eronen-Rasimus 2023).
Weissmann ym. (2021) mukaan gRodon-ohjelman laskemat generaatioajat

vaikuttavat olevan luotettavia jopa viiteen tuntiin asti.

Jaabakteeritutkimuksessa kolmelle 20 °C:ssa kasvaneelle bakteerikannalle
maaritettiin alle viiden tunnin generaatioaika. Alle viiden tunnin generaatioaikoja
maaritettiin myods 16 °C:ssa kasvaneille bakteerikannoille, mutta tulokset eivat
olleet luotettavia, koska ne perustuivat vain aggregoituneiden solujen
populaatioon virtaussytometrianalyysin mukaan. Naita tuloksia ei otettu mukaan

tarkasteluun.

Kahdessakymmenessé asteessa kasvaneista bakteerikannoista gRodon-
ohjelma ennusti hyvin Pseudoalteromonas sp. 121:n generaatioajan, joka
tutkimuksen mukaan oli 0,6 h ja ohjelman mukaan 0,7 h. Pseudoalteromonas
sp. 415 -kannan generaatioaika gRodon-ohjelmassa oli kuitenkin lahes
kaksinkertainen verrattuna tutkittuun generaatioaikaan, joka oli 0,7 h. gRodon-
ohjelma aliarvioi Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140:n generaatioajan, joka

tutkimuksen mukaan oli 2,1 tuntia ja ohjelman mukaan 1,6 h.

Yli viiden tunnin generaatioaikoja méaaritettiin 4 ja 10 °C:ssa kasvaneille
bakteerikannoille. Naiden bakteerikantojen ennustetut generaatioajat grodon-
ohjelmassa poikkesivat hyvin paljon havaituista generaatioajoista. grodon
ennustaa neljassa asteessa kasvaneelle Paraglaciecola sp. 372:lle yli viiden
tunnin generaatioaikaa, kun maaritetty generaatioaika oli kaksinkertainen.
Kymmenessa asteessa kasvaneiden Colwellia sp. 403:n ja Polaribacter sp.
408:n ennustetut generaatioajat poikkesivat viela enemman havaituista
generaatioajoista, jotka olivat nelin- ja kuusinkertaisia ennustettuihin verrattuna.

Toisaalta molempien kantojen maaritetyt generaatioajat saattavat olla
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yliarvioita. Taulukkoon 5 on koottu maaritetyt jadbakteerien generaatioajat (h) ja

gRodon-ohjelman avulla lasketut generaatioajat (h).

Taulukko 5. Jaabakteerien maaritetyt generaatioajat (h) ja gRodon-ohjelman
avulla lasketut generaatioajat (h).

Generaatio- | Generaatio-

Lampdtila aika (h) aika (h)
(°C) Bakteerikanta (maéritetty) (gRodon)
20 Pseudoalteromonas sp. 415 0,7 1,3
20 Pseudoalteromonas sp. 121 0,6 0,7
Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp.
20 140 2,1 1,6
10 Colwellia sp. 403 7,4 1,8
10 Polaribacter sp. 408 21,7 3,8
4 Paraglaciecola sp. 372 10,4 >5

Weissmannin ym. (2021) kehittdmé& gRodon-ohjelma ennusti hyvin vain
Pseudoalteromonas sp. 121:n generaatioajan. Tama johtuu todennakoisesti
siitd, ettéd ohjelman kehittdmiseen on kaytetty vain vahan aariolosuhteissa
kasvavia bakteerikantoja ja se on validoitu ensisijaisesti mesofiilisille
bakteereille (Predicting maximal growth rates with gRodon), joiden
kasvulampadtilat ovat 10-50 °C (Tortora ym. 2021: 178).

