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Sammendrag 
Denitrifikasjon er en viktig del av den globale nitrogensyklusen der nitrat (NO3

-) eller nitritt 

(NO2
-) blir redusert trinnvis til nitrogen monoksid (NO), lystgass (N2O) og til slutt nitrogen i 

gassform (N2) under anoksiske eller semi-anoksiske forhold som et alternativ til aerob 

respirasjon. Reduksjonen av N-oksidene skjer ved benyttelse av reduktasene nitratreduktase 

(Nar/Nap, gen: nar/nap), nitrittreduktase (Nir, gen: nirS eller nirK), NO reduktase (Nor, gen: 

nor) og N2O reduktase (Nos, gen: nosZ). Prosessen utføres av bakterier i over 60 ulike phyla, 

samt enkelte Archaea og eukaryote organismer, og er en viktig kilde til  utslipp av NO og 

N2O. N2O er en ozonnedbryter og en drivhusgass som er omtrent 300 ganger mer potent enn 

CO2, og har en halveringstid på 160 år i atmosfæren. 

I denne oppgaven ble det fokusert på karakteriseringen av denitrification regulatory 

phenotype (DRP) hos ulike stammer innen slekten Thauera. DRP er en samlebetegnelse på 

en rekke fenotypiske og regulatoriske karakteristika som har implikasjoner for en gitt 

denitrifiserende organismes overlevelse og N2O/NO utslipp til omgivelsene.  I denne 

oppgaven ble det særlig fokusert på akkumulering av NO og N2O, samt transkripsjon av 

reduktasegenene (nir, nor, nos) under og etter overgang fra aerob respirasjon til 

denitrifikasjon. Enkelte stammer innenfor slekten Thauera innehar to distinkte utgaver av 

genet som koder for cytokrom cd1 –nitrittreduktase, nirS. Tre stammer ble dermed valgt for 

å representere slekten T.sp 27, som har genene nirS1 og nirS2, T.sp 28 som kun har nirS2 og 

T.linaloolentis kun har nirS1. De ulike stammene av Thauera ble dyrket i renkulturer i et 

semiautomatisk inkubasjonssystem der det ble målt konsentrasjoner av O2, NO, N2O og N2 i 

kulturene. På bakgrunn av gasskinetikken, ble prøver tatt ut på interessante tidspunkter og 

transkripsjon av nirS1 og/eller nirS2, norB og nosZ ble kvantifisert ved hjelp av real-time PCR. 

Etchebehere og Tiedje rapporterte 2005 at nirS1 var uttrykt konstitutivt i T.sp 27 . Dette var 

derimot ikke tilfelle i følge våre resultater. Funnene i denne oppgaven viste for de stammene 

som hadde  nirS1  at ble uttrykt allerede ved lav konsentrasjon av oksygen i kulturen, og økte 

kraftig ekspresjonen  under anoksiske forhold i kulturen, og at nirS2 var uttrykt kun under 

anoksiske forhold i kulturen. T.sp 27 var den stammen som hadde den høyeste ekspresjonen 

av nirS.  Alle stammene hadde en stringent kontroll av NO,  noe som betyr at de undersøkte 

stammene er følsomme for gassen og har en kontrollert regulering av  NO akkumulering.  
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N2O så ikke ut til å være gjenstand for like streng regulering og stammene akkumulerte 

varierende mengder under denitrifikasjon. 

Det eksperimentelle oppsettet som er beskrevet her gir et unikt innblikk i dynamikken rundt 

denitrifikasjon. Tette, presise målinger av headspace-gasser i kombinasjon med hyppig 

transkripsjonsanalyse danner grunnlaget for detaljert karakterisering av denitrifiserende 

bakterier, med videre implikasjoner for deres overlevelse og bidrag til N2O og NO utslipp fra 

mer komplekse systemer. 
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Summary 
Denitrification is an important part of the global nitrogen cycle. Nitrate  (NO3

-) or nitrite 

(NO2
-) is reduced stepwise to nitric oxide (NO), laughing gas (N2O) and finally nitrogen in  

gasous form (N2) under anoxic or semi-anoxic conditions. The process is executed as an 

alternative to aerobic respiration.  The reduction of the N-oxides is executed by the 

reductases nitrate reductase (Nar/Nap, gene nar/nap), nitrite reductase (Nir, gene nirS or 

nirK), nitric oxide reductase (Nor, gene:nor), and nitrous oxidereductase (Nos, gene: nosZ). 

The process is carried out by bacteria spread over 60 different phyla, as well as some 

Archaea and eukaryote organisms. It is also an important process in the emission of NO and 

N2O. Denitrification is responsible for 70 % of the total N2O emissions. N2O is a green house 

gas that is 300 times more potent than CO2, and has a residence time of 160 years in the 

atmosphere. 

In this thesis, it was focused on the characterization of denitrification regulatory phenotype 

(DRP) of different strains within the genus Thauera.  DRP is a collective term for a variety of 

phenotypic and regulatory characteristics that have implications for the survival for a  given 

denitrifying organism and emission of NO and N2O to the environment. I this task, it was 

focused on accumulation of NO and N2O, and the transcription of the reductase genes (nirS, 

norB and nosZ) during the transition from aerobic respiration to denitrification. Some strains 

within the genus Thauera possesses two distinct versions of the gene coding for cytochrome 

cd1-nitrite reductase, NirS. Three strains were thus selected to represent the genus T.sp 27, 

who has the genes and nirS1 and nirS2, T.sp 28 that has only nirS2 and T.linaloolentis only 

nirS1. It was also focused on the nitrite reductase nirS, which is responsible for the reduction 

of nitrite to NO. Three Thauera strains was chosen in this task; T.sp 27 expresses the genes 

nirS1 and nirS2, T.sp 28 nirS2, and T.linaloolentis expresses nirS1.  

The three Thauera strains were incubated in pure cultures in a semi automatic incubation 

system. The concentrations of O2, NO, N2O and N2 were measured. On the basis of gas 

kinetics, the samples taken out in interesting times and transcription of nirS1 and / or nirS2, 

norB and nosZ were quantified using real-time PCR. Etchebehere and Tiedje reported in 2005 

that nirS1 was expressed constitutitly in the T.sp 27. This was however not the case 
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according to our results. The results from this study showed for the strains that nirS1 was 

expressed already at low concentration of oxygen in the culture, and increased expression 

under anoxic conditions in culture, and that nirS2 was expressed only under anoxic 

conditions in culture. T.sp 27 was the strain that had the highest expression of both of the 

nirS types. All strains had a strict control of NO, which means that the investigated strains 

are sensitive to the gas and has a controlled regulation of NO accumulation. Variation in 

regulation of accumulated N2O, and in general, the gas accumulated faster than it was 

reduced. I non closed environments, the denitrification carried out by Thauera would have 

contributed to emission of the green house gas N2O. 

This experiment gives us a unique insight into the dynamics around denitrification. Precise 

measurements of gasses in headspace in combination with rapid analysis of expression gives 

us an detailed characterization of denitrifying bacterias, with further implications of their 

survival and contribution to N2O and NO emissions from more complex systems. 
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Forkortelser 
ANR- Anaerob regulering av arginin deiminase og nitrat reduktase 

BLAST- Basic Local Alignment Search Tool 

Bp- Basepar 

DRP- Denitrification regulatory phenotype 

EDTA- EtylenDiamin TetraAcetat 

FNR- Fumarat og nitrat reduktase 

KNO3
-- Kaliumnitrat 

mL- Milliliter 

mM- Millimol*liter-1 

N2- Dinitrogen 

Nar/Nap- Nitratreduktase 

Nir/NirS- Nitrittreduktase 

ng- nanogram 

N2O- Nitrogenoksid/Lystgass 

NO3 - Nitrat 

NO2- Nitritt 

NO- Nitric Oxide 

Nor /NorB- Nitric Oxidereduktase 

Nos /NosZ- Nitrogenoksidreduktase 

O2- Oksygen 

PCR- Polymerase kjedereaksjon 

RPM-Runder per minutt 

µL-Mikroliter 

µg- Mikrogram
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1 Innledning 

1.1 Nitrogensyklusen 

Nitrogen er et av de viktigste elementene i alle organismer og står for nær 6,25 % av deres 

tørrvekt (1). Det er en kritisk komponent for aminosyrer og nukleinsyrer og er dessuten 

fundamental for alle biokjemiske prosesser hos organismer (2). Atmosfæren består av ca 

78 % av trippelbundet nitrogen (N2) i gassform og dette er det største reservoaret av 

nitrogen. I denne formen kan ikke nitrogenet benyttes biologisk av andre organismer enn 

enkelte mikroorganismer (2, 3). Nitrogen i ulike oksiderte og kjemiske former kan benyttes 

og omformes av mikroorganismer på land og i sjø (2).  

. 

 

Figur 1.1: Oversikt over oksiderte og reduserte former av nitrogen og forløpet gjennom nitrogensyklusen. Bildet er et 

modifisert bilde hentet fra Stoltz og Basu, 2002 (4).  

Nitrogensyklusen er sammensatt av flere prosesser som nitrogenfiksering, 

ammoniumassimilering, ammoniummineralisering, nitrifikasjon, nitratreduksjon, og 
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assimilatorisk og dissimilatorisk nitratreduksjon (Figur 1.1) (3). I disse prosessene inngår 

dinitrogen i en rekke reaksjoner der det oksideres og reduseres (oksidasjonstall fra -3 til +5). 

Prosessene utføres av ulike organismer som eubakterier, arker (Archaea), noen sopparter og 

planter, og danner til sammen den biologiske nitrogensyklusen (1). 

Nitrogenfiksering av N2 utføres utelukkende av prokaryote organismer. En felles betegnelse 

for denne funksjonelle gruppen er diazotrofer og endeproduktet fra prosessen er 

ammoniakk (NH3). Diazotrofer står for hovedandelen av fiksert nitrogen til biosfæren (60 %) 

(3). De er funnet blant bakterier og arker, og finnes enkeltlevende organismer, i symbiotiske 

forbindelser eller assosiert med planterøtter. De er enten kjemotrofer eller fototrofer og kan 

fiksere nitrogen i aerobe, anaerobe eller mikroaerofile miljø(1, 5). Enzymkomplekset 

nitrogenase er sentralt i reduksjonen av N2 til NH3 og enzymet er sensitivt for oksygen, noe 

som betyr at prosessen hovedsakelig foregår anaerobt. Det finnes likevel tilfeller der 

prosessen utføres av aerobe mikroorganismer hvor de respirerer ved en høy rate for å holde 

O2 konsentrasjonen nede, eller helt aerobt der bakteriene har mekanismer som beskytter 

enzymet mot oksygen (1, 3, 6). Mengden av fiksert nitrogen varierer etter hvilken bakterie 

det er, og hvilke miljøer og tilstander de befinner seg i. Bakterier som er assosiert med 

planterøtter fikserer større mengder nitrogen (2-300 kg N/hektar/år) enn frittlevende 

bakterieceller (1-2kg N/hektar/år). I akvatiske miljø er det fotosyntetiske bakterier, som for 

eksempel cyanobakterier, som står for hovedandelen av nitrogenfiksering (3). 

 

Ammoniumassimilering er en prosess der ammonium (NH4
+) assimileres inn i cellene for å 

danne aminosyrer, celleveggskomponenter og nukleinsyrer i en prosess som kalles 

ammoniumassimilering eller immobilisering. Molekylet blir inkorporert i α-ketoglutarat i 

dannelsen av glutamat, eller til glutamat for å danne glutamin som er nitrogendonor til 

syntese av aminosyrer og andre cellekomponenter som trenger nitrogen i sin syntese (3). 

Dannelsen av glutamin er det første organiske molekylet med nitrogen som dannes i 

nitrogensyklusen (7).  
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 Mineralisering av proteiner, celleveggskomponenter eller nukleinsyrer, også kalt 

ammonifikasjon skjer ved hjelp av ekstracellulære enzymer. I prosessen frigjøres ammonium 

som da blir tilgjengelig for å bli tatt opp av planter eller mikroorganismer som inkorporerer 

det i sin biomasse, eller det kan bli bundet til organisk materiale og immobilisert. 

Ammonium som ikke er blitt immobilisert, eller andre reduserte former av uorganisk og 

organisk nitrogen, kan bli konvertert til nitrat i en prosess som kalles nitrifikasjon. Den 

utføres hovedsakelig av kjemoautotrofe organismer, men kan også utføres av noen 

metylotrofe og noen heterotrofe bakterier (3, 8). De mest studerte nitrifiserende bakteriene 

tilhører slektene Nitrosomonas og Nitrobacter.  Nitrosomonas oksiderer ammonium til 

nitritt, mens Nitrobacter oksiderer nitritt til nitrat (3). I senere tid er det også oppdaget at 

nitrifikasjon også kan utføres av flere typer av arker (Archaea) (9). Nitratet som produseres 

kan videre benyttes i nitratassimilering, en prosess som utføres av planter, sopp, alger og 

bakterier. Nitrat (NO3
-) tas opp i cellene og reduseres til NH4

+ via NO2
- i to reaksjoner. 

Redusert NH4
+ blir inkorporert inn i karbonskjelettet og brukt som biomasse (3). Nitritt og 

ammonium benyttes i anammox (anaerob ammonium oksidasjon). Det er en ganske 

nyoppdaget prosess der bakterier i ordenen Planctomycetales tar opp NH4
+ og oksiderer det 

til N2 med NO2
- som elektronakseptor. Anammox er betegnet som den viktigste prosessen for 

å bringe nitrogen tilbake til atmosfæren i ferskvann og marine miljø(10).  

 

Dissimilatorisk nitratreduksjon beskrives som to separate dissimilatoriske 

nitratreduksjonsreaksjoner; dissimilatorisk nitratreduksjon til ammonium (DNRA) og 

denitrifikasjon.  DNRA benytter nitrat som en terminal elektronakseptor for å produsere 

energi og oksidere organiske komponenter og danne ammonium. Den andre typen av 

dissimilatorisk nitratreduksjon er denitrifikasjon, der nitrat reduseres til N2 gjennom flere 

steg der det dannes uorganiske mellomprodukt (3, 11). Denitrifikasjon står som tema i 

denne oppgaven og vil bli beskrevet grundigere. 
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1.2 Denitrifikasjon 

Denitrifiserende bakterier er stort sett fakultativt anaerobe heterotrofer og finnes i over 60 

phyla hos bakterier samt noen arker og eukaryote organismer (12). De fleste kjente 

denitrifiserende bakterier hører til α og β klassene innen Proteobacteria, men de finnes også 

innenfor gruppene γ- og ε Proteobacteria (13). Bakteriene er blitt isolert fra jord, marine 

sediment, ferskvannsediment og i kloakkrenseanlegg, og respirerer vanligvis oksygen når det 

er tilgjengelig (14). I jord påvirkes tilgjengeligheten av oksygen av vanninnhold i jorden som 

følge av regn, vanning og påvirking av grunnvann, sammensetningen av jorden, planterøtter 

og generell vegetasjon, samt mikrobiell respirasjon (14). 

Denitrifikasjon er en viktig del i nitrogensyklusen der nitrat (NO3
-) omgjøres ved respiratorisk 

reduksjon til nitrogengass (N2). Reaksjonen er sekvensiell og består av fire separate trinn der 

det kreves fire enzymer for å fullføre prosessen (Figur 1.2) (1). Hvert av enzymene har en 

aktiv metallkofaktor som har betydning for reduksjon av nitrat, nitritt, NO og N2O til 

nitrogengass (N2). Det finnes to typer av respiratorisk nitratreduktase hos prokaryoter, en 

membranbundet nitratreduktase (Nar) og en periplasmisk nitratreduktase (Nap). For 

reduksjon av nitritt benyttes en cytokrom cd1 nitritt reduktase (cd1Nir, ofte benevnt NirS) 

eller kopper nitrittreduktase (CuNir, ofte benevnt NirK). Reduksjon av NO katalyseres av 

reduktasen Nor, og N2O reduksjon katalyseres av N2OR(15).  

 

2NO3
-  Nar/Nap        2NO2

-   Nir        2NO Nor       N2O N
2

OR  N2 

Figur 1.2: Reduktasene og N-oksider som er involvert i reduksjonsstegene i denitrifikasjon. Detaljert forklaring i tekst. 

