Genkunnskap gir nye muligheter for
praktisk overvakning og pavisning
av mikroorganismer i vann

Av Knut Rudi,
Olav M. Skulberg og
Kjetill S. Jakobsen

I denne artikkelen vil vi ta for oss hvor-
dan basal genetisk kunnskap kan bru-
kes til overvakning og pavisning av
mikroorganismer i vann. DNA revolu-
sjonen og den omfattende grunnleg-
gende forskningen som utfgres i dag pa
et stadig voksende antall mikroorganis-
mer som bakterier, alger og protozoer
har gitt oss et verktgy — gen sekvenser
— som gir oss en ny dimensjon i vann-
analyser. Vi vil i det fglgende legge spe-
sielt vekt pd vér egen forskning pa
cyanobakterier (blagrgnnalger), hvor de
spgrsmal vi har stilt oss angdende evo-
lusjon har fgrt til utvikling av helt ny
metodikk for klassifisering, pavisning
og overvakning av cyanobakterier.
Det er et stort behov for nye metoder
for analyse av mikroorganismer i vann.
Bare de ti siste drene har det skjedd en
eksplosjonsartet utvikling i genetiske
teknikker (DNA teknikker). Disse tek-
nikkene har né begynt & fa innpass i
vannanalyse. En av fordelene med disse
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er at de gir objektive kriterier for identi-
fisering og klassifisering, gjennom
diagnostiske DNA sekvenser. Slike
DNA sekvenser kan brukes pa forskjel-
lige evolusjonzre nivéer, bade for iden-
tifisering av slekter og arter. DNA ana-
lysen kan ogsé hjelpe oss i 4 finne an-
dre karakterer som kan brukes til iden-
tifisering.

Gener som brukes til a
studere slektskap mellom
organismer

DNA sekvenser har et stort spekter av
evolusjonare rater. Enkelte gener, som
f. eks. gener som koder for ribosomalt
RNA, har en sa lav evolusjoner rate at
de kan brukes til & studere slektskaps-
forhold for alt liv. Andre, ikke-kodende
omrader derimot, f.eks. mikrosatelitter
(korte repeterte sekvenser f.eks. CA
gjentatt fra 10 — 100 ganger), kan bru-
kes til & skille individer i en populasjon.
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Figur 1. Evolusjoncert tre for genet som koder for ribosomalt RNA. Treet viser

de fylogenetiske gruppene av bakterier (bakterie-domenene) som har blitt iden-
tifisert, samt nye potensielle domener. Domener med to eller flere bakterier er
vist som “kjegler”. Treet er konstruert ved bruk av ARB datapakken .

Skal man studere en mikroorganisme,
eller for den slags skyld en hvilken som
helst organisme ved hjelp av DNA, ma
man velge seg en DNA markgr. En
DNA markgr er rett og slett et omrade i
arvestoffet som man studerer. Valg av
markgrer mé gjgres ut fra hvilke pro-
blemstillinger man gnsker & belyse. Det
er viktig at man velger et omrade som
hverken har for lav, eller for hgy
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mutasjonsrate i forhold til hva man gn-
sker & studere. Dette er essensielt fordi
den variasjonen man finner i markgren
brukes til & lage en modell dvs. det
evolusjonstreet (fylogenetiske tre) som
forklarer mutasjonsmgnsteret best mu-
lig. Etevolusjonstre beskriver hvordan
forskjellige organismer har skilt lag i
evolusjonen. Siden mutasjoner er rela-
tivt sjeldne hendelser, kan disse brukes
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til & definere grenene i treet. Dersom
det har vert for mange mutasjoner mel-
lom to organismer vil det veere vanske-
lig 4 lage en (entydig) modell for evo-
lusjonen, fordi sjansen for fram- og til-
bake-mutasjoner er relativt stor. P4 den
andre siden, dersom mutasjonsraten er
for lav, vil man ikke finne nok muta-
sjoner slik at en god modell kan lages.
Den mest brukte markgren i evolusjon-
@re studier er genene som koder for
ribosomalt RNA. Disse genene finnes
i alle organismer. Forskjellige posisjo-
ner i genene har en stor variasjon i evo-
lusjoneer rate, slik det kan brukes til &
studere organismer pé forskjellige
taksonomiske nivéer (Figur 1). Men det
utvalget av fylogenetiske markgrer som
anvendes vokser raskt, og det finnes
markgrer som utelukkende anvendes
for bestemte grupper av organismer
(f.eks. rbcL hos alger og grgnne plan-
ter).