Tutkituista bakteereista Paraglaciecola sp. 372 oli ainoa, jolle gRodon-ohjelma
ennusti yli vilden tunnin generaatioaikaa. Viiden tunnin jalkeen ohjelma pystyy
ennustamaan ainoastaan mikrobin hidaskasvuisuuden, mutta ei sité, kuinka
hitaasti mikrobi kasvaa (Predicting maximal growth rates with gRodon).
gRodon-ohjelma ennusti alle viiden tunnin generaatioaikoja Colwellia sp. 403:lle
ja Polaribacter sp. 408:lle, mutta kannat osoittautuivat huomattavasti

hidaskasvuisemmiksi. Niiden tulokset eivat kuitenkaan olleet taysin luotettavia.
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5.4 Hiiliyhdisteiden hyddyntadminen EcoPlate-kuoppalevyilla

5.4.1 Kaytetyimmat hiilenlahteet

Suurin osa Ecoplate-tutkimuksista on tehty esim. maaperasta, sedimenteista,
kosteikkoalueilta, jatevedesta ja pilaantuneilta maa-alueilta eristetyista
naytteista (Biolog EcoPlate™; Biolog Publication Database). Polaarialueilla
tutkimuksia on tehty [&hinna planktisten bakteerien hiilenkaytosta EcoPlate-
alustoilla (Sala ym. 2005; 2008; 2010; Krisnan ym. 2014; Caruso ym. 2023) ja
muilla Biolog MicroPlate -alustoilla (Tan 1997; Fernandez-Gémez ym. 2014).

Useimmat orgaaniset yhdisteet ovat monimutkaisempia luonnossa kuin
kasvatusalustoissa kaytetyt, tai kasvatusalustoissa kaytettyja yhdisteita ei 16ydy
ollenkaan luonnosta (Casals 2016). EcoPlate-yhdisteita, erityisesti
hiilihydraatteja ja aminohappoja, tiedetdan kuitenkin esiintyvan Antarktisissa
vesissa (Sala ym. 2005). Aiempien tutkimusten mukaan bakteeriplankton
kayttd&d metaboliassaan eniten hiilihydraatteja ja polymeereja arktisella
merialueella (Sala ym. 2008; 2010) seka Antarktisen merialueella (Sala ym.
2005) tai hiilihydraatteja ja aminohappoja arktisella alueella (FernAndez-Gémez

ym. 2014) sekad Antarktiksen merialueella (Caruso ym. 2023).

Suosituimmat polymeerit, Tween 40 ja Tween 80, ovat polyoleja, joita polaariset
bakteerikannat voivat hydrolysoida. Polyoleja kertyy merijaan leviin, ja ne
auttavat levia kestdmaan matalia lampatiloja ja korkeita suolapitoisuuksia. D-
sellobioosi ja n-asetyyli-glukosamiini ovat myos yleisid meriymparistossa.
Sellobioosia on kasviplanktonin soluseinissa ja n-asetyyliglukosamiinia kitiinissa

ja bakteerien soluseinien peptidoglykaanissa. (Sala ym. 2010.)

Salan ym. (2005) tutkimuksessa Antarktiksen alueen bakteeriplanktonyhteisot
hyddynsivét yhteensa 25/31 hiiliyhdistetta kasvaessaan 2 °C:ssa 10
vuorokautta ja Salan ym. (2008) tutkimuksessa vastaavat yhteisot arktisella
alueella kayttivat yhteensa 21/31 hiiliyhdistetta kasvaessaan 4 °C:ssa 2—4

viikkoa.
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Tassé tutkimuksessa jadbakteerit hyodynsivat yhteensa 20:t4 erilaista
hiilenlahdetta eli 64,5 prosenttia EcoPlate-alustojen hiilenléhteista. Kaytetyimpia
olivat Tween 40 ja Tween 80 -polymeerit sekd D-mannitoli, metyylipuryvaatti ja
d-sellobioosi, jotka ovat hiilihydraatteja. Tutkituista bakteerikannoista 12 kantaa
neljastatoista kaytti Tween 40 -polymeerid. Tulokset tukevat aiempia havaintoja
polaaristen alueiden bakteerien hiilenkaytdsta, vaikka taysin vertailevia
tutkimuksia jaébakteereista ei ollut saatavilla. Toisaalta inkubointilampdtilalla ja
muilla tekijdilla on saattanut olla vaikutusta tuloksiin. Naita tarkastellaan
luvuissa 5.4.2 ja 5.4.3.