 

Denitrifikasjonsprosessen genererer H+ over cellens plasmamembran i 

elektrontransportkjeden og danner ATP. Denne prosessen kan benyttes av organismen der 

oksygentilgangen er begrenset. Et N-oksid benyttes som elektronakseptor i stedet for 

oksygen for genereringen av den elektrokjemiske gradienten. Reduksjon av nitrat til nitrogen 

gir en mindre energetisk gevinst (ΔG° = -224 kJ) enn aerob respirasjon (ΔG°=-238 kJ), og 

regulering av gener som reduserer nitrat til nitrogen, må derfor være godt koordinert til å 

uttrykkes under anoksiske forhold for at de denitrifiserende bakteriene skal kunne 

konkurrere i miljø med høyt selektivt press og varierende miljøforhold. Denitrifikasjonen 
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kontrolleres av flere faktorer i miljøet. Dette kan være tilgjengelighet av substrat som en 

elektrondonor, nitrat eller denitrifiseringsintermediat som nitritt eller NO. Tilstedeværelse 

av oksygen, tilgjengelighet av organisk karbon som energikilde og tilstedeværelse av 

denitrifiserende mikroorganismer. For at denitrifikasjon skal skje, må det være en 

karbonkilde, en elektronakseptor og elektrondonor tilstede (7, 14, 16). pH-verdien er også 

en av de viktigste regulatoren av denitrifikasjonsprosessen i naturlige miljøer som jord ved at 

det utsetter det mikrobielle samfunnet for selektivt press, som påvirker 

artssammensettningen. I tillegg virker pH direkte på enzymene som er involvert i 

denitrifikasjonen (6). Denitrifikasjonshastigheten har hos de fleste bakterier et pH optimum 

rundt 7-8. Prosessen går generelt langsommere ved lavere pH, men ifølge Bergaust et al.(6) 

er det reduksjon av N2O til N2 som påvirkes mest av lav pH, noe som gir økt N2O/N2 ratio.  I 

de fleste tilfeller er denitrifisering en anaerob eller mikroaerofil prosess, men det er også 

funnet mikroorganismer som kan denitrifisere aerobt. Microvirgula aerodenitrificans 

benytter oksygen og nitrat og respirerer disse substratene samtidig (17). Aerob 

denitrifisering er fordelaktig i vannrenseanlegg for å fjerne nitrat, men i jord er det en stor 

ulempe siden N2OR inhiberes av oksygen, og dermed fører dette til økt utslipp av N2O (9, 

18). 

I jordbruk, der det mikrobielle samfunnet kan bestå av over 5 % denitrifiserende bakterier er 

denitrifisering sett på som et problem siden en del av tilsatt nitrat reduseres til gasser og 

derved blir utilgjengelig for plantene. (12, 15). I kloakkvann er fjerning av nitrat ønskelig da 

opphopning av nitrat kan føre til eutrofi og dermed algeoppblomstring og ubalanse av vekst 

hos organsimer i marine miljø og i enkelte tilfeller gir dette forverret vannkvalitet (15, 19). 

I denitrifikasjonen dannes det mellomprodukter som NO2
-, NO og N2O, og i noen tilfeller kan 

emisjon av N2O og NO forekomme (20, 21). Slike lekkasjer kan skje når tilgjengeligheten av 

nitrogenholdige komponenter (NOx) som virker som elektronakseptorer for denitrifikasjon, 

blir større enn den enzymatiske reduksjonen. Slike situasjoner kan sees i områder der det er 

mye bruk av gjødsel (20). Det første reduksjonstrinnet i denitrifikasjonen danner nitritt 

(NO2). Konsentrasjonen av nitritt er strengt regulert i naturen, og naturlige forekomster er 

lave da nitritt raskt blir redusert ved denitrifikasjon eller oksidert ved nitrifikasjon (22). NO, 

som er et av mellomproduktene under denitrifikasjon dannes når nitritt reduseres og det 

dannes energi. NO er betegnet som et viktig molekyl som benyttes av både planter og dyr 
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som en forsvarsmekanisme mot patogene mikroorganismer, siden høye NO-konsentrasjoner 

har høy reaktivitet og membranpermeabilitet (20, 23).  NO er et reaktivt radikal som kan 

reagere med O2 og O2
- og danne nitrogendioksid (NO2), nitrogentrioksid (N2O3) eller 

peroksynitritt (ONOO-). Reaktiviteten til NO kan derfor endre mange biologiske molekyler 

blir forandret slik at de får endret sin funksjon. Et eksempel er når peroksynitritt og 

nitrogentrioksid ødelegger DNA-strengen og deaminerer nukleinsyrer. Radikalet danner også 

giftige forbindelser som har ulike cytotoxiske egenskaper. På grunn av reaktiviteten, er det 

viktig at bakterier kan eliminere høye konsentrasjoner av NO for at bakterien skal overleve. 

Enzymet NO reduktase reduserer NO til N2O, og fjerner NO fra organismen (15, 20). 

Bakterier som mangler enzymet NO reduktase vil dø av forhøyede nivåer av NO med mindre 

de lever tett sammen med organismer som kan utføre NO reduksjon. Reduksjonen av NO 

danner N2O, som er et inert mellomprodukt best kjent som lystgass (15). Gassen dannes 

under nest siste steg av denitrifikasjonen eller under biologisk nitrifikasjon. Det er en ikke-

toksisk gass og det er dermed ikke nødvendig for bakterier å ha en stringent regulering av 

N2O. En del bakterier mangler genet som koder for N2OR, men det er heller ikke alle 

denitrifiserende organismer som produserer fungerende N2O–reduktaser selv om de har 

genet (24, 25).  

 

Inhibering eller mangel på dette steget i denitrifikasjonen og de faktorene nevnt ovenfor, 

bidrar til global oppvarming siden N2O ikke blir redusert til N2. N2O har en nedbrytningstid på 

over 100 år og er en 300 ganger mer potent drivhusgass enn CO2 (20, 26). I de siste årene 

har terristiske økosystemer stått for 57 % (9 Tg/år) av totale utslipp av N2O (27). Jord er 

hovedkilden for atmosfærisk N2O, der denitrifisering og nitrifisering står for over 2/3 av N2O 

utslippene. De siste 250 årene har N2O-konsentrasjonen i atmosfæren økt med ca 17 % (14, 

15). N2O og NO bidrar til økt drivhuseffekt ved at de fanger opp stråling fra solen som er 

reflektert av jordens overflate til troposfæren. Derifra går strålingen, som er ved en lengre 

bølgelende enn opprinnelig, tilbake til jordoverflaten eller til stratosfæren. Strålingen gjør at 

N2O blir oksidert til NO, som igjen ødelegger ozonet (O3). Dette medfører økt UV-stråling til 

jordas overflate (7). I et nylig arbeid (Ravishankara et al. 2009)blir det fastslått at N2O er den 

viktigste nedbryteren av stratosfærisk ozon (28). Som nevnt er reduksjonen av N2O til N2 

påvirket av pH (20). Dette er fordi noen av reduktasene som er involvert i reduksjonen har 
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aktive seter utenfor den cytoplasmiske membranen og er dermed utsatt for pH-endringer i 

omgivelsene. I den cytoplasmiske membranen er pH-nivået strengt regulert og stabilt, og 

cytoplasmiske reduktaser vil derfor ikke påvirkes. Andre grunner til utslipp av N2O kan være 

at bakterier kun er delvise denitrifiserere. Det vil si at de mangler, eller ikke uttrykker genene 

for N2O – reduktaser, og vil dermed ikke redusere N2O til N2 (15, 27). Dette kalles forkortet 

denitrifisering. Kravet for at en organisme skal kunne kalles en denitrifiserende organisme er 

at den kan redusere et nitrogenoksid-anion til gass (18). Enkelte bakterier utfører også en to-

stegs denitrifisering. Dette er en sjelden prosess der nitritt blir redusert til N2O. Et eksempel 

på dette er Neisseria meningitidis som i anaerobe miljø får energi ved å redusere nitritt til 

N2O (18). 

Denitrifisering er en prosess som har stor betydning for det globale miljøet og for global 

oppvarming. Forskning og kartlegging av denitrifiserende økosystem øker forståelsen av hva 

som fremmer prosessen og hvordan den utføres. 

 

1.3 Reduktaser og gener i denitrifikasjon  

Denitrifikasjonsgenene, reduktasene og reguleringen av disse er studert i detalj kun for noen 

få modellorganismer. For Thauera spp. er kun enkelte denitrifikasjonsgener og involverte  

reduktaser beskrevet i litteraturen. 

Fullstendig denitrifikasjon til dinitrogen krever reduktasene nitratreduktase som kodes av 

nar, nitrittreduktase kodet av genet nir, NO reduktase kodet av genet nor, og N2O reduktase 

kodet av genet nos (29). Reduktasene er forbundet med energikonservering i bakterienes 

membran. Når hvert av intermediatene i denitrifikasjonen blir redusert av enzymene kan 

protoner beveges over membranen for og til slutt danne ATP (15). 

 

1.3.1 Nar-genene 

Ekspresjon av nar-genene skjer ved lave okygenkonsentrasjoner og ved tilstedeværelse av 

nitrat eller nitritt (13). Genene narGHI koder for subenhetene, mens narJ koder for en 

komponent som er nødvendig for at αβ komplekset til Nar skal modnes og samles (21, 30). 

Operonet til narGHJI ses ofte sammen med genet narK, et transmembrant transport protein 
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som har en mulig funksjon som transportør av nitrogen oksanioner (21). Det er foreslått at 

genene som koder for nar er mobile og kan overføres via horisontal genoverføring og derfor 

finnes i sammenheng med både denitrifikasjon og dissimilatorisk nitratreduksjon (4). 

Nap, som er den periplasmatiske reduktasen kodes av napA (den katalytiske subenheten 

NapA) og napB (elektronoverførings-subenheten NapB) (21). Det er spesielt fire gener 

(napABCD) som er felles for alle (foreløpig med ett kjent unntak) prokaryote napklustre (30). 

napA koder for reduktasen med bis-MGD, napB koder for dihemet, og napC koder for et 

tetrahem c type cytokrom c og sammen utgjør disse et funksjonelt enzym. Funksjonen til 

napD er noe ukjent, men det er trolig at den er med på å modne og samle Nap (30, 31). 

Genene napEKFGH varierer i sammensetning i ulike bakterier. Det er kun genene napF, napG 

og napH som foreløpig har en kjent funksjon. Disse koder for de cytoplasmiske proteinene 

NapF, NapG og NapH som binder 4Fe4S grupper (30, 31). Det er også foreslått av Rob J.M 

van Spanning et. al (31) at NapFG kan fungere som en alternativ 

elektronoverføringsmekanisme for reduksjon av nitrat. 

 

1.3.2 Nitratreduktaser 

Nitratreduktaser er hovedsakelig mononukleære molybdenumenzymer som er medlem av 

dimethylsufoxid (DMSO) reduktasefamilien, og katalyserer reaksjonen NO3
- til NO2

-. Det 

finnes tre typer av disse reduktasene i prokaryoter, NAR(respiratorisk nitrat reduktase), NAP 

(dissimilatorisk nitrat reduktase) og NAS (assimilatorisk nitrat reduktase).  Disse har en 

kofaktor Mo-bis-MGD (Mo-bis-molybdopterin guanin dinukleotid), og minst en 4Fe-4S ved 

deres aktive sete styrt av pyranopterinkofaktorer (4, 13, 20, 32). Proteobakterier som kan 

redusere nitrat kan inneha begge reduktasene beskrevet nedenfor, mens noen bare har en 

(33). Der begge reduktasene finnes er det noe uklart hvilken funksjon Nap har. Det er et 

mindre konservert enzym enn Nar, og varierer fra bakterie til bakterie. Det er tenkt at den 

kan ha en funksjon i overgangen fra aerob respirasjon til denitrifikasjon (33).  

Membranbundede nitratreduktaser (Nar) finnes hos proteobakterier, firmicutes, 

actinobacteria og arker (33). Det er et enzym satt sammen av tre subenheter (NarGHI) og to 

domener. NarG er en stor α-subenhet på ca 140 kDa. Denne α-subenheten innehar det 

katalytiske setet med Mo-bis-MGD kofaktoren og 4Fe-4S kluster og er vendt inn mot 
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cytoplasma (20, 30, 32). De to andre subenhetene er NarH og NarI. NarH (β-subenhet, 

60kDA) har fire Fe-S sentre og er bundet med en quinol dehydrogenasesubenhet.  NarI (γ 

subenhet, 25kDa) er et membranprotein med fem transmembrane helikser og et 

lavpotensielt hemb på den periplasmatiske siden, og et hemb med høyt potensial på den 

cytoplasmiske siden av subenheten (20, 21, 30, 32). NarG og NarH danner et cytoplasmisk 

domene og NarI et eget domene som binder NarG og NarH til cellens membran på den 

cytoplasmiske siden. NarHI innehar elektronoverføringssentre som får elektroner via 

oksidasjon av quinol og benytter proton-drivkraften for generering av ATP. Oksidasjonen 

frigjør H+ og to elektroner som overføres fra hemb med lavt potensial til hemb med høyt 

potensial og genererer en elektrokjemisk gradient over membranen. Deretter vil 

elektronene fra hemb på NarI overføres til NarH og så til Mo-bis-MGD kofaktoren i NarG. 

Overføringen fører til at nitrat blir redusert til nitritt i det katalytiske setet i NarG (20) (32). 

Den periplasmatiske reduktasen Nap finnes kun i proteobakterier. Den benytter, som Nar, 

også quinoloksidasjon i elektrontransportkjeden, men ikke på samme måte som Nar. I Nap-

komplekset vil elektroner gå inn i periplasma der nitrat reduseres til nitritt i stedet for å 

benytte energien til å danne proton-drivkraft (32, 34). Nap er et enzym satt sammen av to 

subenheter. Disse er NapA (90kDa) som innehar det katalytiske setet og binder bis-MGD 

kofaktoren og 4Fe4S-gruppen, og NapB (16kDa) som binder to c-hem molekyl. NapB står for 

overføringen av elektroner til NapA (30). Elektronene fra oksidasjon av quinol passerer 

gjennom NapC og NapB til et katalytisk sete med Mo-bis-MGD kofaktor og 4Fe-4S kluster på 

NapA. Den periplasmatiske reduktasen (NAP) kan uttrykkes av bakterien under aerobe 

forhold, mens den membranbundede(NAR) utrykkes kun anaerobt (30). 

NAS, assimilatorisk nitrat reduktase er forbundet med fiksering av nitrogen til biosfæren og 

har ingen kjent betydning i denitrifikasjon (4). 

 

1.3.3 nir-genene 

Nitrittreduksjonsenzymene nirS koder for cd1nitritt reduktase (cd1Nir), og nirK genet koder 

for kopper nitritt reduktase (CuNir). Det finnes ingen beskrivelser av organismer som har 

begge disse genene. Generelt er disse genene undertrykt av ammoniakk, og oksygen har 

liten betydning for utrykket at disse genene(13). Genet nirS er en del av en kluster der det 
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befinner seg flere gener ansvarlig for dannelsen av nitritt reduktase.. NirS er en cytokrom cd1 

nitritt reduktase og krever hemD1. Genet som koder for hemet er en del av genklusteret i 

nærheten av nirS (13, 21).  I P.aerguinosa koder nirM for elektrondonoren cytokrom c551 

(21).   Antall gener involvert i reduksjon av nitritt og deres sammensetning varierer i ulike 

bakterier, men det er noen konserverte gener som finnes i nesten alle denitrifiserende 

bakterier. Et eksempel på dette er et enzymkompleks som er med i modningen av hem d1 og 

er med på å inkorporere det i nitrittreduktasen NirS (31). 

 

1.3.4 Nitrittreduktaser 

I følge Zumft, 1997 (13) er nitritt reduktase nøkkelenzymet i denitrifikasjonen, da det 

katalyserer den første reduksjonen til et gassintermediat (NO2
- til NO). Det er to typer 

nitrittreduktaser; CuNir som inneholder kopper, og cytockom cd1Nir som inneholder hem 

(35). Nir er en pH-avhegning reduktase som har in vitro optimum mellom pH 5.8 og 7. Ved en 

lavere pH er det vist at cd1 Nir inaktiveres (36). 

NirS består av periplasmiske homodimere (120Da) med to like monomerer. I hver monomer 

innehar hem c og hem d1 med to metallsentre. Monomerene er oppbygd i to domener; en 

stor og en liten, hvorav det lille domenet inneholder hem c og overfører elektroner til hem 

d1 i det store domenet av monomeren. Hem d1 i det store domenet fungerer som et 

katalytisk sete.  Reduktasen katalyserer både NO2
- og O2, noe som er spesielt siden 

reaksjonene bygger på ulike prinsipper (20, 36). Reduktasen cd1 Nir benytter noe ulike 

elektronbærere etter hvilken bakterie som har enzymet. De kan være c-cytokrom som cyt550, 

cyt551 cyt554 eller kopperproteiner som azurin eller pseudoazurin (37). CuNir, også kalt 

kopper nitrittreduktase, finnes kun i denitrifiserende bakterier og er bygd opp av en 

homotrimer der hver av de identiske monomerene har to kopperområder (4). CuNir innehar 

to typer kopperområder; type I og type II (36). Type I innehar elektroner som overføres til 

type II som er det katalytiske setet der substratet bindes. Enzymet benytter hovedsakelig 

azurin og pseudoazurin som elektrondonor.  
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1.3.5 Nor-genene 

NO reduktaser kodes av genene norC og norB der enzymene NorC og NorB  danner 

subenhetene i komplekset til NO-reduktasen. Der norC koder for den membranbundne 

subenheten som overfører elektronene til den katalytiske subeheten NorB (21). Et operon 

norCBQD koder for proteinet. NorQ og NorD er med på at NorBC skal aktiveres. Noen 

denitrifiserende bakterier innehar også genene norEF som koder for proteiner som 

stabiliserer og modner NorBC (31). For å transkribere nor kreves det i P. denitrificans og P. 

aerguinosa Fnr-regulatoriske proteiner. Disse aktiverer transkripsjon når oksygen er 

fraværende. Genene som koder for disse regulatorene finnes nær nor-genene (21). 