Morfologiske trekk hos
cyanobakterier er bevart
gjennom miilliarder av ar

- men har genene deres
forandret seg?

Organismer som liknet pd dagens
cyanobakterier var blant det fgrste li-
vet som oppstod pa jorda for mer enn 3
milliarder ar siden. Det finnes 2.2 mil-
liarder ar gamle mikrofossiler som
morfologisk sett ikke er mulig 4 skille
fra cyanobakterier som lever i d~g. Et
fundamentalt spgrsmal nér det gjelder
cyanobakterie-evolusjon, er om likhe-
tene mellom fossiler og moderne orga-
nismer reflekterer homologi, eller ana-
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logi. For & studere gen-evolusjonen til
cyanobakteriene — i lys av det vi vet
om fossilene — har vi undersgkt 3 for-
skjellige genomrader; et genomrade
som koder for ribosomalt RNA, et om-
rade som koder for et intron (det vil si
et ikke-kodende, men transkribert om-
rade), og til slutt et aminosyre-kodende
omrade.

Tidlig pa 90-tallet ble det identifisert
introner i genene som koder for tRNA
bade i kloroplaster og i cyanobakterier.
Dette ledet til en antagelse om at
intronet har vert stabilt gjennom det
meste av evolusjonshistorien, og at det
kanskje til og med er et relikt fra en
RNA verden. Vare studier, derimot, sir
tvil ved denne hypotesen. Den tilfeldige
distribusjon av intronet og det fylo-
genetiske slektskap mellom intonene
hos de ulike artene antyder at intronet
kan vare mobilt. Det vil si at intronet
kan “hoppe” rundt i genomet, og det
kan ogsd overfgres mellom forskjellige
arter av cyanobakterier. (Rudi og Jakob-
sen 1997), (Rudi og Jakobsen 1999).
De opprinnelige arbeidene pa dette
intronet ( Kushel et al. 1990, Xu et al.
1990) konkluderte som nevnt med at
dette selvspleisende intronet ikke er,
eller har veart, mobilt (iallefall ikke pa
en milliard 4r!), og en nylig undersg-
kelse fra et av det samme fagmiljget har
fastholdt at intronet ikke kan eller har
flyttet pa seg (Paquin et al.1997) . Vére
resultater er imidlertid i trdd med un-
dersgkelser av andre selv-spleisende
intror, som f.eks det funn at selvspleis-
ende intron kan spre seg fra sopp til
hgyere planter (Cho et al. 1998). Det
er klart at mobile DNA sekvenser slik
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Figur 2. Avvikende evolusjonsmgnster mellom neert beslektede arter for genene
rbcX (viktig for foldingen av RuBisCo) (A) og rDNA (B) distanse tre for Nostoc
linje I, 11, and 1II. Treerne ble beregnet ved hjelp av “neighbor-joining” metoden
fra datapakken PHYLIP med en distanse-matrise derivert fra Kimura sin to-
parameter modell. Tallene ved forgreneningene viser den statistiske stptten (i
prosent) for grenmgnsteret. Forkortelser pd artene er: AL 1, Anabaena
lemmermannii NIVA-CYA 266/1; AL 2, A. lemmermannii NIVA-CYA 83/1; AL 3,
A. lemmermannii NIVA-CYA 281/1; AS, Anabaena sp. stamme NIVA-CYA 267/
4; AF, Aphanizonenon flos-aquae NIVA-CYA 142; AG, Aphanizomenon gracile
NIVA-CYA 103; NS 1, Nostoc sp. stamme NIVA-CYA 124; NS 2, Nostoc sp.
stamme NIVA-CYA 194; NS 3, Nostoc sp. stamme NIVA-CYA 308; NS 4, Nostoc

sp. stamme NIVA-CYA 246; NC, N. commune; NF, N. flagelliforme.

som disse intronene ikke er egnet som
fylogenetiske markgrer, men nettopp
fordi de er mobile i et evolusjonert per-
spektiv og derfor finnes hos noen og er
borte hos andre narbeslektede arter, er
en egenskap som kan anvendes til &
skille mellom visse stammer av
cyanobakterier.