5.4.2 Lampdtilan vaikutus hiilenlahteiden kayttoon

Jaabakteerien EcoPlate-kasvatukset tehtiin kunkin bakteerikannan
optimikasvulampdétilassa, joka on korkeampi kuin jd&bakteerien normaalissa
kasvuymparistossa. Aikaisemmissa tutkimuksissa alustoja on inkuboitu 2—4
°C:ssa, mika on lahempéana polaaristen bakteerien luonnollisen ympéariston
lampdotilaa (Sala ym. 2005; 2008). Jaabakteereista vain Paraglaciecola sp. 372
ja Octadecabacter sp. 419 inkuboitiin 4 °C:ssa. Paraglaciecola sp. 372:n
havaittiin kayttavan vain yhta hiiliyhdistetta, kun taas Octadecabacter sp. 419 ei

hyodyntanyt mitaan hiiliyhdistetta EcoPlate-alustalla.

Tan (1997) vertaili MicroPlate-alustoilla psykrotrofisten kopiotrofibakteerien
hiilenkayttéa 4 ja 20 °C:ssa ja havaitsi, etta joitakin hiiliyhdisteita kaytettiin vain
20 °C:n lampétilassa. Kuoppalevyilla alhaisessa lampdtilassa inkuboinnin
haasteena on se, ettd mikrobien aktiivisuus todennékdisesti alenee ja
kasvatusaika pitenee, jolloin laboratorio-olosuhteet alkavat vaikuttaa bakteerien
kasvuun enemman. Bakteerisolut voivat hajota seka tuottaa ekstrasellulaarisia
varastopolymeereja. (Casals 2016.) Inkubointilampdétila on siten voinut vaikuttaa
tassa tutkimuksessa kaytettyjen hiiliyhdisteiden maaraan, silla 20 °C:ssa
kasvaneet jadbakteerit hyddynsivat 2—-11:t& hiiliyhdistetta bakteerikantaa
kohden, kun taas alhaisemmissa lampotiloissa kaytettiin vain 1-2:ta
hiilenlahdetta.
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5.4.3 Muiden tekijoiden vaikutus EcoPlate-kasvatuksiin

Kuudessatoista asteessa kasvaneiden bakteerikantojen, Psychrobacter sp. N1
ja N73, Paracoccus sp 392 ja Octadecabacter sp. 405, useissa EcoPlate-
kaivoissa oli havaittavissa varin muodostusta vain kaivojen pohjalla reunoissa,
mutta tatd Microstation-laite ei tulkinnut positiiviseksi tulokseksi. EcoPlate-
kasvatuksia valmisteltaessa bakteerimassaa siirrostettiin suolaliuokseen varoen
ottamasta mukaan agaralustaa, jonka hyédyntaminen olisi voinut nakya
varinmuutoksena kaivoissa ja tuottaa edella mainitun ilmién. On my6s
mahdollista, ettd osa kannoista pystyy hyddyntamaan omia tuottamiaan
ekstrasellulaarisia polysakkarideja ja tama on voinut aiheuttaa kyseisen

varinmuutoksen EcoPlate-kaivoissa (GP2™ MicroPlate).

Neljassa asteessa kasvaneista bakteerikannoista Octadecabacter sp. 419 ei
hyodyntanyt mitdén EcoPlate-kaivoissa olevaa hiiliyhdistettd. Kyseinen kanta
kasvoi heikosti RC-agarmaljoilla ja on mahdollista, etta siirrostus maljalta
suolaliuokseen EcoPlate-kasvatusta varten ei ollut riittdvan tuore ja bakteeri ei
lahtenyt kasvuun. Osa bakteereista voi kuivua maljakasvatuksessa nopeammin
kuin toiset (Bowman 2001: 606).

EcoPlate-tuloksiin vaikuttavat olosuhteiden lisdksi myds siirrostettujen
bakteerien maara ja siirrostetut bakteerilajit. On havaittu, etta kaikki lajit eivat
kasva Ecoplate-kaivoissa vaan ne suosivat nopeasti kasvavia bakteereita. Myos
tetrazolium-variaine voi olla myrkyllinen joillekin bakteerikannoille. (Casals
2016.)