 

1.3.6 NO reduktaser 

For å forhindre celleødeleggelse må NO reduseres raskt for å unngå toksiske 

konsentrasjoner. Dette krever reduktaser som fungerer effektivt under denitrifisering (13, 

20). Enzymet som er ansvarlig for reduksjon av NO er NO reduktase (Nor) kodet av genet 

norBC (38). Dette enzymet katalyserer reaksjonen 2NO+ 2H+            N2O + H2O og er den 

reduktasen som danner N-N binding under denitrifiseringsprosessen (24, 39). 

Det er beskrevet tre underklasser av enzymet i bakterier, basert på typen 

elektronoverføringssentre de benytter; cNOR (cytochrom c elektrondonor), qNOR (quinol 

elektrondonor) og qCuA Nor (20, 40). qNor finnes i denitrifiserende bakterier, men også i 

bakterier og arker som benytter reduktasen i forsvar mot NO (40). Av de tre underklassene 

er cNor best beskrevet i litteraturen. Den består som nevnt av to subenheter NorC og NorB. 

Subenheten NorC (17 kDa) er en mono hem c-cytokrom og er membranbundet. Den har sin 

N-terminale ende som en enkel transmembral heliks inn mot cytoplasma. Denne fungerer 

som en elektronakseptor for elektrondonorene pseudoazurin og periplasmisk cytockom c550 

og overfører elektronene til NorB via hem c-cytokromet i NorC til hem b i NorB  (15, 20, 41). 

NorB (56kDa) er den største subenheten, Den fungerer som den katalytiske enheten og 

består av tolv hydrofobe transmembrane helikser som binder tre metallkofaktorer (hem b 

hem b3 og jern) Metallkofaktorene overfører elektroner fra hem c-cytokrom i NorC til  hem b3 

, som er det aktive setet (13, 15, 39). 
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1.3.7 Nos-genene 

Det er funnet ti gener som er involvert i reduksjon av N2O (18). Gener som koder for N2O-

reduktase er unikt for denitrifiserende bakterier og det er konservert (42). Det transkriberes 

fra de syv genene nosRZDFYLX (31, 43). Genet nosZ koder for den katalytiske reduktasen 

NosZ og er uttrykt fra hele seks promotore, mens nosDFYL koder proteiner som sørger for at 

kopper inkorporeres i reduktasen. nosRX er med på å regulere transkripsjon av nosZ, 

aktivere enzymet og inkorporere kopper (13, 31). 

 

1.3.8 N2Oreduktaser 

N2O reduktase katalyserer reduksjonen av N2O til N2 og er det siste steget i 

denitrifikasjonsprosessen (20, 42). N2O reduktase, som forøvrig er den eneste kjente 

reduktasen som reduserer N2O til N2, er lokalisert i periplasma hos bakterien og består av en 

homodimer der hvert av monomerene er bundet med seks kopperioner fordelt på de to 

områdene CuA og Cuz. Disse to områdene befinner seg på to ulike domener på monomeren; 

CuA befinner seg på den C-terminale enden, og Cuz på den N-terminale enden. På denne 

måten vil det ikke kunne være mulig at det skjer en elektronoverførsel innad i monomeren 

på grunn av avstanden (40 Å). Det vil derimot skje en elektronoverførsel på tvers av 

monomerene da de er bundet antiparallellt med Van der Waals bindinger i de hydrofobe 

områdene. Dimerstrukturen gjør at CuA og Cuz kan danne en katalytisk enhet (15, 20, 26). 

CuA er et Cu-elektronoverføringssenter som overfører sine elektroner til Cuz, en µ4suflid-Cu 

bundet tetranukleær katalytisk senter på den N-terminale enden (18, 20). Hvordan Cuz 

reduserer og binder N2O er ikke helt forstått enda, men i Paracoccus pantotrophus blir Cuz 

katalytisk aktiv når N2O-reduktase reagerer med cytokrom c og aktiverer en 

elektronoverføring mellom CuA og Cuz (20, 26). Reduktasen binder to kalsiumioner på hver 

monomer som er med på å danne dimerstrukturen i enzymet og er med på å sørge for 

elektronoverføring mellom elektronoverføringssenteret til det katalytiske setet (18, 26). 

Reduktasen er foreløpig kun isolert fra gram negative denitrifiserende bakterier, men 

enkelte gram positive bakterier som Desulfitobacterium hafniense er bærer av en nosCZ-orf-

nosDLFY gruppe i genomet (18, 27). 
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1.4 Regulering av denitrifisering 

Størst betydning for regulering av denitrifisering og utrykk av denitrifikasjonsgener er 

oksygen, nitrat og NO. Produkter fra reduksjon av et substrat vil fungere som substrat for 

neste reaksjon i denitrifikasjonen noe som også er med på å regulere uttrykk av genene (20, 

31). Regulatoriske faktorer i de ulike denitrifiserende bakteriene varierer mye, men disse er 

stort sett homologer eller ortologer av hverandre. I de aller fleste tilfeller uttrykkes 

denitrifikasjonsgener kun når oksygenkonsentrasjonen er lav eller fraværende og nitrat eller 

nitritt er tilstede. Grunnen til dette er at ved tilstrekkelig høye konsentrasjoner av oksygen er 

det energetisk mer gunstig å respirere aerobt i forhold til å denitrifisere (31). 

Oksygensensorer som har betydning for regulering i denitrifisering er FixL (i enkelte arter av 

Bradyrhizobium) og proteiner som ligner Fnr (fumarat og nitratreduktaseregulatorisk 

protein) (31). FixL er et membranbundet sensorprotein som er i kompleks med FixJ. FixJ 

fungerer som regulatoren. FixL har en hem-gruppe som binder oksygen. Dette resulterer i en 

endring i proteinet som inaktiverer kinaseaktiviteten som igjen hindrer autofosforylering av 

fosfat som normalt er overført til FixJ. FixJ vil da ikke kunne aktivere transkripsjon av genene 

den er regulator for (31, 44). Fnr er et transkripsjonellt regulatorprotein funnet i E.coli som 

er ansvarlig for regulering av gener involvert i anaerob metabolisme. Den er medlem av Crp-

Fnr regulatorfamilien som finnes i nesten alle grupper av Bacteria, spesielt i γ-proteobacteria 

der de er best studert og forstått . Den kan fungere både som en aktivator og repressor og 

kan også regulere seg selv (45). Regulatorproteinet Fnr har et domene med 4Fe-4S-gruppe 

som er følsomt for signal fra oksygen. Binding av oksygen vil føre til at gruppen deles i biter 

og dermed inaktiverer Fnr ved at den ikke kan bindes til DNA. En senkning i oksygennivået vil 

føre til at 4Fe-4S-gruppen samles igjen og gjør at Fnr kan bindes til en Fnr boks på en 

promotor (31, 44). Mange homologer av Fnr er funnet i denitrifiserende bakterier. I 

Pseudomonas aerguinosa finner man homologen Anr (anaerob regulering av arginin 

deiminase og nitrat reduktase) og i Paracoccus denitrificans FnrP. (13, 20, 31, 45). Dnr/Nnr er 

som nevnt en regulator ansvarlig for regulering av nitritt- og NO-gener. Det finnes flere 

ortologer av denne i flere denitrifiserende bakterier som har gener for Nir og Nor, og er 

ansvarlig for transkripsjon av disse genene som respons på NO. Regulatorene kan også være 

fylogenetisk ulike etter om de regulerer genene for NirS eller NirK (31).  
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For nitrat og nitritt er sensorene NarXL, NarQP og NarR av betydning i flere denitrifiserende 

bakterier (23, 31). NarX som en del av NarXL komplekset og NarQ som en del av NarQP 

komplekset fungerer som sensorer følsomme for nitrat og nitritt, der NarX har høyest 

affinitet for nitrat og NarQ har høyest affinitet for nitritt. Binding av de respektive 

substratene fører til at selve regulatorene i kompleksene (NarL og NarP) vil binde DNA og 

kontrollere ekspresjon av reduktaser som er ansvarlig for reduksjon. NarXL kontrollerer 

ekspresjon av narGHJI (31, 43). NarR, en mulig erstatning for NarXL i Brucella suis, B. 

metlitensis, P.denitrificans og P.pantotrophus og er nødvendig for transkripsjon av narKGHJ 

genene. Proteinet krever nitrat eller nitritt for å uttrykkes (31, 44). Det er beskrevet flere 

NO-følsomme Fnr-regulatorer: i Pseudomonas spp og noen β-proteobakterer finner man Dnr, 

P. denitrificans og Bradyrhizobium japonicum har NnrR (21, 23). Hvordan Dnr og NnrR 

fungerer som regulatorer er ikke fullt ut forstått med tanke på deres respons til NO (44). For 

NO-signalet i noen β-proteobakterier er NorR viktig for reguleringen av transkripsjonen av 

NO reduktaser. NorR kan binde NO til et jernsenter i proteinet. Dette stimulerer ATPase-

aktivitet i NorR og vil aktivere RNA polymerase og dermed transkripsjon av NO reduktaser 

(23, 31). Dette er et viktig trinn i denitrifikasjonen siden det er kritisk for bakterien å holde et 

lavt nivå av NO. Flavohemoglobin fungerer som en viktig beskytter mot NO. Proteinet kan 

redusere NO til N2O eller oksidere det til nitrat. I E. coli er genet for flavohemoglobin  uttrykt 

når NO når forhøyede konsentrasjoner og forårsaker stress. Dette krever en FnrEC som binder 

DNA og fungerer som en repressor for uttrykket av flavohemoglobin (44). 

 

1.5 Thauera 

Slekten Thauera isolater hører til β-subklassen av Proteobacteria og finnes ofte i aerob eller 

anaerob jord, kontaminert jord, sediment og kloakkrenseanlegg . De lever på metabolisering 

av lavmolekylære aromatiske og non-aromatiske substrat under aerob respirasjon og 

denitrifikasjon, men er begrenset i katabolisering av karbohydrater (46-48). Det er funnet at 

Thauera og Azoarcus er to viktige genera i rollen for å fjerne quinolin under denitrifikasjon 

(49). Thauera er en kompleks genus som består av mange morfologier og fysiologiske trekk. 

Slektens plassering er basert på 16s fylogeni, og er estimert til å ha 64-69% mol G-C innhold 

(48). Bakteriene er mesofile og hovedsaklig gram negative staver og i enkelte tilfeller 

kokkoide eller korte staver. De vokser best under pH 7,5-8,0 og temperatur mellom 28-40 °C 
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, og krever karbondioksid eller bikarbonat i sitt vekstmedium (46-48).  Bakteriene kan være 

mobile ved hjelp av peritrike (T.terpentica, T.mechernchensis) eller polare flageller (T. 

aromatica og T chlorobenzoica), eller immobile og uten flageller som T. linaloolentis(46). 

I denitrifikasjonen benytter Thauera NirS for reduksjon av nitritt, NorB for reduksjon av NO 

og NosZ for reduksjon av N2O til N2.  De stammene som ble benyttet i denne oppgaven 

(Thauera sp.27, T.sp. 28 og T.linaloolentis) har ulike utgaver av genet nirS. Det er blitt funnet 

at T.sp. 27 har to utgaver av genet nirS (nirS1 og nirS2).  T.sp 28 har kun nirS2, og 

T.linaloolentis har kun nirS1 (50) . Som denitrifiserende bakterier danner de 

mellomprodukter som NO og N2O. Dette er gasser som er beskrevet som skadelige 

klimagasser. Tidligere er det funnet stammer innen Thauera som har forkortet 

denitrifikasjon. T.phenylacetica mangler reduktaser N2OR, og reduserer dermed ikke N2O til 

N2.(9) 

1.6 Målet med oppgaven 

Denitrifikasjon er en måte for bakterier å overleve perioder av anoksiske forhold. Et av 

mellomproduktene ved denitrifikasjon er lystgass (N2O), som er en av de mest 

betydningsfulle klimagassene, og også den viktigste årsaken til ødeleggelsen av stratosfærisk 

ozon. Et overordnet mål i forskningsgruppen ved IKBM, UMB er å finne løsninger på hvordan 

utslippet av biologisk produsert lystgass kan minkes. For dette trengs det økt kunnskap om 

hvordan ulike bakterier regulerer overgangen fra aerob respirasjon til denitrifikasjon i 

respons til ulike miljøfaktorer, og hvordan dette påvirker deres nettoproduksjon av 

mellomproduktet lystgass, N2O.  

Denitrifikasjon er kjent fra et bredt spektrum av heterotrofe bakterier, men er bare blitt 

studert mer i detalj for noen få modellorganismer, fremfor alt innen gruppen α-

proteobakterier. I denne oppgaven har vi sammenlignet ulike stammer fra slekten Thauera. 

Dette er en gruppe bakterier som tidligere er relativt lite studert. I Etchebehere og Tiedje 

(50) er det beskrevet at T.sp.27 uttrykte genet nirS1 etter respons på nitrat, mens genet 

nirS2 ble uttrykt uavhengig av nitrat eller oksygen. I oppgaven er det også fokusert på 

nettopp dette. Til sammenligning ville man også til T.sp.28 med nirS2 og T. linaloolentis med 

genet nirS1. Et riktig bilde av det genotypiske og fenotypiske denitrifikasjonsmønsteret 

(denitrification regulatory phenotype, DRP) og genotype til disse bakteriene ville man få når 
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man kombinerte et robotisert inkuberingssystem som målte gasser produsert under aerobe 

og anaerobe forhold, samt å måle ekspresjon med real-time PCR ved å bruke tilpassede 

primere og prober.  I denne prosessen kunne man derfor samle datasett for å bedre forstå 

Thauera i forhold til andre denitrifiserende organismer, deres respons på varierende 

konsentrasjoner av oksygen, overgangen fra aerobe til anaerobe forhold, og deres kinetikk 

av mellomprodukter produsert under denitrifikasjon (NO, N2O og N2) 
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2 Material og metoder 

2.1 Teori 

2.1.1 Inkubasjonsrobot 

Hos IPM ved UMB ble det utviklet et semiautomatisk inkubasjonssysten som gir et 

fenotypisk bilde av denitrifikasjonsmønsteret hos bakterier i renkulturer eller i mer 

komplekse økologiske system som for eksempel jord. Denne semiautomatiske metoden 

tillater oss å karakterisere de denitrifiserende organismene etter hvordan de akkumulerer 

eller reduserer gasser (O2, NO, N2O, N2 og CO2) under aerobe og anaerobe forhold. Slike 

studier kan gjøres i kombinasjon med genotypiske studier med fokus på ekspresjon av NOx-

reduktaser under ulike stadier av denitrifikasjonen (51).  Fenotypiske eksperimenter foregår 

under strengt kontrollerte forhold hvor utgangskonsentrasjoner av elektronakseptorer 

(oksygen, nitritt, nitrat) reguleres nøyaktig og nivået av molekylært nitrogen (N2) holdes på 

et minimum. Dette gjøres ved at den naturlige atmosfæren i hver flaske erstattes med 

helium i gjentatte sykluser av evakuering og heliumfylling. Hver flaske er på forhånd tilsatt 

kjente konsentrasjoner nitritt eller nitrat og rent oksygen sprøytes inn etter heliumrensing. I 

robotens vannbad er det plass til 15 120 mL serumflasker med røring (850 rpm), i tillegg til 

seks 120 mL flasker uten røring. Konstant og kraftig røring er viktig ved dyrking av 

bakteriekulturer for å sikre god gassutveksling mellom medium og gassfase, samt hindre at 

cellene aggregerer. For å få standardiserte forhold i de forseglede flaskene blir de ”vasket” 

med helium før analysering. Evakuering av eksisterende gasser i flasken og fylling av helium 

skjer ved repetitive sykluser under røring. Røringen er også her spesielt viktig for å få en god 

gassutveksling mellom væske og gassfasen i flasken. Overtrykket som dannes i flasken 

elimineres ved å stikke en sprøyte fylt med vann gjennom septa. Da vil overtrykk gå ut og luft 

vil ikke kunne gå inn i flasken. 

 

 En automatisk prøvetaker (Figur 2.3) tar prøver fra hver av de 15 flaskene i tilegg til en lav, 

høy og NO-standard. Sammensetningen av standardene er beskrevet i Tabell 2.1. De 15 

prøvene står i et vannbad under en konstant temperatur og røring på 950 RPM, og 

standardene står i de plassene i vannbadet uten røring.  
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Tabell 2.1: Oversikt over sammensetning av standarder benyttet i inkuberingsforsøk. 

Standard Komponent Konsentrasjon i parts per 

million (ppm). 

Høy standard CO2 10000 

CH4 10000 

N2O 150 

Lav standard CO2 361 

N2O 585 (ppb) 

CH4 1,84 

O2 210000 

N2 780000 

NO standard (i N2) NO 25 

 

 

 

Figur 2.3 Fremstilling av det semiautomatiske inkubasjonssystemet sammen med en gasskromatograf og en NO 
analysator. For videre forklaring henvises det til teksten (51). 