Utveksling av genetisk
materiale mellom beslek-
tede stammer; en repara-
sjonsmekanisme som
forer til langtidsstabilis-
ering av cyanobakterier?
Béade genene som koder for ribosomalt
RNA og genene som koder for D-ribose
1,5-bisphosphate carboxyasoxygenase
(RuBisCo involvert i karbon fiksering),
finner vi et evolusjonsmgnster med
flere grupper av nzrt kan vere viktig

522

slektede organismer, mens avstandene
mellom de forskjellige gruppene er re-
lativt store. Det er to mulige forklarin-
ger pa et slikt mgnster, enten har hver
gruppe et relativt nytt felles opphav,
eller s har DNA sekvensene innen hver
gruppe blitt homogenisert pa grunn av
utveksling av genetisk materiale. Vére
observasjoner stgtter den siste model-
len. Mutasjonene innen hver gruppe
synes & vaere randomisert, samtidig som
de fylogenetiske trerne er forskjellige
for 16S rDNA og RuBisCo (vist for
RuBisCo-genet rbcX i Figur 2, Rudi et
al. 1998a).

Det har vaert en diskusjon om utveks-
ling av genetisk materiale for bakterier
er en mekanisme for DNA reparasjon.
Vér modell trekker DNA reperasjons-
hypotesen enna lenger, ved at vi fore-
slar at utveksling av genetisk materiale
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Figur 3. Pavisningsformat for bakterie-
test. Bakterie DNAet i vann-prgven hybri-
diseres til syntetisk laget “indikator”-
DNA som representerer de ulike artene
eller stammene man gnsker 4 teste for.
Hybridiseringen skjer i grunne, smd
brgnner pa en plate (f.eks mikrotiter-
plate). Alternativt kan den utfpres med
indikator-DNA festet til en membran eller
DNA-chip. Dette er alle hendige format
som gjpr de enkelt 4 automatisere
prosessen. Resultatet avleses som
fargeflekker eller fluorescens for de
respektive bakteriene i prgven. Graden av
fargeintensitet/fluorescens er et mdl den
mengden av bakterier som er i proven.

veere viktig for langtidsstabilisering av
karakterer . I den modellen vi er kom-
met fram til, ligger det at det stgrste
evolusjonzre problemet for cyanobak-
teriene ikke er & evolvere nye egenska-
per, men faktisk & bevare de egenska-
pene de allerede har. Cyanobakteriene
har kanskje oppnéddd sin optimale
”form” ut fra de evolusjonere forutset-
ningene de har. Som en fglge av dette,
spiller utvekslingen av genetisk mate-
riale for nart beslektede organismer en
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viktig rolle for bevaringen av
fenotypiske karakterer.

Original grunnforskning
forer til praktisk anven-
delse

Cyanobakterier skaper store praktiske
problemer pé grunn av oppblomstrin-
ger, og fordi mange av artene kan pro-
dusere farlige giftstoffer. Noen av gift-
stoffene er dgdelige, andre gir lettere
forgiftninger slik som kvalme, oppkast
og diaré. Cyanobakteriene er problema-
tiske i forbindelse med drikkevann,
serlig i tempererte strgk, men ogs3 i
Norge er det blitt slatt alarm mange
ganger. Cyanobakterier kan vare van-
skelige & diagnostisere, dvs. artsbes-
temme, og metodene som brukes i dag,
er lite presise og tar relativt lang tid &
utfgre. Dessuten ma man oftre livet til
et hgyt antall laboratoriedyr for & teste
giftinnholdet i vannprgver. Har man
derimot informasjon om gensekvenene
til giftige alger og bakterier samt be-
slektede arter som ikke er giftige, kan
man basert p& genene lage enkle, sikre
og presise tester for giftige alger (Rudi
et al. 1997, 1998b, 1998¢). Ved & an-
vende DNA er det ogsé mulig & auto-
matisere hele deteksjonsprosessen slik
at man kan ha apparatur stdende ute i
vannet hele tiden, og dermed fa «on-
line»-rapporter om algeforekomst.
Automatisk apparatur som méler alger
og bakterier basert pd DNA, er ennd
ikke utviklet, men var forskningsgruppe
har utviklet tester som paviser bestemte
cyanobakterier og dinoflagellater. En
metode for pavisning av den svert gif-
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Figur 4. Uttesting av vannprofilanalyse pd 8 lokaliteter. Lokalitetene er
rangert ut fra neringsrikhet/forurensing, dvs fra “moderat forurenset”
(mesotrof) til “forurenset” (eutrof). Spylene viser den relative forekomst av en
gitt organisme i en prgve. De forskjellige DNA probene som er brukt, er
spesifikke for forskjellige bakteriegrupper. pKO — Phormidium, pMI3, pMI2,
PDK — Microcystis, pPL1 — Planktothrix, pAL, pAP — Aanabaena /
Aphanizomenon, pNOS — Nostoc, pPL2 — ikke spesifikk for en bestemt gruppe.
Eksempelvis inneholder Gjersjpen potensielt giftige bldgronnalger av typene
Planktothrix (probe pPL1) og Anabaena/Aphanizomenon (probe pAP, pAL og
pNOS).
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tige dinoflagellaten Pfiesteria piscicida
—som vi har utviklet sammen med ame-
rikanske forskere — benytter seg av en
DNA metode som er svert effektiv for
a finne forskjeller mellom genene
(heteroduplex mobilitets analyse -
HMA). Dette kombineres med spesi-
fikk amplifisering av Pfiesteria gener
(Oldach et al. 1999).