EcoPlate-levyille siirrostettujen bakteerien maaraan yritettiin vaikuttaa
mittaamalla bakteeriliuoksen turbiditeetti. Se pyrittiin saamaan valille 0,3-0,4,
mutta tdma ei onnistunut kaikkien kantojen osalta, silla maljoilla ei ollut
tarpeeksi bakteerimassaa. Octadecabacter sp. 419:n suhteen nain ei
kuitenkaan ollut, joten on todenn&koista, etta kasvatus ei ollut tarpeeksi tuore.
Lisaksi kyseinen kanta oli hyvin hitaasti kasvava eikd EcoPlate-alustoilla ollut 7

viikon jalkeenk&an havaittavissa varinmuodostusta.
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Maljoilla heikosti kasvavia olivat myds kannat Paraglaciecola sp. 372 ja
Polaribacter sp. 408, joten tama on voinut vaikuttaa niiden EcoPlate-tuloksiin,
jos siirrostus ei ollut riittdvan tuore. Liséksi tulokseen on todennakoisesti
vaikuttanut se, etta Colwellia sp. 403:n, Paraglaciecola sp. 372:n ja Polaribacter
sp. 408:n EcoPlate-siirrostuksen turbiditeetti oli alhainen (0,1-0,2). Ne olivat
kaikki myds hitaasti kasvatusliuoksessa kasvavia kantoja. Kaikki edella mainitut
bakteerikannat hyodynsivat vain Tween 40 -polymeerid, mutta tulos perustui
pelkastaan laitteen antamaan positiiviseen tulokseen, silla varin muutos ei ollut

havaittavissa paljain silmin.

Tanin (1997) tutkimuksessa Antarktiksen merialueelta peraisin olevan
psyktrotrofisen bakteeriplanktonin havaittiin hyédyntavan useampia
hiiliyhdisteitéa pH:ssa 7 kuin pH:ssa 5,82 MicroPlate-alustoilla. Toisaalta osa
samassa tutkimuksessa mukana olleista bakteereista ei kyennyt hyddyntamaan
pH:ssa 7 yhtaan hiiliyhdistetta tai hyddynsi vain muutamia yhdisteitd. Monet
meressa elavat bakteerit suosivat todennakoisesti korkeampaa pH:ta, silla
meriveden pH on yleisesti 7,6-8. (Tan 1997.) Jaabakteerien luonnollisessa
kasvuymparistossa eli jaadn suolataskuissa pH voi vaihdella valilla 8,41-8,82
(Papadimitriou ym. 2007). EcoPlate-alustojen pH:lla on siten voinut olla
vaikutusta jaébakteerien kasvuun, silla alustoissa kaytetyn suolaliuoksen pH:ta

ei tarkistettu.
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6 Yhteenveto

Taman tyon tavoitteena oli selvittda neljantoista polaarialueiden merijaasta
eristetyn bakteerikannan optimikasvulampdtilat RC-agarmaljoilla, generaatioajat
RC-kasvatusliuoksessa ja hiiliyhdisteiden kaytté EcoPlate-kuoppalevyilla.
Tutkimuksessa pyrittiin tuottamaan tietoa bakteerien generaatioajoista myo6s
genomipohjaisen gRodon-ohjelman kehittdmista varten, silla ohjelma ei kykene

ennustamaan aarioloissa elavien bakteerien generaatioaikoja kovin hyvin.

Tutkituista bakteerikannoista viiden kannan, Colwellia sp. 403, Polaribacter sp.
408, Octadecabacter sp. 419 ja 405 ja Paraglaciecola sp. 372, havaittiin olevan
psykrofiilisia ja muut yhdeksén kantaa olivat psykrotolerantteja. Octadecabacter
sp. 405:n optimikasvulampdatilaksi maaritettiin 16 °C ja Colwellia sp. 403:n ja
Polaribacter sp. 408:n optimikasvulampdtila oli 10 °C. Octadecabacter sp. 419:n

ja Paraglaciecola sp. 372:n optimikasvulampatilaksi maaritettiin 4 °C.