  Material og metoder 

22 
 

 

Den automatiske prøvetakeren er av typen Gilson Model 222 (Gilson, leBel, Frankrike) og 

benytter en peristaltisk pumpe av typen Gilson Minipuls 3. 

For hver gang det tas en prøve vil det pumpes inn samme mengde helium som det er tatt ut 

prøve for å holde det samme trykket i flasken (51). N2O, N2 O2 og CO2 i prøvene analyseres 

ved en Varian CP4900 microGC. Gasskromatografen har to separate kolonner (10m 

poraPLOT U og 20m 5Å Molseieve) hver med sin injektor og TCD (thermal conductivity 

detector). NO ble målt ved hjelp av en kjemoluminisent NOx analysator (51). Nålen på 

prøvetakeren penetrerer septa på ulike plasser hver gang den tar prøver. Dette hindrer 

feilkilder som lekkasje. Eventuelle lekkasjer som likevel måtte oppstå, blir tatt høyde for i 

beregningen av data på et senere tidspunkt (51). 

 

2.1.2 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Polymerase chain reaction er en sensitiv metode der en DNA sekvens av interesse 

oppamplifiseres ved å bruke en DNA polymerase i kombinasjon med primere som er 

komplementære til ønsket sekvens. Metoden går ut på at man har en syklus som 

amplifiserer den ønskede sekvensen og produserer et konsentrert produkt basert på 

primerne som er valgt. En PCR-reaksjon har tre faser: Eksponensiell fase, lineær fase og en 

platåfase (Figur 2.4). I begynnelsen har man den eksponentielle fasen der produktet i hver 

syklus øker eksponentielt. I den lineære fasen øker mengden av PCR-produkt lineært i hver 

syklus på grunn av at reagenser reaksjonen begynner å bli begrensede. Deretter inntrer 

platåfasen. Her skjer det en liten eller ingen økning som følge av at PCR-reagenser er 

oppbrukte, eller at polymerasen er inaktiv.  

 

I en syklus er det flere steg; det første steget har en høy temperatur (94 °C) som sørger for 

denaturering av DNA til to enkelttråder ved at hydrogenbindingene mellom nukleotidene 

brytes. Dette krever energi og derfor en høy temperatur. Smeltetemperaturen til en gitt DNA 

sekvens bestemmes av antall A/T (2 hydrogenbindinger) mot antall G/C (3 

hydrogenbindinger). Sekvenser med høyt G/C-innhold har en høyere smeltetemperatur enn 



  Material og metoder 

23 
 

sekvenser med høyt A/T-innhold (52). I neste trinn senkes temperaturen til det nivå som er 

optimalt for annealing av det gitte primerparet, vanligvis mellom 50 til 60 °C. Optimal 

annealingstemperatur kan bestemmes ved hjelp av en gradientPCR hvor samme 

reaksjonsblanding utsettes for ulike temperaturer i annealingtrinnet. Dette trinnet gjør at 

primerne (forward og reverse primer) festes til komplementære sekvenser på det 

enkelttrådede DNAet i prøven (52). Deretter økes temperaturen til 70-72 °C og en 

varmetolerant DNA polymerase vil feste seg til primerne og syntetisere komplementære 

fragment til targetDNA. I dette trinnet blir varigheten justert etter lengden av fragmentet 

man ønsker, en må også beregne polymerasens hastighet da dette kan variere for ulike 

produsenter.  

Etter dette trinnet vil syklusen begynne på et nytt denatureringssteg. Teoretisk vil antall 

kopier av det aktuelle fragmentet dobles i hver syklus (52). 

 

Figur 2.4: Fremstilling av trinnene i en PCR reaksjon. Trinnene er beskrevet i teksten (53). 
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 Denne oppgaven ble det utviklet en ERIC-PCR (enterobacterial repetetiv intergenic 

consensus PCR) metode for å undersøke om kulturene ble kontaminert under 

inkuberingsforsøkene. ERIC-PCR er en reproduserbar, billig og relativ enkel 

fingerprintingmetode som gir en profil over ulike stammers repetitive DNA (54). Sekvensene 

som er undersøkt er konserverte (55). Alle studerte gram negative stammer har disse 

repetetive sekvensene i sitt DNA, og det er disse sekvensene som kan amplifiseres ved hjelp 

av PCR, og deretter kan PCR-produkt synliggjøres på en gel der de gir en profil med 

båndmønstre som kunne sammenlignes med andre profiler (56). 

 

2.1.3 Revers transkripsjon PCR 

En kan benytte prinsippet for PCR også for RNA i en metode som er kjent som revers 

transkripsjon. I denne metoden konverteres RNA i en prøve til cDNA (complementary DNA) 

for senere å kunne detektere produktet ved kvantitative metoder som Real-time PCR ved 

bruk av primere som er spesifikke for en ønsket DNA-sekvens.  

Første steget i konverteres RNA til cDNA ved hjelp av en RNA avhengig DNA polymerase og 

danner en komplementær cDNA-streng av mRNA. For at polymerasen skal kunne 

transkribere benyttes oligonukleotidprimere eller tilfeldige heksamerprimere  (3, 52). 

Deretter kan man benytte vanlig PCR for å amplifisere cDNA. 

 

2.1.4 Gelelektroforese 

Etter en PCR reaksjon kan man kontrollere produktet på en agarosegel tilsatt 

ethidiumbromid. Denne metoden går ut på at gelen som består av små ”porer” separerer 

DNA-fragmentene etter størrelse ved at den negativt ladede DNA-tråden vandrer fra negativ 

pol til positiv pol ved hjelp av strøm.  Lange fragment vil møte stor motstand og vil ikke 

kunne vandre så raskt, men et lite fragment vil kunne vandre raskere. Derfor vil man kunne 

separere fragmenter og dessuten synliggjøre de ved UV-bestråling. Man sammenligner 

fragmentet mot en størrelsesmarkør med kjente fragmentstørrelser. 
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Prøvene blir tilsatt en loadingbuffer som er tyngre enn 1xTAE bufferen i elektroforesekaret, 

og gjør at prøven lett synker i bunnen av brønnen. Den tilsatte ethidiumbromiden vil binde 

seg til DNA og gjøre det synlig i UV-lys der intensiteten korrelerer til mengde DNA-produkt. 

 

 

2.1.5 Real Time PCR 

Real time polymerase chain reaction er en metode basert på der en måler og kvantifiserer 

data ved å måle fluorescensen av amplifisert DNA eller cDNA i en prøve etter hver PCR-

syklus der fluorescensen øker proposjonalt med mengde av PCR-produkt. (57, 58). Denne 

teknikken har mange fordeler i forhold til andre metoder. Den er sensitiv og kan detektere 

kun en eneste kopi av et gen i en prøve. En annen fordel er at man ikke behøver å bearbeide 

prøvene i ettertid (57). En ulempe er at den krever kostbart utstyr og reagenser.  

Det kan benyttes både genomisk DNA og cDNA som templat, og prinsippet kan baseres på 

DNA bindende farge som SYBR green eller hybridiseringsprober (58). SYBR green er en ikke-

spesifikk fluorofor som ikke avgir fluorescens i ubunden form. Når den bindes til 

dobbeltrådet DNA vil den avgi fluorescens som korrelerer til mengde produkt. Den skiller 

ikke mellom uspesifikke produkter, og alt dobbeltrådet DNA vil gi signal.  I denne oppgaven 

er det blitt benyttet hybridiseringsprober. TaqMan prober (Applied Biosystems) inneholder 

en fluorofor i 5`enden og en ”quencher” i 3`enden som sitter tett sammen (Figur 2.5). 

Quencheren blokkerer fluoroforen fra å sende ut signal. Når proben bindes til en spesifikk 

sekvens på DNA-tråden, vil polymerase kløyve proben slik at fluerofor og quencher ikke vil 

interagere. Flueroforene gir et målbart signal som korrelerer til mengde PCR-produkt (3). 

Taqman-metoden velges når man for eksempel er ute etter flere ulike gener i en og samme 

prøve, siden denne metoden er mer spesifikk på grunn av bruken av prober i tillegg til 

primere. 
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Figur 2.5: Fremstilling av Taqman-metoden steg for steg. For detaljert forklaring henvises det til teksten (59). 

 

 

Signal for positivt PCR-produkt må være høyere enn bakgrunnssignalet (baseline) eller 

terskelverdien (treshold). Ct-verdien er den syklusen en prøve krysser terskelverdien, eller 

kan settes der PCR-reaksjonen er i en eksponentiell fase. Dette vil si at Ct verdien synker 

med økende antall genkopier i utgangsreaksjonen (Figur 2.6). 

For å kvantifisere produkt i prøver med ukjent konsentrasjon, benyttes det en standardkurve 

der prøver med kjente konsentrasjoner benyttes til å kalkulere mengde templat.  



  Material og metoder 

27 
 

 

Figur 2.6: Fremstilling av hvordan en real-time PCR kan se ut. Mengde produkt plottes mot syklusnummeret. Figuren 
viser også syklusens lineære fase, eksponentielle fase og platåfase (60). 

 

2.1.6 Sekvensering 

”Chain termination” DNA sekvensering er basert på en metode der singeltrådede DNA-

molekyler separeres fra hverandre etter deres lengde for å bestemme rekkefølgen på 

baseparene ved hjelp av fluorescensmerkede dideoksynukleotider (52). Før en 

sekvenseringsanalyse blir det ønskede DNA-fragmentet amplifisert ved PCR. Produktet 

vurderes ved synliggjøring på gel og brukes deretter i en sekvenserings-PCR. DNA-

fragmentene blir deretter separert til enkelttrådede sekvenser ved at forward og reverse 

primer blir benyttet i separate reaksjoner. I enkelte tilfeller der man er ute etter lengre 

fragmenter kan man benytte flere primere. Fire dideoksynukleotider forkortet ddNTP 

(ddATP, ddTTP, ddGTP, og ddCTP) inkorporeres i de enkelttrådede DNA-fragmentene av en 

DNA polymerase, som ikke skiller mellom en dNTP og en ddNTP. Hver av disse nukleotidene 

er fluorescensmerket med ulike farger, og mangler en 3`hydroksylgruppe. Når en ddNTP 

inkorporeres i DNAtråden, vil reaksjonen terminere på grunn av den manglede 

3`hydroksylgruppen. Videre syntetisering vil ikke kunne fortsette siden flere nukleotider ikke 

vil kunne etablere en binding til den foregående ddNTP (52). Etter gjentatte sykluser med 

termineringer, vil resultatet være DNA-fragmenter av ulike lengder der alle har en 

fluorescent ddNTP på enden. Fragmentene separeres etter størrelse ved gelelektroforese på 

kapillærkolonner og endenukleotidene detekteres ved hjelp av en fluorescensdetektor (52). 
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2.2 Materialer og metoder 

2.2.1 Bakteriestammer 

Tabell 2.2 Beskrivelse av stammene benyttet i denne oppgaven. 

Stamme Opprinnelse Sted Referanse 

Thauera sp. 27 

 

Anaerob slam Michigan, USA Etchebehere og 

Tiedje (2005) 

Thauera sp.28 

 

Anaerob slam Michigan, USA Etchebehere og 

Tiedje (2005) 

Thauera linaloolentis 

 

Aktivert slam Tyskland Mechichi et al. 

(2002) 

 

 

2.2.2 Medier 

Materialer 

5 % komplekst medium: 

NH4Cl 0.45g  

K2SO4 0.05g 

MgCl2.6 H2O 0.1g 

CaCl2·2H2O 0.025g 

NaHCO3 0.04g 

NaAC 0.2g 

Pepton 0.5g 

Kjøttekstrakt 0.3g 

Metode 

Kjemikaliene ble veid opp og overført til en målekolbe og pH ble justert med fosfatbuffer 

(Na2HPO4+ NaH2PO4) til en konsentrasjon på 0,1 M og pH 7.8. 
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Den tillagde løsningen ble sterilfiltrert i en autoklavert blåkorkflaske og lagret ved 4 °C. 

 

2.2.3 Kultivering av bakterieisolat 

Materialer 

5 % komplekst medium fra punkt 2.2.2 

120 mL serumflasker 

Metode 

Bakteriene i slekten Thauera ble dyrket i autoklaverte serumflasker i 50 mL sterilfiltrert 5 % 

komplekst medium ved 25 °C og røring (950 rpm). Ved dyrking av bakterier til eksperimenter 

ble bakteriene håndtert under sterile omgivelser for å hindre kontaminering. Bakterier fra 

frysestokk ble inokulert i 50 mL sterilfiltrert 5 % komplekst medium og inkubert aerobt i 25 

°C under røring kraftig røring (950rpm). Dette ble gjort for å hindre aggregering av cellene 

som kunne ha ført til anaerobe mikromiljø i kulturen. 

 

2.2.4 Lagring av bakteriekultur 

Materialer 

50 % autoklavert og sterilfiltrert glyserol 

Nunc kryorør (Thermo Scientific) 

Metode 

Bakteriekulturene ble oppbevart i sterile kryorør i 15 % glyserol ved -80 °C. Glyserol ble 

sterilfiltrert før tilsetning. 
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2.2.5 Standardkurve celletall mot OD 

Instrument: 

Fluorescensmikroskop (Varian) 

Spektrofotometer (Pharmacia) 

Materialer 

Akridinoransje 

Nucleopor Track-Etch membran (Whatman) 

Glass microfiber filter 25mm GF/F (Whatman) 

Objektglass (Menzel-Gläzer) 

Dekkglass (Menzel-Gläzer) 

Okular med rutenett 

Metode 

For å lett kunne estimere tettheten av celler pr mL i en renkultur av bakterier ble det 

benyttet en standardkurve. Ved å bruke denne kunne tettheten regnes ut kun ved å måle 

OD600. 

For å lage standardkurve ble en tett dyrket bakteriekultur med maksimal OD600 på 0,302 

fortynnet med 5 % komplekst medium (1:1) i en fortynningsrekke på fem punkter. Det ble 

vurdert hvor mye prøve det skulle amplifiseres på Nucleopor Track-Etch membran-filtrene 

(Whatman) etter tettheten på cellesuspensjonen. Ved mikroskopering ble det benyttet et 

okular med et rutenett der de ulike vannrette linjene i rutenettet ble kalt A, B, C og D med 

en loddrett linje Z. Linjene B, Z og C dannet en rute der en skulle telle cellene, og ideelt skulle 

bakterietettheten være på fem celler pr BZC-rute. Cellesuspensjon ble blandet med lik 

mengde sterilfiltrert akrindinoransjeløsning og inkubert i fem minutter. Et Nucleopor-filter 

ble plassert på en filtreringsanordning med et underliggende mikrofiberfilter for å beskytte 

Nucleoporfilteret fra å ødelegges under vaakum fra filtreringsanordningen. Den fargede 

cellesuspensjonen ble tilsatt membranen med en sprøyte for å sikre jevn fordeling av cellene 
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utover membranen. Cellesuspensjonen ble sugd gjennom membranen ved hjelp av vakuum. 

I tillegg ble membranen vasket to ganger med sterilfiltrert MilliQ-vann. Membranen ble lagt 

på et objektglass med en dråpe parafin under og over membranen.Telling av celler ble gjort 

ved hjelp av et fluorescensmikroskop og okularet med rutenett. Det ble telt celler i tilfeldige 

områder over hele filteret. Deretter ble antallet bakterier på filteret beregnet ved formelen 

N* (2*106) der N står for gjennomsnittet av talte bakterier pr BCZ rute.  Konsentrasjon og 

fortynning ble tatt med i beregningene ved kalkulering av standardkurven. 

 

2.2.6 Isolering av genomisk DNA 

Materialer 

QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) 

Metode 

Genomisk DNA fra 1mL kultur av bakterier dyrket i 5 % komplekst medium ble isolert ved 

bruk av QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) etter protokoll i vedlegg 1. Det genomiske DNA som 

ble isolert ble benyttet som templat i PCR-reaksjoner. 

 

2.2.7 Måling av DNA/RNA konsentrasjon 

Instrument 

Qubit fluoreometer (Invitrogen) 

Materialer 

Quant-iT™ dsDNA BR buffer (Invitrogen) 

Quant-iT™ dsDNA BR reagent 200x (Invitrogen) 

Quant-iT™ dsDNA assay Kit (Invitrogen) 

Quant-iT™ RNA buffer (Invitrogen) 

Quant-iT™ RNA reagent 200x (Invitrogen) 
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Quant-iT™ RNA assay Kit (Invitrogen) 

Metode 

Konsentrasjon av DNA og RNA ble målt på Qubit fluoremeter (Invitrogen). 1 µL Quant-iT™ 

reagent ble blandet i 199µL Quant-iT™ buffer. Deretter ble 5µL av prøven (DNA eller RNA) 

som skulle kvantifiseres tilsatt 195 µL av bruksløsningen. I noen tilfeller måtte mengde DNA 

eller RNA tilsatt justeres om konsentrasjonen i produktet var høyere eller lavere enn 

kalibreringsområdet.  Kalibreringskurven ble satt opp ved bruk av standarder i Quant-iT™ 

assay kit i henholdt til manual (vedlegg 2) 

 

2.2.8 Primere 

PCR ble benyttet til å oppamplifisere ønskede sekvenser av DNA. Til dette ble det benyttet 

primere fra invitrogen (Tabell 2.3). 