Nér det gjelder den fullstendige fram-
gangsmaten for & pavise cyanobakter-
ier, gér metodikken her ut pa fgrst &
konsentrere opp cellene ved & binde
dem til magnetiske partikler (Ugelstad-
kuler), sa isolere DNAet ved hjelp av
de samme kulene (Rudi et al. 1986b),
og deretter utfgre en gentisk test hvor
sluttresultatet leses av som en fargere-
aksjon som kan kvantifiseres (Figur 3).
Det spesielle med testen vi har utviklet,
er at DNA prober blir merket ved hjelp
av et enzym, som gjgr testen sa ngyak-
tig at vi kan skille helt ned til enkelt-
mutasjone (Rudi et al. 1998c¢). Denne
prosessen kan utfgres for eksempel ved
hjelp av en sékalt DNA- eller bio-brikke
(“DNA chip”). Vi holder pa for tiden &
utvikle tester og brikker som vi haper
skal kunne tilbys for salg. Siden dette
er helt nye prosesser, har vi tatt patent
pé den spesielle fremgangsmaten.

DNA analyser av vannlo-
kaliteter i Norge avslorer
cyanobakterier i drikke-
vann

Metodikken vi har utviklet, er nylig blitt
testet pd 8 vann-lokaliteter. Bade foru-
rensede og rene vann ble valgt i uttest-
ingen. Vi inkluderte flere forskjellige
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typer lokaliteter for & undersgke hvor
godt systemet vil kunne fungere under
rutinemessig diagnostisk analyse. Av
spesiell interesse var analysen av
Gjersjgen (rdvannskilde for vannforsy-
ning) og Steinsfjorden (viktig lokalitet
for krepsing, fiske og rekreasjon). Var
uttesting pa de 8 lokalitetene viste at
det var potensielt giftige cyanobak-
terier tilstede 1 7 av disse (Fig. 4). Det
var en klar tendens i gkning av mengde
og artsmangfold av potensielt giftige
cyanobakterier med gkende forurens-
ingsgrad. Tilstedevarelsen av potensielt
giftige bldgrgnnalger i innsjger som
Gjersjgen, og Steinsfjorden tilsier at det
burde utfgres tester for bestemmelse av
toksinkonsentrasjoner i vannmassene.
Det ble ogsa pavist en helt ny
cyanobakterie i Steinsfjorden. Dette
isolatet tilhgrer sannsynligvis slekten
Synechoccocus. Slekten Synechoccoccus
inngér i nanoplanktonet. Det er fort
gjort & overse disse ved tradisjonell mi-
kroskopisk undersgkelse.

Framtidig biologisk vann-
overvakning

Det hersker i dag liten tvil om at DNA-
tester vil dominere framtidig biologisk
vanntesting og overvékning. Det er
ogsé dpenbart at dette vil stille krav til
opplaring av personell og omstruktu-
rering av laboratorier som driver vann-
undersgkelse, noe som utvilsomt vil
vare en utfordring for fagmiljget. Pé
den andre siden vil DNA-baserte tester
muliggjgre "on-line" systemer som
samtidig paviser og kvantifiserer et va-
riert utvalg av mikroorganismer. Bio-
logisk vannovervékning vil med andre

525



ord bli sikrere og mindre ressurskre-
vende pé sikt. Dette &pner for hensikts-
messig 4 kunne teste eller overvake
vannkvalitet pa en mer praktisk og gko-
nomisk mate enn i dag.

I dag tilbys DNA-chip teknologi som
et rutinemessig verktgy i medisinsk di-
agnostikk, og det er ingen dristig spa-
dom at “DNA-chip’er” for vannkvali-
tet vil vaere kommersielt tilgjengelig om
sveert fa ar. Tilgang pa rent vann vil
veere en serlig viktig problemstilling i
det neste arhundre, og DNA testene vil
bli en ngkkel til formalstjenlig bedgm-
melse av vannets sunnhetstilstand.

Var forskning har veert stgttet av en
NFR-bevilgning (Strategisk universi-
tets-program, prosjekt nr 107622/420)
til KSJ.
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