Psykrotoleranttien kantojen Psychrobacter sp. N1 ja N73 ja Paracoccus sp. 392
optimikasvulampdétilaksi maaritettiin 16 °C. Muiden psykrotoleranttien
bakteerikantojen eli Pseudoalteromonas sp. 415 ja 121, Halomonas sp. 363,
Psychrobacter sp. 118, Leifsonia xyli/f Rhodoglobus sp. 140 ja Pseudomonas

sp. 132 optimikasvulampdtilaksi maaritettiin 20 °C.

Optimikasvulampdtila selvitettiin kiinteélla alustalla, mutta voisi olla hyodyllista
kokeilla sen maarittdmistd myods nesteviljelméassa, silla optimikasvulampotila voi
olla korkeampi nestekasvatuksessa kuin kiinteélla alustalla kasvatettaessa
(Bowman 2001: 606). Kasvatuksissa kaytetyt modifioidut ZoBell-alustat eli RC-
alustat eivat valttamatta olleet optimaalisia kaikille bakteerikannoille, joten
jaabakteerien kasvattamista kannattaisi kokeilla my6s laimeammilla alustoilla tai
eri suolapitoisuuksissa, koska niiden luonnollisen elinympériston olosuhteet

vaihtelevat paljon.

Bakteerien kasvukayrat optimikasvulampétilassa muodostettiin
turbiditeettimittausten avulla. Bakteerien kasvukayrien viivevaiheet RC-

liuoksessa kestivat kolmesta tunnista yhdekséan vuorokauteen.
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Eksponentiaalinen vaihe vei alle kuudesta tunnista kahteen vuorokauteen
bakteerikannan mukaan. Monet kannat muodostivat RC-liuoksessa
kasvaessaan ainakin jossain vaiheessa paljain silmin nakyvia
bakteerikasaumia, joista osa vaikutti olevan biofilmimaisia. Bakteerikasaumia
muodostaneita kantoja olivat Psychrobacter sp. 118, Pseudomonas sp. 132,
Colwellia sp. 403, Polaribacter sp. 408, Octadecabacter sp. 419 ja 405 ja
Paracoccus sp. 392. Osalla naista bakteereista kasautumien muodostuminen

haittasi seka turbiditeetin mittaamista etta virtaussytometrimaarityksia.

Virtaussytometrianalyysin perusteella kaikille bakteerikannoille muodostui kaksi
populaatiota: yksittaiset solut ja aggregoituneet solut eli bakteerikasaumat.
Taman lisaksi bakteerikannat jakautuivat selkeasti kahteen ryhméan: 1) kannat,
joilla oli enemman yksittaisia kuin aggregoituneita soluja ja 2) kannat, joilla oli
enemman aggregoituneita kuin yksittaisia soluja. Generaatioajat maaritettiin
kuudelle ryhmé&an yksi kuuluvalle bakteerikannalle, jotka olivat
Pseudoalteromonas sp. 415 ja 121, Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140,
Colwellia sp. 403, Polaribacter sp. 408 ja Paraglaciecola sp. 372. Edella
mainittujen bakteerikantojen generaatioajat olivat 0,6—21,7 tuntia.
Generaatioaikaa ei pystytty maarittdmaan luotettavasti ryhméan kaksi
bakteerikannoille. Naiden bakteerikantojen osalta pitéisi [0yt&d& parempi
naytteiden esikasittelymenetelma, jotta bakteerikasaumat saataisiin hajotettua

ennen virtaussytometrianalyysia.

Bakteerikantojen generaatioaikoja verrattiin grodon-ohjelman laskemiin
generaatioaikoihin, jotka oli maaritetty aikaisemmassa tutkimuksessa. gRodon-
ohjelma pystyi ennustamaan hyvin vain kaikkien nopeimmin kasvaneen
Pseudoalteromonas sp. 121:n generaatioajan, joka tutkimuksen mukaan oli 0,6
h ja ohjelman mukaan 0,7 h. Yli viiden tunnin generaatioaikoja maaritettiin 4 ja
10 °C:ssa kasvaneille bakteerikannoille. Naiden bakteerikantojen ennustetut
generaatioajat gRrodon-ohjelmassa poikkesivat 2—6-kertaisesti havaituista
generaatioajoista. Toisaalta Colwellia sp. 403:n ja Polaribacter sp. 408:n

maaritetyt generaatioajat (7,4 h ja 21,7 h) saattavat olla yliarvioita. Kuitenkin
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joitakin taman tutkimuksen tuloksista voitaisiin hyédyntaa gRodon-ohjelman

kehittdmisessa.