Tabell 2.3 Oversikt over primere benyttet til PCR og deres sekvens i 5`til 3`retning brukt for å isolere nitrogen reduktaser. 
Primerne er produsert av Invitrogen. 

Stamme Gen Primer Primersekvens (5`til 3`) 

T.sp.27 nirS 1  Forward  CGT GGC CGC CAT CAT C  

Reverse  GCC GGT TTC CTT CAC ATT GA 

nirS 2  Forward  ATC CGC AGT TCG GTC CG 

Reverse  AGA TCA GCG AAA CCA CG 

nosZ  Forward  GGC TGC AAG TTC TCC AAG GA 

Reverse  GCC GGA GAT GTC GAC AAA CT 

CnorB(61)   Forward 1 GAR TTY CTN GAR CAR CC 

Forward 2 GAC AAG NNN TAC TGG TGG T 

Reverse 6 GAA NCC CCA NAC NCC NGC 

Reverse 7 TGN CCR TGN GCN GCN GT 
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T.linaloolentis nirS  Forward  GGC CGC TAC TTC CCT GGT T 

Reverse  CTT GCC GGT CTT GGT ATC GA 

nosZ  Forward  GCA GCC CAA GCA GGT GTA 

Reverse  GCC TCC TTC GCA TCC TTG A 

 

 

 

2.2.9 Amplifisering av nirS, norB, og nosZ genene til benyttelse av standardkurve 

Instrument 

2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) 

Materialer 

Mastermix ( se Tabell 2.4) 

Forward primer (Tabell 2.3) 

Reverse primer (Tabell 2.3) 

MilliQ 

Metode 

PCR ble benyttet som metode for amplifisering av fragmenter av genomisk DNA.  

Genomisk DNA ble tilsatt en mastermix beskrevet i Tabell 2.4. Det ble benyttet spesifikke 

primere fra tabell 2.2 etter hvilke gener som skulle amplifiseres. PCR reaksjonen ble utført 

etter Tabell 2.5 
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Tabell 2.4: Oversikt over reagenser og konsentrasjon benyttet for mastermix benyttet i PCR-reaksjonene for amplifisering 
av nirS, norB og nosZ 

Reagens Reagenskonsentrasjon Volum Konsentrasjon i 

løsning 

GoTaq Buffer  5x 10µl 1x 

MgCl 25mM 4 µl 2mM 

dNTP 2,5mM 4 µl 0,2mM 

Forward primer 10µM 2,5 µl 0,5mM 

Reverse primer 10µM 2,5 µl 0,5mM 

GoTaq 

polymerase 

5U/mL 0,25 µl 0,05mM 

Templat  5 µl  

H20  21,75 µl  

Total  50 µl  

 

 

Tabell 2.5: Parametrene benyttet i amplifisering av nir, nor og nos 

Temperatur i °C Tid  Sykluser 

95 2min.  

95 30sek. 33 

62 30sek. 

72 20sek. 
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72 5min.  

4 ∞  

 

2.2.10 Gradient PCR 

Instrument 

Mastercycler gradient (Eppendorf) 

Materialer 

Se punkt 2.2.9 

Metode 

Gradient PCR ble utført for å kontrollere beste annealingtemperatur for primerne. 

Mastermix ble laget ut i fra Tabell 2.4. Det ble testet for temperaturer ±55 (45, 45.3, 46.4, 

48.2, 50.4, 53, 55.8, 58.5 61 63,1 64.7, 65.6 °C) Programmet for PCR ble utført i følge Tabell 

2.6 

 

Tabell 2.6: Oversikt over prosedyren brukt for gradient PCR 

Temperatur i °C Tid Sykluser 

95 2min.  

95 30sek. 30 

55±10 30sek. 

72 20sek 

72 5sek  

4 ∞  
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2.2.11 Touch down PCR 

Instrument 

Mastercycler Gradient (Eppendorf) 

Materialer 

Se punkt 2.2.9 

Metode 

For NorB ble det i Braker & Tiedje, 2003 anbefalt å benytte en touch down PCR. Denne ble 

utført i henhold til Tabell 2.7 

 

Tabell 2.7: Metoden benyttet for touch down PCR. 

 

Temperatur i °C Tid Antall sykluser 

95 5 min  

95 30sek 10 

57-52.5 (-0,5 pr syklus) 40 sek 

72 1 min 

95 30 sek 30 

55 40 sek 

72 1 min 

 

2.2.12 ERIC PCR 

Instrument 

2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) 

Materialer 
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Mastermix (Tabell 2.8) 

 

Metode 

 

Det ble laget en fingerprintprofil av alle Thauera-stammene som ble benyttet i forsøket. 

Genomisk DNA fra alle stammene ble brukt som templat i en PCR reaksjon som i Tabell 2.8 

og kjørt med PCR program vist i Tabell 2.9. 

På en 1,5 % agarosegel ble 5 µL amplifisert produkt og 2 µL loading dye tilsatt. Gelen ble 

kjørt på 70V i 90 minutter.  

 

Tabell 2.8: Komposisjon av ERIC-PCR bruksløsning 

 

Reagens Volum 

PCR buffer 5x 5 µL 

25mM Mg2+  2 µL 

2mM dNTP 2,5 µL 

50uM Eric R1 primer 0,5 µL 

50uM Eric R2 primer 0,5 µL 

5U/Taq polymerase 0,35 µL 

ddH2O Opp til 25 µL 

DNA 20-40 ng 

Totalvolum 25 µL 
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Tabell 2.9: PCR programmet benyttet for ERIC PCR  

Temperatur i °C Tid Antall sykluser 

95 7  

94 1 8 

52 1 

65 8 

65 8  

4 ∞  

 

2.2.13 Agarose gelelektroforese 

Materialer 

Agarose (Sigma) 

TAE buffer 1x 

Ethidiumbromid (Arcus) 

Størrelsesmarkør (BioLabs) 

Loadingbuffer (Invitrogen) 

UV-fotokammer(Bio-Rad) 

Metode 

Det ble laget en 1.5 % agarose gel (0,75 g agarose i 50mL 1xTAEbuffer) med 40 µL  

ethidiumbromid.  Agarosen ble fullstendig løst i TAE-bufferen ved bruk av mikrobølgeovn og 

nedkjølt før tilsetting av ethidiumbromid. Gelen ble støpt i et støpekammer i romtemperatur 

slik at den kunne stivne. Deretter ble den satt i et elektroforesekammer fylt med 1xTAE 

buffer.  
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Templat og størrelsesmarkør, samt eventuelle kontroller ble applisert med loadingbuffer i 

brønnene nær den negative polen. Ved endt gelelektroforese ble gelen plassert i et kammer 

og fotografert ved benyttelse av GelDoc XR programvare.  Fragmenter ble sammenlignet 

med størrelsesmarkøren. 

 

2.2.14 Rensing av PCR produkt 

Materialer 

Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE healthcare) 

Metode 

Rensing av PCR produkt ble utført for å fjerne primerrester og elementer fra mastermix som 

ville kunne interferere med videre bruk av DNA til sekvensering. 

PCR produkt ble renset etter følgende metode fra manual. (vedlegg 3) 

 

2.2.15 Sekvensering 

Materialer 

Forward primer (Tabell 2.3) 

Reverse primer (Tabell 2.3) 

Ready reaction mix 

BigDye Sequencing buffer (Applied Biosystems) 

MilliQ vann 

3M Na-Acetat 

96 % Etanol  

70 % Etanol  

125mM EDTA 
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Metode 

Det ble lagd en mastermiks som i Tabell 2.10. En for forward-, og en for reverse primer. 

Mengde templat benyttet ble noe justert etter konsentrasjon av PCR produkt målt med 

qubit fluoremeter. Prøvene ble amplifisert i PCR-maskin etter program i Tabell 2.11, og 

deretter ble sekvenseringsproduktet renset ved at produktet (20 µL) ble overført til et sterilt 

eppendorfrør og tilsatt 52 µL 96 % etanol, 2 µL 125 mM EDTA og 2 µL 3M Na-Acetat. Dette 

ble vortexet og inkubert ved romtemperatur i 15 minutter, og så sentrifugert ved 13000 rpm 

i 30 minutter. Supernatanten ble fjernet forsiktig med en pipette, og deretter ble det tilsatt 

70 µL 70 % etanol ved at etanolen ble tilført slik at det gled sakte ned langs røret på motsatt 

side av pelleten. Dette ble så sentrifugert ved 13000 rpm i 15 minutter. Supernatanten ble 

fjernet, og pelleten ble lufttørket i sterilskap.  Det rensede produktet ble fryst i -20 °C og 

levert til sekvensering. Resultat av sekvenseringen ble analysert i BioEdit og gjort om til 

FASTA-format. Sekvensene ble benyttet til design av primere til PCR-reaksjon og 

primer/prober til benyttelse i Real-time PCR.  

 

Tabell 2.10: Komposisjon av bruksløsning benyttet i reaksjon for sekvensering 

Reagens Volum 

Ready Reaction Premix 4 µl 

BigDye Sequensing buffer 2 µl 

Primer(3,2pmol) 3,2 µl 

Templat(20-40ng) 4 µl 

MilliQ Q H2O 6,8 µl 

Total 20 µl 
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Tabell 2.11: PCR programmet benyttet for amplifikasjon av sekvenseringsprodukt. 

Temperatur i °C Tid sykluser 

96 1 min.  

96 10 sek. 25 

50 5sek. 

60 4 min. 

4 ∞  

 

2.2.16 Forsøk med semiautomatisk inkubasjonssystem 

Instrument 

Allergra TM 25R Centrifuge (Beckman Coulter) 

Semiautomatisk inkubasjonssystem (IPM) 

Spektrofotometer (Pharmacia) 

Materialer 

5 % Komplekst medium 

120 mL serumflasker 

RNA Protect Bacteria Reagent (Qiagen) 

Nunc Disposable Canial tubes 50 mL (Greiner) 

Eppendorf Biopur 1,5 mL (Sigma-aldrich) 

Metode 

Bakterier fra glycerolstokk oppbevart ved -80°C ble dyrket  dyrket aerobt i 50 mL fortynnet 

mineralmedium (0.5X). Under inkubering ble kulturene rørt med tresidet magnetrører i 950 

rpm i 28 °C. Et fortynnet medium sørget for bedre kontroll av bakterievekst og lavere 
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celletall, og hindrer aggregering som kan forårsake anaerobe forhold og 

denitrifiseringsprosess på grunn av lavere celletetthet. Autoklaverte medisinflasker ble tilsatt 

50 mL sterilfiltrert 5 % komplekst medium og 100 µL nitrat og deretter forseglet med en 

etanolvaskede gummisepta med tilstammede aluminiumshetter rundt.  Ved forsøkets start 

ble det tilsatt bakteriekultur, der mengden som ble tilsatt ble vurdert etter kulturens OD600.  

For å analysere bakterienes gassproduksjon ble det benyttet et semiautomatisk 

inkuberingssystem for å måle gassene i kulturene. Vannbadet hadde en temperatur på 25 °C 

med plass til 14 bakteriekulturer samt en blank under røring på 850 rpm, og en høy 

standard, en lav standard og NO standard var uten røring. Vannbadet hadde også ytterligere 

tre plasser uten mulighet for røring. Standardenes innhold og konsentrasjoner vises i Tabell 

2.1. Blank inneholdt kun sterilfiltrert medium og var ikke inokulert med bakterier. På forhånd 

hadde prøvene, samt standardene blitt ”vasket” med helium for å fjerne luft i flaskene. 

Dette ble gjort i sju sykluser med evakuering og fylling med helium ved hjelp av et 

semiautomatisk system bestående av en vakuumpumpe og en heliumtank. Under 

”vaskingen” ble prøvene rørt ved hjelp av en tresidet magnet ved 950 rpm.Overtrykket i 

flaskene ble utlignet og det ble deretter tilsatt 1 % oksygen. Under inkuberingen ble N2, N2O, 

O2 CO2 og NO målt i alle flaskene med to timers mellomrom.  De 14 parallellene ble tatt ut 

ved ulike tidspunkt som var interessante for forsøket og fordelt nøyaktig på to 50 mL 

sentrifugerør (NUNC). I tilegg ble det tatt ut to mL prøve til nitritt og en mL til måling av 

OD600. NUNC-rørene ble deretter sentrifugert (Allergra TM 25R Centrifuge) på 5100 rpm i 10 

min ved 4 °C. Supernatanten ble forsiktig helt ut, og cellepellet ble tilsatt RNA protect. 

Cellene ble resuspendert og inkubert i fem minutter for så å bli overført til et Biopur 

eppendorfrør spesielt for RNA-analyser. Disse prøvene, samt nitrittprøvene, ble sentrifugert i 

10 min ved 13400rpm. Supernatanten av RNA-pelletene ble helt av, og pelleten ble 

oppbevart ved -20 °C. For nitrittprøvene ble supernatanten overført til et nytt rør og fryst 

ved -20 °C. Etter endt forsøk ble prøvene oppbevart i -80 °C fram til de ble analysert. 
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2.2.17 Isolering av RNA 

Materialer 

RNeasy Mini Kit (Qiagen) 

β-mercaptoetanol (Sigma) 

Lysozym (Merck) 

TE-buffer (Sigma) 

RNase Zap (Ambion) 

Etanol 

Metode 

Cellepellet behandlet med RNA-protect fra punkt 2.2.16 ble tint og fortynnet slik at den 

inneholdt 5 x 108-7,5 x 108 celler. 

Konsentrasjonen ble bestemt ut i fra OD600 målt i punkt 2.2.16 og sammenlignet med 

standardkurve lagd for den aktuelle stammen. T.sp.28 ble antatt å ha samme 

vekstegenskaper som T.sp.27 slik at den samme standardkurven ble benyttet. Standardkurve 

fra Øystein Andreassen ble benyttet for T.linaloolentis. Isoleringen av RNA ble utført i 

sterilbenk behandlet med RNAse-zapp for å fjerne RNase. Også ustyr som ble benyttet under 

isoleringen og i tillaging av lysozymløsning ble behandlet med RNAse-zapp for å hindre 

degradering av RNA i prøven. Videre behandling av cellepelleten ble utført i henhold til 

vedlegg 4. Først ble cellepelleten behandlet med en lysozymløsning 1 mg*mL-1 lysozym i TE-

buffer. Løsningen ble lagd ny hver for hver isolering på grunn av degradering av lysozym. 

Etter utførelse av de videre trinnene i manualen før etanolelueringen ble det undersøkt om 

det var synlig cellemateriale i prøven etter behandlingstrinnene. Om det var det, ble det 

utført et ekstra sentrifugeringstrinn der prøven ble spunnet ned ved 13400 rpm i 5-10 

minutter. Etanoleluering ble utført ved bruk av 96% etanol før lysatet ble overført til en 

RNeasy minispin-kolonne og videre behandlet i henhold til manualen.   

Konsentrasjonen av isolert RNA ble deretter målt med Qubit fluoremeter. For å hindre 

kontaminering av RNase ble løsninger beskrevet i punkt 2.2.7 laget i sterilbenk. 
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2.2.18 DNase-behandling 

Materialer 

DNase I kit (Sigma) 

Nukleasefritt vann (BDH biochemical) 

Metode 

Før konvertering til cDNA måtte isolert RNA behandles med DNase for å fjerne genomisk 

DNA. Isolert RNA fra punkt 2.2.17 ble behandlet med DNase I kit etter protokoll for 

DNasebehandlig fra sigma (Vedlegg 5) 

Tidligere har det ble vist at 15 minutters inkubering kan være for lite til å fjerne alt genomisk 

DNA. DNasebehandlingen ble derfor utvidet til to timer i romtemperatur, der løsningen med 

DNase og isolert RNA ble blandet med jevne mellomrom. 

 

2.2.19 Syntese av cDNA 

Instrument 

2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) 

Material 

High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied Biosystems) 

Metode 

For å kunne analysere RNA med real time PCR må prøven bli konvertert til cDNA. 

DNasebehandlet RNA fra punkt 2.2.18 ble konvertert til cDNA ved hjelp av High Capasity 

RNA-to DNA Master Mix etter metode beskrevet i Tabell 2.12. 

Mengde DNasebehandlet RNA benyttet i reaksjonen ble bestemt ut i fra konsentrasjonen av 

RNA målt med Qubit fluoremeter. 
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Tabell 2.12 PCR program benyttet til cDNA syntese  

Temperatur i °C Tid sykluser 

25 5 min. 1 

42 30 min. 

85 5 min. 

4 ∞ 

 

 

 

2.2.20 Standardkurve til bruk i real time PCR 

 

Instrument 

Qubit fluoremeter (Invitrogen) 

Materialer 

PCR-produkt (nirS, norB eller nosZ) 

Nukleasefritt vann (BDH biochemical) 

 

Metode 

Standardkurve ble satt opp av PCR produkt fra punkt 2.2.9 for det aktuelle genet det skulle 

testes. Konsentrasjoner fra 107 kopier*µL-1 til 1 kopi*µL-1 i tilegg til en negativ kontroll på 0 

kopier*µL-1 ble lagd. 