EcoPlate-tulokset tukivat aiempia havaintoja polaaristen alueiden bakteerien
hiilenkaytosta polymeerien ja hiilihydraattien osalta. Ja&bakteerit kayttivat
yhteensa 20:ta erilaista hiiliyhdistetta eli 64,5 % EcoPlate-alustojen
hiilenlahteista, joista kaytetyimpia olivat Tween 40- ja Tween 80 -polymeerit
seka hiilihydraatit. Tutkituista bakteereista 12 kantaa neljastatoista kannasta
kaytti Tween 40 -polymeerid. Tutkimus tehtiin kunkin bakteerikannan
optimikasvulampdétilassa, joten inkubointilampdtila on voinut vaikuttaa
kaytettyjen hiiliyhdisteiden maaraan. 20 °C:ssa kasvaneet jdébakteerit
hyodynsivat 2—11:ta hiiliyhdistettd bakteerikantaa kohden, kun taas
alhaisemmissa lampatiloissa kaytettiin vain 1-2:ta hiilenlahdetta bakteeria
kohden.

Olisi mielenkiintoista selvittdd muuttuuko 10-20 °C:ssa kasvaneiden bakteerien
hiilenkaytto, jos ne inkuboitaisiin 4 °C:ssa eli lahempana niiden luonnollisen
ympariston lampdtilaa. Lisaksi EcoPlate-alustoihin kaytetyn suolaliuoksen pH
tulisi maaritta& seka tehda kokeiluja eri pH-arvoilla ja mahdollisesti myds eri
suolapitoisuuksissa, silla jaabakteerien luonnollisen kasvuympariston

suolapitoisuus voi vaihdella suuresti.

Jadbakteerien kasvattaminen osoittautui haastavammaksi kuin alun perin
oletettiin, silla ne tuottivat ekstrasellulaarisia polymeereja ja muodostivat
kasaumia samalla vaikeuttaen turbiditeetti- ja virtaussytometrimittauksia. Monet
niista kasvoivat hyvin hitaasti eika niiden kasvua pystytty yrityksista huolimatta
ennakoimaan, mika aiheutti myos aikatauluhaasteita. Tama tutkimus tuotti
kuitenkin perustietoa, jonka pohjalta voitaisiin tehdé uusia kasvatuskokeiluja
erilaisissa kasvatusolosuhteissa. Genomipohjaisten ohjelmien parantamiseen
tarvittaisiin runsaasti lisaa tietoa psykrofiilisten bakteerien kasvusta erilaisilla

alustoilla.
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Generaatioajan tarkastelusta poisjatettyjen jadbakteerien
kasvukayrat
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Kuva 1. Psychrobacter sp. 118 -kannan kasvukayréa 20 °C:ssa.
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Kuva 2. Pseudomonas sp. 132 -kannan kasvukayra 20 °C:ssa.
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Kuva 3. Halomonas sp. 363 -kannan kasvukéayra 20 °C:ssa.
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Kuva 4. Paracoccus sp. 392 -kannan kasvukayra 16 °C:ssa.
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Kuva 5. Octadecabacter sp. 405 -kannan kasvukayra 16 °C:ssa.
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Kuva 6. Psychrobacter sp. N1 -kannan kasvukéayra 16 °C:ssa.
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Kuva 7. Psychrobacter sp. N73 -kannan kasvukayra 16 °C:ssa.
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Kuva 8. Octadecabacter sp. 419 -kannan kasvukayré 4 °C:ssa.
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Jaabakteerien yksittaisten ja aggregoituneiden solujen
lukuma&arien keskiarvot eksponentiaalisen kasvuvaiheen
naytteissa virtaussytometrilla maaritettyna

Ryhmal

Taulukko 1. Pseudoalteromonas sp. 415 -kannan yksittaisten ja
aggregoituneiden solujen lukumé&arien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukuma&arien keskiarvo

1 74 452 862 2 336 021

2 178 809 846 4 417 875

3 247 718 316 2717 747

4 374 951 260 2270777

5 508 078 259 812 945

Taulukko 2. Pseudoalteromonas sp. 121 -kannan yksittaisten ja
aggregoituneiden solujen lukumé&arien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukuma&arien keskiarvo

1 55184 728 9 387 806

2 105 452 607 3338 191

3 239 342 165 1307 648

4 291 244 067 666 534
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Taulukko 3. Leifsonia xyli/Rhodoglobus sp. 140 -kannan yksittaisten ja
aggregoituneiden solujen lukumé&arien keskiarvot.

2(5)

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukumaérien keskiarvo

1 5127 049 276 249

2 13931 123 852 933

3 20 003 466 267 606

4 31978 613 277 877

Taulukko 4. Polaribacter sp. 408 -kannan yksittaisten ja aggregoituneiden
solujen lukumaarien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukuméaérien keskiarvo

1 94 812 590 34 938 782

2 189 194 365 119 211 922

3 373 975 492 224 065 930

Taulukko 5. Colwellia sp. 403 -kannan yksittaisten ja aggregoituneiden solujen
lukumaarien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukuméaérien keskiarvo

1 35142 464 5516 013

2 61 779 365 50 855 047

3 215 881 136 143 005 643

4 287 685 777 167 505 331
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3 (5)

Taulukko 6. Paraglaciecola sp. 372 -kannan yksittéisten ja aggregoituneiden
solujen lukumaarien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukumaérien keskiarvo

1 86 717 072 14 551 615

2 224 487 995 44 842 171

3 298 187 129 36 519 126

4 444 765 650 35 136 563

5 569 312 986 21 505 805

Taulukko 7. Octadecabacter sp. 419 -kannan yksittaisten ja aggregoituneiden
solujen lukumaarien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukuma&arien keskiarvo

1 4 932 143 842 044

2 5124 428 1303 028

3 4767 508 1680 142

4 11 577 529 2011 381

5 11 012 443 2477 445
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Taulukko 8. Halomonas sp. 363 -kannan yksittéisten ja aggregoituneiden
solujen lukumaarien keskiarvot.

4 (5)

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukumaarien keskiarvo

1 3901 225 85 952 956

2 4 047 090 110 585 085

3 3872975 229 580 212

4 9833395 345 422 360

Taulukko 9. Octadecabacter sp. 405 -kannan yksittaisten ja aggregoituneiden
solujen lukumaarien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukuma&arien keskiarvo

1 521 332 29 843 082

2 537 015 41 068 767

3 481 302 57 242 600

4 595 686 82 591 028

5 483 114 96 916 298
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Taulukko 10. Paracoccus sp. 392 -kannan yksittaisten ja aggregoituneiden
solujen lukumaarien keskiarvot.

5 (5)

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukumaérien keskiarvo

1 432 861 35774 156

2 502 317 54 613 044

3 454 870 65 817 019

4 629 534 80 087 127

5 466 238 85 458 861

Taulukko 11. Psychrobacter sp. N1 -kannan yksittaisten ja aggregoituneiden
solujen lukumaarien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukumaé&arien keskiarvo

1 267 756 4290 893

2 8 552 60 311 776

3 44 863 42 028 418

4 56 899 121 733 945

5 436 516 124 278 775

Taulukko 12. Psychrobacter sp. N73 -kannan yksittéisten ja aggregoituneiden
solujen lukumaarien keskiarvot.

Naytteen | Yksittaisten solujen luku- Aggregoituneiden solujen
numero | maarien keskiarvo lukumaérien keskiarvo

1 64 312 94 956 449

2 53119 130 018 148

3 207 755 233 399 030

4 461 429 294 061 025
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