Dette ble gjort ved å regne ut det primære PCR produkt med kjent konsentrasjon i ng*µL-1 

målt med Qubit fluoremeter, og lage en fortynning som tilsvarte 108 kopier*µL-1. Deretter 

ble det fortynnet 1:10 helt ned til 1 kopi*µL-1. Formelen som ble benyttet i utregningen var 

følgende: 
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     Antall kopier*µL-1=   

        

 
 

 

2.2.21 Real time PCR. 

Primere 

Tabell 2.13: Oversikt over primer/probes fra Applied Biosystems benyttet i real-time PCR. 

Stamme Gen Primer Primersekvens (5`til 3`) 

T.sp.27 nirS 1  Forward  CGTGGCCGCCATCATC 

Reverse  GCCGGTTTCCTTCACATTGA 

Probe CCTCGCACTTCAACCCGGAGTTCTT 

nirS 2  Forward  ATCCGACAGTTCGGTCCG 

Reverse  AGATCAGCGAAACCACGTCG 

Probe TGGGCAACGGGTCACCTGGGT 

nosZ  Forward  GGCTGCAAGTTCTCCAAGGA 

Reverse  GCCGGAGATGTCGACAAACT 

 Probe CCTGCCCGTCGGCCCG 

CnorB  (61) Forward 2 CGGTACGCCGGAGTACTG 

Reverse 6 GAAGGCGAACACGGTCATG 

Probe CCGATCCCGTTCTTCG 

T.linaloolentis nirS  Forward  GGCCGCTACTTCCTGGTT 

Reverse  CTTGCCGGTCTTGGTATCGA 

Probe CCGCAGCAACCTTGTTC 

nosZ  Forward  GCAGCCCAAGCAGGTGTA 
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Reverse  GCCTCCTTCGCATCCTTGA 

Probe ACATAACGACTTCCC 

 

 

Instrument 

StepOnePlus Real Time PCR system (Applied Biosystems) 

Materialer 

cDNA fra punkt(Syntese2.2.19) 

TaqMan®Gene Expression Mastermix (Applied Biosystems) 

Primer/probe mix (Applied Biosystems) 

Nukleasefritt vann (BDH biochemical) 

MicroAmp Fast Optical 96-well reaction plate (Applied Biosystems) 

MicroAmp optical Adhesive film (Applied Biosystems) 

 

 

Metode 

Det ble lagd en bruksløsning med mastermix, primer/probe- miks og vann etter Tabell 2.14. 

Av denne ble 18 µL tilsatt i hver brønn i en MicroAmp Fast Optical 96-well reaction plate. 

Deretter ble 2 µL templat tilsatt i brønnene med tre paralleller for hver prøve. I tilegg ble det 

benyttet negative kontroller for å kontrollere uspesifikt amplifisert produkt. Signal på prøve 

som var lik eller mindre enn signal fra negativ kontroll ble ansett som negativ. Det ble 

beregnet deteksjonsgrense fra hver av analysene ved å ta utgangspunkt i de negative 

kontrollenes standardavvik ganger ti, og så deretter omregne det til mRNA kopier*µL-1 (62). 
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For å kunne bestemme konsentrasjoner av PCR-produkt i de ukjente prøvene, ble det 

benyttet en standardkurve som beskrevet i punkt 2.2.20. Reaksjonsløsningen til 

standardkurven ble lagd på samme måte som til prøvene.  

Prøvene ble analysert ved et forhåndsinnstilt program på StepOnePlus Real time PCR. 

 

Tabell 2.14: Oversikt over komponentene benyttet i reaksjonen ved real-time PCR. 

Reagens Volum Sluttkonsentrasjon 

Mastermix 10 1x 

Primer/Probe mix(20x) 1 1x 

Templat 2  

H2O 7  

Total 20  
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3 Resultat  
Denitrifiserende bakterier har ulik respons på ulike miljøfaktorer. Et eksempel på dette kan 

være pH og tilgang på elektronakseptorer. I overgangen fra aerob til anaerob respirasjon er 

det funnet store forskjeller på mengden mellomprodukter som blir akkumulert under 

denitrifikasjonen (9). Begrepet DRP (denitrification regulatory phenotype) er beskrevet i en 

artikkel av Bergaust et al. 2010. Når ulike stammer sine denitrifikasjonsmønstre undersøkes, 

samles det datasett der det er benyttet ulike parametre som gjør at en kan sammenligne 

stammene med henblikk på mikrobenes evne til å respondere på tilgjengelighet av 

elektronakseptorer under definerte miljø, overgangen fra anaerobe til aerobe forhold og 

hvordan mikroben bidrar til utslipp av NOx til omgivelsene (63). I denne oppgaven ble det 

gjort en komparativ analyse av DRP til tre bakteriestammer innen slekten Thauera; Thauera 

sp. 27, T. sp. 28 og T. linaloolentis i forbindelse med overgangen fra aerob respirasjon til 

denitrifikasjon.  Det er tidligere blitt funnet at disse bakteriene kan bære på gener som koder 

for to ulike typer av nitrittreduktase, nirS1 og nirS2 (Etchebehere and Tiedje, 2005). I den 

studien ble det presentert resultater for Thauera sp. 27 som indikerte at disse to genene 

utrykkes i ulik grad og at nirS1 er regulert av tilgang på nitrat, mens nirS2 er konstitutivt 

uttrykt (64). I mitt arbeid ble det gjennomført en mer detaljert studie av disse mekanismene. 

Et nylig utviklet semiautomatisk inkubasjonssystem gjorde det mulig å overvåke oksygennivå 

i kulturene og gi presise målinger av gasskinetikk som kunne relateres til genekspresjon ved 

overgang til anoksiske forhold. Det var også fokusert på at kulturene ikke skulle aggregere 

under aerob dyrking ved at kulturene ble inkubert under kraftig omrøring. Dette for å unngå 

lokale anaerobe forhold og initiering av denitrifikasjon. Under dyrking med 1 % initiell 

oksygen i medium som innholdt karbonkilde (fra kjøttekstrakt, pepton og acetat) og 2mM 

KNO3, ble gassene NO, N2O, N2 og O2 målt av det semiautomatiske inkubasjonssystemet med 

jevne mellomrom. På bakgrunn av disse målingene ble det tatt ut hyppige prøver før, under 

og etter overgangen fra oksiske til anoksiske forhold, og underveis i 

denitrifikasjonsprosessen, for å kvantifisere ekspresjon av de funksjonelle genene nirS type 1 

og 2, norB og nosZ ved hjelp av real-time PCR.  Totalt ble det ble utført fire forsøk som er 

beskrevet i dette kapittelet. 
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I forkant av forsøkene ble det laget en standardkurve for T.sp 27 og T.sp. 28 for bestemmelse 

av celletall*mL-1 i kulturene basert på optisk densitet (Figur 3.7).  For genet norB fantes det 

ikke tidligere beskrevne sekvenser for stammene benyttet i denne oppgaven. Det ble derfor 

valgt å prøve ut ulike primerkombinasjoner som var beskrevet i Braker og Tiedje, 2003 (61) 

Det ble også utviklet standardkurver for kvantifisering av mRNA-kopier av genene nirS1 

og/eller nirS2, norB (med unntak av T. linaloolentis) og nosZ ved real-time PCR. I tillegg ble 

det kjørt ERIC-PCR før og etter eksperimentene for enkelt å kunne konstatere om en kultur 

var kontaminert i løpet av inkubasjonsforsøkene. 

 

3.1 Bestemmelse av celletall 

For å kunne beregne antall celler* mL-1 i kulturene, basert på måling av optisk densitet (OD), 

ble en kultur med Thauera sp.27 dyrket opp til OD600 = 0,302 og deretter fortynnet med 

sterilfiltrert medium for å få laget en standardkurve (Figur 3.7). Se material og 

metodekapittelet, punkt 2.2.5, for en mer detaljert beskrivelse av metoden.  For å 

kontrollere at punktene til standardkurven var riktige, ble det dyrket nye kulturer der prøver 

ble tatt ut ved ulike OD600 og talt på samme måte. Resultatene var i overensstemmelse med 

standardkurven. Relasjonen mellom OD600 og celler*mL-1 var Y=7E-10x+0.0056 
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Figur 3.7: Antall celler av Thauera sp.27 per milliliter i forhold til målt OD600 .  

 

3.2 PCR 

3.2.1 PCR produkt til standardkurve 

Reduktasegenene som ble uttrykt under inkuberingsforsøkene ble kvantifisert relativt til 

standardkurver utviklet for hvert av genene. Standardkurvene benyttet for kvantifikasjon av 

prøver undersøkt ved real-time PCR ble produsert for hver av de genene som var aktuelle. 

Metoden var basert på PCR amplifisering av isolert genomisk DNA fra T.sp 27, (nirS1, nirS2, 

norB og nosZ) T.sp 28 (nirS2, norB og nosZ) og T. linaloolentis (nirS1 og nosZ). På forhånd var 

annealingtemperaturen til primerne optimert ved å utføre en gradient PCR metode for nirS1 

med genomisk DNA fra Thauera sp. 27 fulgt av agarose gel elektroforese av PCR-produktene. 

En visuell vurdering av intensitet på båndene viste at beste annealingtemperatur var 63.1 °C 

(resultat ikke vist). Framgangsmåten og beregningene som ble benyttet for å konstruere 

standardkurvene er vist i material og metode under punkt 2.2.21. 
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PCR-reaksjonen med nirS1 og nirS2 ga forventede bånd (ca 60 bp) for T.sp. 27 og T.sp.28, 

men uspesifikke bånd for T. linaloolentis, og ingen bånd for T. phenylacetica (Fig. 3.2 A og B). 

Fragmenter av forventet størrelse ble amplifisert ved benyttelse av primere designet til nirS1 

og nosZ for T. linaloolentis. (Figur 3.8, bilde C).  

 

Figur 3.8: PCR-produkt av genet nirS2 (bilde A) for T.sp 27 og nirs1 (bilde B) for T. sp.27 (2), T. sp.28 (3), T. linaloolentis (4) 

og T. phenylacetica (5). Bildet viser også 100 bp DNA ladder (Invitrogen) (1) og negativ kontroll (6). Bilde C viser 100bp 

ladder (BioLabs) (7), nirs1 (8) og nosZ(9) for T. linaloolentis.  

DNA konsentrasjonen (µg*mL-1) i PCR-produktene ble deretter målt ved hjelp av dsDNA 

broad-range assay i et Qubit fluoremeter. Ved benyttelse av PCR-produktene til 

standardkurve for real-time PCR ble det tatt hensyn til størrelse på fragmentet (antall 

basepar) der molvekten per basepar er ca 660 gram*mol-1 og deres konsentrasjon*mL-1.  Ut i 

fra beregningene vist i punkt 2.2.21, ble renset PCR-produkt fortynnet i vann for å få 1x10^8 

kopier* µL-1. Denne løsningen ble deretter videre fortynnet 1:10 helt ned til 1 kopi*µL-1. 

 

 

1500 bp 

2072 bp 

  100 bp 

A  1         2           3            4            5            6        

B  1         2           3            4            5            6        
C 7  8   9 
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Tabell 3.15 Konsentrasjonen av de ulike PCR-produktene der genomisk DNA isolert fra T.sp.27, T.sp.28 og T. linaloolentis 

ble benyttet som templat. DNA konsentrasjonen i renset PCR-produkt ble målt med Qubit fluoremeter. For norB er 

primerkombinasjonen beskrevet. Tabellen viser også antall (Kopier*µL
-1

)*10
10

 

Bakterie Gen Konsentrasjon µg*mL
-

1 

(Kopier*µL
-

1
)*10

10 

T.27 nirS1 1.62 4.36 

nirS2 3.01 2.30 

norB (2F.6R) 6.92 2.17 

nosZ 3.44 3.87 

T.28 nirS2 2.36 4.77 

norB(2F.6R) 3.36 3.08 

nosZ 2.74 3.09 

T.linaloolentis nirS1 2.93 3.87 

nosZ 3.33 4.75 

 

3.2.2 Deteksjongrense ved real time PCR 

Deteksjonsgrense er definert som den minste målbare konsentrasjon eller kvantitet av en 

analytt som kan detekteres for en prosedyre, og er den nedre grensen for å gi et resultat for 

en analyse (65).   Ved å benytte de negative kontrollene fra real-time PCR ,  ble 

deteksjongrensen for hver av  analysene beregnet ved å finne ti ganger gjennomsnittet av de 

negative kontrollenes standardavvik, for så beregne det om til mRNA kopier*celle-1 (62). 

Tabell 3.16 Deteksjongrense for analyse av hver av de undersøkte genene. Tallene er oppgitt i mRNA kopier * celle
-1

. 

 T.sp 27 forsøk 1 T.sp 27 forsøk 2 T.sp 28 T.linaloolentis 

nirS1 1.4*10
-3 

1.5*10
-3

  8.4*10
-4

 

nirS2 3.9*10
-4

 4.9*10
-5

 1.6*10
-3

  

norB  1.0*10
-3

 3.7*10
-4

  

nosZ 1.0*10
-3

 2.4*10
-4

 8.6*10
-5

 1.0*10
-3
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3.3 ERIC PCR 

Ved forberedelser før og under inkuberingsforsøk og under aerob dyrking av kulturer som 

skulle benyttes i forsøkene var det en risiko for kontaminering av kulturene. Metoden som 

ble benyttet for å undersøke om kulturene var kontaminert var ERIC-PCR (punkt 2.2.12) hvor 

DNA ekstrahert fra oppdyrkede frysestokker ble benyttet som templat. De samme PCR-

produktene fra de tre bakteriestammene ble analysert på tre ulike geler ved ulike tider for å 

undersøke reproduserbarhet, og hvert PCR-produkt ble applisert to ganger på hver gel. 

Resultatene etter ERIC PCR på isolert genomisk DNA av stammene benyttet i forsøket viste 

profiler som var reproduserbare (Figur 3.9). Det viste seg at isolert genomisk DNA fra prøve 5 

var en kontaminering. Det var forventet at denne prøven skulle være T.linaloolentis. 

 

Siden metoden viste seg å fungere for disse bakteriene, ble den benyttet ved de følgende 

inkuberingsforsøkene. Det ble tatt ut prøver fra før og etter hvert forsøk og genomisk DNA 

ble isolert. Agarose gel elektroforese for T. sp.27 viste identiske profiler av genomisk DNA 

isolert før og etter inkuberingsforsøk (Fig. 3.4). Tydelige bånd kan ses ved 1200, 1000 og 600 

basepar. Samme profil sees for den tidligere analysen av frysestokker (Fig. 3.3). Profilene fra 

før og etter inkuberingsforsøket for T. linaloolentis viser ingen forskjeller. Sammenlignet med 

profilen i Figur 3.9 var båndene vesentlig svakere, men det kunne sees tydelige bånd ved 800 

og 700 bp. De tilsvarende båndene var også tydeligst i de opprinnelige profilene (Figur 3.9). 

På bakgrunn av profilene ble det bedømt at ingen av kulturene var blitt kontaminert i løpet 

av inkuberingene. 
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Figur 3.9 : ERIC PCR produkt fra fire ulike Thauerastammer:  1: 100 bp DNA størrelsesmarkør (Biolabs), 2: T.27, 3: Negativ 

kontroll, 4 T. 28, 5: Kontaminert prøve, 6: T. linaloolentis (stamme 1) 7: T. linaloolentis ( Stamme 2) 8: T. phenylacetica 

 

Figur 3.10. ERIC PCR profiler av stammer benyttet i inkuberingsforsøk. Her vises 100bp DNA størrelsesmarkør (Biolabs) 
(1); T.sp.27 forsøk 2 før (2) og etter (3) inkuberingsforsøk; T.sp.28 før (4) og etter (5) inkuberingsforsøk; T. linaloolentis 
før (6) og etter (7) inkuberingsforsøk, og negativ kontroll (8). 

 

2072 bp 

1000 bp 

500 bp 

bpbp 

100 bp 

1       2      3      4        5       6        7         

8 

1       2     3       4       5        6        7         

8 

   1              2             3              4                   5                  6                  7                    

8 

1    2   3   4  5   6   7  8   
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3.4 Ekspresjon av denitrifikasjonsgener ved aerob dyrking 

De aerobt dyrkede kulturene som ble benyttet til inkuberingsforsøkene ble undersøkt for 

ekspresjon av NOx reduktasegener ved hjelp av real-time PCR og utviklede Taqman 

primer/probesett. For å bekrefte resultatene ble det dyrket ytterligere tre kulturer av de 

ulike stammene av Thauera benyttet i forsøket. Den optiske densiteten i alle kulturene ble 

holdt lav for å unngå aggregering. 

 

Resultatene i Tabell 3.17 viste en lav transkripsjon gitt som mRNA kopier celle -1 for nirS1 og 

nirS2 i kultur 1 og 3, men noe høyere i kultur 2 der tettheten av celler var høyere.  Uttrykket 

av nosZ celle-1 var målt høyest av de fire genene i alle kulturene av T.sp. 27. 

Tabell 3.17: Ekspresjon av nirS1 nirs2, norB og nosZ under aerob dyrkning av T.sp. 27. Tallene er oppgitt i mRNA kopier* 
celle

-1
 

Kultur OD600 nirS1 nirS2 norB nosZ 

1 0.003 0.0026 0.00015 0.00029 0.026 

2 0.01 0.022 0.00025 0.013 0.2 

3 0.002 0.0077 0.00013 0.062 0.96 

 

Ekspresjonen av denitrifikasjonsgenene nirS2, norB og nosZ fra T.sp.28 under aerob dyrking 

er fremstilt i Tabell 3.18. Transkripsjonen av nirS2 og norB under aerobe forhold var lavere 

enn ekspresjonen av nosZ i alle parallellene. 

Tabell 3.18: Ekspresjon av nirs2, norB og nosZ under aerob dyrkning av T.sp 28. Tallene er oppgitt i mRNA kopier* celle
-1

. 

Kultur OD600 nirS2 norB nosZ 

1 0.010 0.000046 0.000011 0.025 

2 0.003 0.00035 0.0026 0.011 

3 0.002 0.00035 0.000048 0.014 

                                                                                                                                 

Den aerobe ekspresjonen av nirS1 var noe høyere per celle enn nirS1 hos T.sp.27.  Den detekterte 

ekspresjonen av nosZ   under aerob dyrking var høyere hos  T.linaloolentis (Tabell 3.6)  enn hos T.sp 

27 og T.sp 28.  
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Tabell 3.19: Ekspresjon av nirs1 og nosZ under aerob dyrkning av T.linaloolentis. Tallene er oppgitt i mRNA kopier* celle
-

1
. 

Kultur OD600 nirS1 nosZ 

1 0.216 0.0013 0.13 

2 0,199 0.0055 0.75 

3 0,248 0.0024 0.4 

 

3.5 Undersøkelse av aggregering 

Denitrifikasjon skjer i miljø som er anaerobe og semi-anaerobe, og i miljø (som i kulturer) der 

tettheten av celler blir høy nok kan det dannes mikromiljø der cellene aggregerer og starter 

denitrifikasjonsprosessen. Dermed blir det produsert mellomprodukt som dannes under 

denitrifikasjonen.  Dette forsøket ble utført for å utelukke aggregering i de aerobt dyrkede 

kulturene som ble benyttet i inkuberingsforsøkene, og i de parallellene som ble dyrket i 

tillegg for å undersøke aerob ekspresjon (punkt 3.4).  

Det ble brukt samme prosedyre for denne undersøkelsen som ved telling av celler i 

fluorescensmikroskop ved farging med acridinorange. Framgangsmåte for fargingen er 

beskrevet i material og metode punkt 2.2.5.  De aerobe kulturene fra T.sp 27 (Figur 3.11) 

viste ingen aggregering og dermed forventes det ikke at det var dannet anaerobe 

mikromiljøer. For T.sp.28 (Figur 3.12) og T. linaloolentis (Figur 3.13) observeres det ingen 

aggregering av kulturene, og dermed ingen mikromiljø hvor initiering av denitrifikasjon er 

sannsynlig.  
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Figur 3.11 Bilder tatt med fluorescensmikroskop av aerobt dyrkede kulturer av T.sp.27, henholdsvis parallell 1(A), 
parallell 2 (B) og parallell 3 (C) 

  

 

Figur 3.12: Bilder tatt med fluorescensmikroskop av aerobt dyrkede kulturer av T.sp.28, henholdsvis startkultur (A), 
parallell 1(B), parallell 2 (C) og parallell 3 (D) 

 

A                B          C 

 C          D 

A          B
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Figur 3.13: Bilder tatt med fluorescensmikroskop av aerobt dyrkede kulturer av T.linaloolentis henholdsvis startkultur 
(A), parallell 1(B), parallell 2 (C) og parallell 3 (D) 

 

3.6 Sekvensering av norB 

Genomisk DNA fra T.sp.27, T.sp.28 og T.linaloolentis ble benyttet i en PCR-reaksjon der 

primere for norB, beskrevet av Braker og Tiedje, 2003 (61), ble satt sammen i ulike 

kombinasjoner for å se hvilke primerkombinasjoner som ville gi produkt for dette genet. 

Både for T.sp 27 og T.sp 28 ga primerkombinasjonen beskrevet i litteraturen som ”2 

forward”, ”6 reverse” beste PCR-produkt. For T. linaloolentis ga ingen av kombinasjonene 

PCR-produkt. 

 

Da det ikke foreligger sekvenser beskrevet i litteratur for genet norB hos T.sp 27 for 

stammene benyttet i forsøkene, ble produkt for T.sp. 27 fra PCR-reaksjon med norB-primere 

(2F og 6R) sekvensert. Sekvensen ble deretter redigert i programmet BioEdit. Den redigerte 

sekvensen ble så brukt i søk i BLAST på NCBI sine hjemmesider (66). Treff i BLAST ble 

sammenlignet med genomiske DNA-sekvenser fra Thauera merchernichensis, og en fikk da 

bekreftet at det sekvenserte PCR-produktet var norB. 

 C          D 

A          B
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3.7 Gasskinetikk og ekspresjonsprofil hos T.sp. 27. Forsøk 1 

3.7.1 Gasskinetikk 

Dette inkuberingsforsøket ble utført med henblikk på T. sp 27 sin respons på overgangen fra 

aerob til anaerob respirasjon og påfølgende gasskinetikk og ekspresjonsprofil. Alle flaskene 

ble tilsatt 2 mM KNO3 og initiell pH var 7.8. Etter heliumvasking, der luft i flaskene ble 

fjernet, ble det tilsatt 1 mL ren oksygen som tilsvarte omtrent 1 % oksygen i flaskens 

headspace.   Konsentrasjonen av oksygen i væsken var dermed 17.5 µM i alle kulturene ved 

forsøkets start. Beregningene av de målte gassene er beskrevet i Molstad et al., 2007 (67).  I 

Figur 3.14 er det vist gasskinetikk av O2, NO, N2O og NO under inkuberingsforsøkets forløp. Ti 

timer ut i forsøket begynte konsentrasjonen av oksygen å synke, til konsentrasjonen var 

tilnærmet 0 µM i mediet etter ca 20 timer. Omtrent to timer før dette begynte NO å øke i 

konsentrasjon. Mellom time 22-34 var konsentrasjonen av NO i mediet jevnt på ca 14 nM til 

konsentrasjonen sank til 0 nM etter 37 timer. Samtidig med at akkumulering av NO ble 

detektert startet også akkumulering av N2O. Den økte raskt til en maksimumkonsentrasjon 

på 0.07 µmol*flaske-1 etter 19 timer i alle kulturer, før N2O konsentrasjonen  sank jevnt. 

Reduksjon av N2O til N2 startet etter ca 22 timer, og konsentrasjonen økte jevnt til fram til 37 

timer ut i forsøket der N2 hadde nådd en maksimumverdi på 49.5 µmol*flaske-1. Dermed var 

alt nitrat redusert, siden 2 mM nitrat gir 50 µmol N2 ved fullstendig elektronoverføring. 

 

3.7.2 Ekspresjonsprofil av Thauera sp. 27. Forsøk 1 

Under inkuberingsforsøket ble flasker tatt ut ved interessante tidspunkt der man ønsket å 

undersøke ekspresjonsmønsteret. Cellepelleten i hver flaske ble behandlet med RNA-protect 

for å fiksere cellene og hindre degradering av RNA. Etter endt forsøk ble totalRNA isolert, 

DNase-behandlet og konvertert til cDNA ved hjelp av revers transkripsjon. Ekspresjonen av 

nirS1, nirS2, og nosZ ble estimert ved hjelp av real-time PCR hvor antall mRNA kopier i hver 

prøve ble beregnet relativt til standardkurve med kjente kopitall av det aktuelle 

genfragmentet (se metode under punkt 2.2.20). Det ble satt opp tre paralleller av alle 

punktene i standardkurven og resultatene er presentert som en middelverdi av replikatene. 

De paralleller som var utenfor to standardavvik ble betraktet som avvikende og ble 
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ekskludert fra beregningene. Ekspresjonen til norB ble ikke analysert i dette forsøket da det 

ikke var utviklet primere for genet på det tidspunktet forsøket ble utført. En beregning av 

deteksjonsgrense ble også utført(Tabell 3.16). Det ble her tatt hensyn til standardavviket i de 

negative kontrollene ved real-time PCR. I dette forsøket ble deteksjonsgrensen satt til å være 

1.4*10-3 mRNA kopier * celle-1 for nirS1 3.9*10-4 mRNA kopier * celle-1 for nirS2 og 1.1 *10-3 

mRNA kopier * celle-1 for nosZ. Av ekspresjonsdataene hadde nirs1 et uttrykk på ca 1.4 

mRNA kopier * celle-1 ved forsøkets start. Antall kopier økte noe der konsentrasjonen av 

oksygen var lavere, før ekspresjonen tilsynelatende sank til 0.02 mRNA kopier * celle-1. 

Ekspresjonen økte da tilgjengelig oksygen var redusert til 78 mRNA kopier * celle-1 etter 24.5 

timer, hvor ekspresjonen var på det høyeste. Dette kunne sees i sammenheng med 

gassdataene (Figur 3.16), der reduksjonen av nitrat til NO hadde ført til en maksimal 

konsentrasjon av NO på 14 nM i mediet etter omtrent 22 timer. Ekspresjonen av nirS2 viste 

et noe annet mønster enn nirS1, og var ikke like sterkt uttrykt i forhold til mRNA kopier * 

celle-1. Ekspresjonen var fra begynnelsen av forsøket målt til en verdi som var under 

deteksjonsgrensen (1*10-5 til 1*10-4 mRNA kopier * celle-1) før en økning 30 timer etter 

forsøkets start, der ekspresjonen nådde en topp på 0.3 mRNA kopier * celle-1. 

Genet nosZ hadde en lignende ekspresjonsprofil som nirS1 i dette forsøket. Ekspresjonen 

nådde et maksimum på 56 mRNA kopier * celle-1, 24 timer etter forsøkets start. Som for de 

andre genene nådde ekspresjonen av nosZ en ny topp senere i forsøket på 11 mRNA kopier * 

celle-1 etter 30 timer. 
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Figur 3.14 Gasskinetikk inkuberingsforsøk 1 med Thauera sp. 27 (A), og ekspresjonsdata fra de samme kulturene der 

mRNA kopier*celle
-1

 for nirS1, nirS2 og nosZ ble målt med real-time PCR.  (B) .  

 

A 

B 
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3.8 Gasskinetikk og ekspresjonsprofil av T. sp 27. Forsøk 2 

På bakgrunn av tidligere inkuberingsforsøk (forsøk 1), ble det gjort et nytt forsøk for å 

undersøke ekspresjonen mer detaljert i tidsrommet hvor bakteriene i kulturen skiftet fra 

aerob respirasjon til anaerob respirasjon (denitrifikasjon) ved å ta ut flere prøver i dette da 

dette skjedde. Det var også interessant å se om gasskinetikken og ekspresjonsprofilen fra det 

tidligere forsøket var reproduserbart. 

3.8.1 Gasskinetikk 

I Figur 3.15 vises resultat etter inkuberingsforsøk 2 med samme betingelser som forsøk 1 

med T.sp 27.  Ved forsøkets start var konsentrasjonen av oksygen 17.1 µM i mediet. 

Respirasjon av oksygen førte til anoksiske forhold i kulturen etter omtrent 11 timer. Rett før 

kulturen ble anaerob kunne en se en begynnende økning i N2O og NO. Akkumulering N2 

startet ikke å øke før etter 11 timer. Gassdataene viste en økning av NO etter ca 9 timer 

(Figur 3.15), til det nådde en konsentrasjonstopp etter 12 timer. Her holdt konsentrasjonen 

seg på et jevnt nivå på ca 7 nM mellom time 12 og 16. Tilgjengeligheten av 

elektronakseptorer avtok etter 16 timer, og dermed avtok reduksjon av nitritt til NO. 

Konsentrasjonen av NO i mediet sank fra 7 nM og var 0 nM etter omtrent 20 timer. 

Konsentrasjonen av N2O økte raskt fra en konsentrasjon på 0 µmol*flaske-1 ved ni timer til ca 

0.030 µmol*flaske-1 etter 18 timer, og sank deretter raskt. Mellom time 18 og 20 ble det 

observert et fall fra 0.030 til 0 µmol*flaske-1.  Man kunne se en svak økning av N2 rett etter 

at oksygenet i kulturen var fullstendig redusert.  Da konsentrasjonen av N2O avtok, økte 

akkumuleringen av N2 og gassen nådde en maksimal konsentrasjon på ca 60 µmol*flaske-1 

etter 20 timer. Etter dette ble det ikke akkumulert noe N2O og N2-nivået holdt seg stabilt på 

rundt 60 µmol*flaske-1 helt ut forsøkets slutt som følge av at det ikke var noen tilgjengelig N-

oksider å redusere videre, og dermed ingen elektronakseptorer. 

 

3.8.2 Ekspresjonsprofil 

I dette forsøket viste alle de undersøkte genene et likt ekspresjonsmønster, men uttrykt i 

ulik grad. Eneste unntak var ved forsøkets start da det ble observert en svak økning av 

ekspresjon for nirS1, norB og nosZ, mens nirS2 ble uttrykt i liten grad sett i forhold til 

deteksjonsgrensen, som var på 4.9*10-6 mRNA kopier * celle-1. Det kunne sees av 

gasskinetikkprofilen (Figur 3.15) at konsentrasjonen av oksygen sank til tilnærmet 0 
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µM*flaske-1 etter ca 11 timer. En kunne da se en liten senkning i ekspresjonen av alle genene 

før de økte til uttrykket var høyest etter ca. 12 timer, og så sank etter 28 timer. Genet nirs1 

detektert til å være sterkest uttrykt av alle de fire undersøkte genene. På det høyeste ble det 

detektert omtrent 13 mRNA kopier * celle-1, nesten fem ganger mer enn den høyeste 

verdien for nirs2. Etter 28 timer og frem til forsøkets slutt var uttrykket på mellom 0.01-0.05 

mRNA kopier * celle-1. Det var detektert gjennomgående mye lavere uttrykk av nirs2 enn 

nirS1 for Thauera sp.27 og nådde et maksimum etter 12 timer der genet var uttrykt ved 2.7 

mRNA kopier * celle-1. Som nirs1 og norB, var det målt at nosZ hadde noe uttrykk under 

aerobe og semiaerobe forhold i kulturen. Som utrykket til de andre genene, falt også 

kopiantallet av norB raskt etter 12 timer. Omtrent 18 timer ut i forsøket var kopiantallet på 

sitt laveste. Det høyeste nivået av målt mRNA for nosZ før kulturen ble anaerob var målt til 

0.2 mRNA kopier * celle-1. Rett etter at kulturene ble anaerobe som følge av aerob 

respirasjon, økte ekspresjonen fra 0.08 mRNA kopier * celle-1 til 24 mRNA kopier * celle-1 

etter 12 timer. Det genet der det ble detektert lavest ekspresjon av de fire 

denitrifikasjonsgenene var nosZ.  Før kulturen hadde respirert oksygenet hadde nosZ et 

uttrykk på 0.07 kopier RNA* celle-1 (sju timer etter forsøkets start). Antallet kopier falt til 

0.015 mRNA kopier * celle- rett etter at alt oksygenet var redusert og økte siden til 0.6 mRNA 

kopier * celle-1 etter 12 timer. I motsetning til de andre genene, som falt i kopiantall etter 

time 12, nådde nosZ et maksimum etter 13 timer, med 0.6 mRNA kopier * celle-1.  Etter 24 

timer kunne det ikke måles noen ekspresjon for nosZ. 
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Figur 3.15 (A) Gasskinetikk (O2, NO, N2O og N2) og (B) nirS1, nirS2, norB og nosZ ekspresjon (målt som mRNA kopier*celle
-

1
) for Thauera sp.27 fra inkubasjonsforsøk 2.    

 

B 
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3.9 Gasskinetikk og ekspresjonsprofil av T.sp.27 med ny puls av oksygen 

3.9.1 Gasskinetikk 

Vi ønsket å undersøke gasskinetikk og uttrykk av denitrifikasjonsgener i i T. sp. 27 ved en 

plutselig overgang fra anoksiske til oksiske forhold, derfor ble det gjort et forsøk der det ble 

tilsatt 1 mL oksygen til kulturene tilsvarende 10.7 µM O2 i væskefasen i fem av flaskene 

under aktiv denitrifikasjon. Dette inkuberingsforsøket ble utført samtidig som forsøk 1 med 

T.sp 27. Gasskinetikken i disse flaskene (Figur 3.16) viser en identisk profil som 

gasskinetikken i forsøk 1 (Punkt 3.7.1) fram til time 28. Et mer detaljert bilde av 

gasskinetikken etter time 28 er vist i Figur 3.17. Det tilsatte oksygenet ble raskt eliminert i 

kulturen ved respirasjon. Konsentrasjonen av NO umiddelbart etter oksygentilsetningen ble 

omtrent halvert. Den økte igjen seks timer etter oksygentilsetningen til 12.5 nM før gassen 

ble tilnærmet 0 nM i mediet kulturen etter 37 timer. Etter tilsetning av den nye pulsen av 

oksygen sank konsentrasjonen av N2O til en tiendedel av konsentrasjonen før 

oksygentilsetning, og var den gassen som sank mest etter tilsetningen. En svak økning kunne 

observeres etter ca 31 timer og fram til 36 timer der konsentrasjonen var 0.00035 

µmol*flaske-1. Akkumuleringen av N2 så også ut til å være påvirket av oksygentilsetningen.  

Den jevne økningen av N2 ble noe hemmet mellom time 28 og 31, men fortsatte likevel å 

øke.  

3.9.2 Ekspresjonsprofil 

Etter tilsetning av ny puls med oksygen ble det vist av resultatene i ekspresjonsprofilene 

(figur 3.8) en plutselig økning av ekspresjon for alle tre genene, før de raskt sank igjen. 

Gassdataene i samme figur viser en senkning i NO-konsentrasjon etter 28 timer. 

Ekspresjonen av nirs1 økte i dette tidsrommet fra 1.2 mRNA kopier*celle-1 til 9.1 mRNA 

kopier*celle-1 og sank raskt igjen til 0.58 mRNA kopier*celle-1 etter 34 timer. Ekspresjonen av 

nirS2 viste et noe likt mønster som de to andre genene, men hadde et mye lavere uttrykk av 

mRNA kopier*celle-1. Ekspresjonen ble doblet i tidsrommet etter oksygentilsetningen (fra 

0.05 til 0.09 mRNA kopier*celle-1), og sank raskt igjen mot forsøkets slutt. For genet nosZ ble 

det detektert et høyere uttrykk enn nirS2 og var på det meste uttrykt ved 0.6 mRNA 

kopier*celle-1 etter oksygentilsetningen. 
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Figur 3.16: Konsentrasjoner av O2, NO, N2O og N2 målt under inkuberingsforsøket med T.sp 27 der det ble tilført en ny 
puls med 1 mL oksygen 28 timer etter forsøkets start. 
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Figur 3.17: Gasskinetikk (A) og ekspresjonsdata (B) fra inkuberingsforsøk med T.sp 27 med tilsatt 1 mL oksygen etter 28 
timer.  Det øverste bildet viser gasskonsentrasjoner for O2, NO, N2O og N2 under forsøkets forløp mellom time 28 og 38. 
Figuren nede til venstre viser ekspresjon mRNA kopier*celle

-1 
av nirS1, nirS2 og nosZ målt med real-time PCR etter 

kulturene er blitt tilsatt 1 mL oksygen. 

 

A 
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3.10 Gasskinetikk og ekspresjonsprofil av T.sp.28 

3.10.1 Gasskinetikk 

Det ble utført et inkuberingsforsøk med T.sp.28 med de samme betingelsene som de 

tidligere forsøkene der en ønsket å se på denne stammens regulering av 

denitrifikasjonsgenene og da spesielt ekspresjon av nirS2. Figur 3.18 viser konsentrasjonene 

av gassene akkumulert under inkuberingsforsøket med T.sp. 28. Oksygenkonsentrasjonen 

var initielt 16.5 µM, og sank til 0.17 µM etter 20 timer.  Etter at oksygenet ble respirert i 

kulturene slik at den ble anoksisk, kunne det observeres en jevn økning av NO-

konsentrasjonen fram til time 30, da den nådde et maksimum på 9.5 nM. 17 timer etter 

forsøkets start begynte konsentrasjonen av N2O å øke. Det ble observert to 

konsentrasjonstopper; etter time 19, der gassen nådde en konsentrasjon på 0.04 

µmol*flaske-1, og etter time 29, der det ble observert en konsentrasjon på 0,05 µmol*flaske-

1. Deretter stupte konsentrasjonen etter ca 32 timer. Reduksjon av N2O til N2 begynte 

omtrent samtidig som reduksjon av nitritt til NO. Etter 19 timer begynte konsentrasjonen av 

N2 å øke, til den nådde en topp på 52 µmol*flaske-1 etter 32 timer, da tilgjengelig nitrat var 

redusert. 

3.10.2 Ekspresjon av denitrifikasjonsgener 

Figur 3.18 viser ekspresjonsprofilen av denitrifikasjonsgenene nirS2, norB og nosZ for 

T.sp.28. Det høyeste antallet mRNA kopier*celle-1 ble funnet etter ca 12 timer for alle tre 

genene. Gjennom hele forsøket kunne en observere det samme ekspresjonsmønsteret for 

alle genene. Det ble målt at genet nirS2 hadde det laveste ekspresjonstallet per celle av alle 

genene gjennom hele forsøket. Den høyeste ekspresjonen på 0.08 mRNA kopier*celle-1 var 

målt etter 12 timer, hvor den så sank raskt til ingen detekterbar ekspresjon etter ca 15 timer. 

Deretter ble det detektert at ekspresjonen av nirS2 var variabel mellom time 15-26 der en 

det ble målt en ekspresjon på gjennomsnittlig 0.014 mRNA kopier*celle-1. Mellom time 26-

31 ble det detektert en nedgang i kopitall. Den siste målingen viste en høyere ekspresjon der 

kopiantallet ble estimert til 0.02 mRNA kopier*celle-1. Selv om disse målingene var lave, var 

det over deteksjonsgrensen for analysen som var 1.6*10-4 mRNA kopier*celle-1 Genet for 

NO-reduktasen NorB var det genet som hadde høyest detektert uttrykt av de undersøkte 

genene i forsøket.  Det høyeste kopiantallet var, som de andre genene, etter 12 timer. Der 
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nådde ekspresjonen en topp på 35 mRNA kopier*celle-1, hvor den så sank til 0.16 mRNA 

kopier*celle-1 etter 15 timer, fem timer før kulturen ble anaerob som følge av 

oksygenrespirasjon. Ekspresjonen økte så igjen etter 16 timer og varierte noe under 

forsøkets forløp fram til time 24, der en kunne observere at ekspresjonen sank til et lavere 

kopitall. Etter 33 timer og frem til forsøkets slutt holdte ekspresjonen seg på et 

gjennomsnittlig nivå på 0.05 mRNA kopier*celle-1. Antall nosZ transkripter nådde etter 12 

timer en topp på 5 mRNA kopier*celle-1, for så å ikke være uttrykt etter 15 timer. Det ble 

detektert en variasjon i ekspresjon mellom time 16-26 timer der det ble målt et variabelt 

kopitall fra time til time, før ekspresjonen sank til 0.03 mRNA kopier*celle-1  etter 31 timer. 

Ekspresjonen av nosZ holdt seg deretter stabil helt til forsøkets slutt.  

 

I etterkant av arbeidet med denne oppgaven, utførte Linda Liberg Bergaust et nytt forsøk 

med T.sp 28 etter de samme kriterier som inkuberingsforsøkene i denne oppgaven. En kan 

se av Figur 3.19, at gasskinetikk og denitrifikasjonsmønster ligner de profilene som ble 

funnet av inkuberingsforsøkene med T.sp 27 i denne oppgaven.  Gasskinetikken i forsøket 

med T.sp 28 utført av Linda Liberg Bergaust ga en nesten identisk profil som gasskinetikken 

fra forsøket med T.sp 27, under punkt 3.5.2.  

Av den detekterte ekspresjonen ble det funnet at nirS2 ikke øker i ekspresjon før oksygenet i 

kulturene er på omtrent 5 µM i kulturene. De andre undersøkte genene norB og nosZ har en 

noe lavere detektert ekspresjon i forhold til funn i forsøk med T.sp 28  under punkt 3.8. 
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Figur 3.18: Figuren viser gasskinetikk (A) der konsentrasjonen av av O2, NO, N2O og N2 er målt i et inkuberingsforsøk med 
T.sp. 28. Ekspresjonen som ble målt underveis i inkuberingsforsøket vises i ekspresjonsprofilen (B) der mRNA kopier* 
celle

-1
 ble målt for nirS2, norB og nosZ. 

B 

A 
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Figur 3.19: Fremstilling av resultat fra inkuberingsforsøk med T.sp 28 utført med de samme betingelser som tidligere 
forsøk i denne oppgaven. Figuren er lånt fra Linda Liberg Bergaust, som har utført dette forsøket. 
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3.11 Gasskinetikk og ekspresjonsprofil for T. linaloolentis. 

3.11.1 Gassdata 

Forsøket med T. linaloolentis ble utført med samme betingelser som tidligere forsøk i denne 

oppgaven. Oksygenet ble målt til 15.5 µM i medium i starten av forsøket. Som vist i Figur 

3.20, var konsentrasjonen av oksygen etter ca 10 timer tilnærmet null. Akkumulering av NO i 

kulturene startet sju timer etter forsøkets start. Gassen nådde en topp etter 16.5 timer der 

konsentrasjonen ble målt til 36 nM. Her holdt konsentrasjonen seg jevn fram til 22.5 timer 

der den sank og nådde en konsentrasjon tilnærmet null etter 26 timer. Konsentrasjonen av 

N2O ble akkumulert i kulturen også etter ca sju timer og nådde raskt en topp på 0.1 

µmol*flaske-1 etter 10.5 timer. Etter en nedgang tidligere i forsøket, nådde konsentrasjonen 

en ny topp på 0.07 µmol*flaske-1 etter 22 timer, før den sank raskt til en konsentrasjon på 

null etter 26 timer. Reduksjonen av N2O til N2 ga en rask økning i konsentrasjon av N2 

mellom 16.5 - 24.5 timer hvor konsentrasjonen nådde 53.9 µmol*flaske-1.  

3.11.2 Ekspresjon av denitrifikasjonsgener 

For T. linaloolentis var det utviklet primer/probes for genene nirS1 og nosZ. Figur 3.20 viser 

ekspresjonen av disse genene underveis i inkuberingsforsøket. Det var ikke detektert en 

ekspresjon under deteksjonsgrensen av nirS1 ved aerob dyrking av stammen, mens nosZ 

hadde en ekspresjon på 0.03 mRNA kopier* celle-1. Ekspresjonen økte til 0.06 mRNA kopier* 

celle-1 for nirS1 og 0.01 mRNA kopier* celle-1 for nosZ etter ca 10 timer, hvor ekspresjonen 

sankt igjen rett før oksygenet ble fullstendig respirert, og kulturene ble anaerobe. Deretter 

ble det detektert en økning i ekspresjon fram til time 23, der det ble målt 1.5 mRNA kopier* 

celle-1 for nirS1 og 1.4 mRNA kopier* celle-1 for nosZ.   Som vist i Figur 3.20 sank 

konsentrasjonen av NO og N2O i flaskene etter ca 26 timer. Det samme kan sees av 

genekspresjonen, som nådde lavere kopitall. I motsetning til nirS1 økte uttrykket av nosZ noe 

i slutten av forsøket, og holdte et kopitall på 0.3 mRNA kopier* celle-1. 

 

 



  Resultat 

74 
 

 

Figur 3.20: Gasskinetikk (A) der konsentrasjonen av O2, NO, N2O og N2 er målt i et inkuberingsforsøk med T. linaloolentis. 
Ekspresjonen som ble målt underveis i inkuberingsforsøket vises i figur for genekspresjon (B) der mRNA kopier* celle

-1 
er 

målt for nirS1 og nosZ. 

 

B 
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3.12 DRP sammenfatning av grunnleggende parametre 

De grunnleggende egenskapene som faller innunder begrepet denitrification regulatory 

phenotype (DRP) karakteriseres utfra en organismes observerte gasskinetikk ved overgang 

fra aerob til anaerob respirasjon under standardiserte forhold.  Parametrene for DRP for de 

ulike stammene er basert på konsentrasjon av O2 i kulturen ved første deteksjon av NO, 

høyeste målte verdi av NO og N2O i kulturene og ratioen mellom den lineære regresjonen av 

oksisk og anoksisk vekst (µanoksisk : µoksisk).  Ved å benytte slike parametre kan man se hvordan 

de ulike stammene reagerer på overgangen fra oksiske til anoksiske forhold, og hvordan 

stammene akkumulerer gassene i kulturen (68). 

I Tabell 3.20 er det vist en oversikt over de nevnte parametrene for stammene T.sp 27, T.sp 

28 og T.linaloolentis. I overgangen fra oksisk til anoksiske forhold virker T.sp 28 å starte 

denitrifikasjon ved en noe lavere oksygenkonsentrasjon enn de to andre stammene. Denne 

parameteren gir en indikasjon på hvordan stammen reagerer på lavere konsentrasjon av 

oksygen. Mengden NO akkumulert i kulturene varierer her mellom alle tre kulturen. T.sp 27 

og T.sp 28 holder NO på et kontrollert lavt nivå, i forhold til T.linaloolentis der NO 

akkumuleres til en konsentrasjon tilsvarende tre ganger så mye i kulturene.  Mengde 

akkumulert N2O virker å være noe mer jevnt for alle de tre undersøkte stammene.  

Parametrene µanoksisk og µoksisk  gir oss en verdi på vekstraten til stammen ved anoksisk og 

oksisk vekst. Ved å se på ratioen mellom disse ratene kan man få en indikasjon på en gitt 

organismes evne til effektive overganger mellom respirasjonsstrategier og relativ 

energikonservering ved denitrifikasjon (68). 

 

Tabell 3.20 Parametere basert på gasskinetikk av T.sp 27, T.sp 28 og T. linaloolentis ved pH 7.8 og 1 % O2 og 2mM KNO3. 
Standardavvikene for beregningene er angitt i parantes.  

 [O2] ved 

deteksjon av 

NO (µM) 

NOmax  (µM) N2Omax 

(µmol*flaske
-1

) 

µanoksisk/ µoksisk 

 

T.sp 27 0.99 (0.7) 

 

11.27 (3.9) 0.044 (0.02) 0.53 (0.2) 

T.sp 28 0.34 (0.04) 8.35   (1.62) 0.042 (0.01) 0.35 (0.006) 

T. linaloolentis 1.01 (0.17) 36.32 (1.2) 0.068 (0.001) 0.43 (0.014) 
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4 Diskusjon 
Biokjemi, genetikk og regulering av denitrifikasjon er studert i detalj kun hos et fåtall 

modellorganismer tilhørende hovedsaklig α- og γ-proteobacteria.  Inngående studier av et 

bredere utvalg denitrifiserende bakterier vil øke forståelsen av denne prosessen med 

implikasjoner for NO og N2O emisjoner fra komplekse systemer som jord. Nylig er begrepet 

”Denitrification regulatory phenotype” (DRP) introdusert i en artikkel av Bergaust et al. 

(2010). En standardisering av parametre og datasett vil gjøre det mulig å sammenligne 

stammer og komplekse denitrifiserende samfunn genotypisk og fenotypisk.  Denitrifikasjon 

spiller en stor rolle i emisjonen av drivhusgasser som NO og N2O, og det er viktig å forstå 

hvordan prosessen er regulert hos ulike stammer av denitrifiserende bakterier, og særlig hos 

de som spiller en nøkkelrolle i naturlige økosystemer (6).  Hensikten med dette arbeidet var 

å studere et utvalg av stammer tilhørende Thauera; deres regulering av denitrifikasjon og 

akkumulering av mellomprodukter fra prosessen. Slekten Thauera tilhører β-proteobacteria, 

og har en stor andel av denitrifiserende bakterier isolert fra jord og sediment, og den er en 

dominerende slekt i enkelte typer renseanlegg som kloakkrenseanlegg der avfallsvannet er 

rikt på nitrat, og det er til nå isolert over 50 stammer av Thauera. (49, 69, 70). Det er også 

kjent at slekten kan bryte ned lavmolekylære aromatiske hydrokarboner aerobt og anaerobt 

(71).  Stammen T.sp 27 har to utgaver av cytokrom cd1 nitrittreduktasen NirS som reduserer 

nitritt til NO; NirS1 og NirS2 (50). På bakgrunn av at genene som koder for reduktasene er 

noe fylogenetisk ulike (57 % sekvenslikhet for deler av genet) , er det foreslått at nirS1 er 

overført til stammen via horisontal genoverføring (9, 50, 72).  I et senere arbeid av Jones et 

al. (2008) er det beskrevet at de to utgavene av nirS i Thauera har en fylogenetisk ulikhet 

som indikerer en ulik evolusjonær bakgrunn. Det er her foreslått at det ikke er like sannsynlig 

med horisontal genoverføring, og at genet er blitt duplikert i stammen og forskjellene i 

gensekvensene er et resultat av evolusjonær utvikling (70, 72). Det ble også valgt å 

undersøke to ytterligere stammer av Thauera stammene som har hver sin utgave av 

reduktasen NirS. T.sp 28 har reduktasen NirS2, og T.linaloolentis har reduktasen NirS1. 
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Parameteren µanoksisk:µoksisk er en indikasjon på relativ energikonservering under aerob og 

anaerob respirasjon. En høy ratio en rask vekst under anoksiske forhold, noe som har vist seg 

å være tilfellet for A. tumefaciens ved benyttelse av nitritt som elektronakseptor og 1% 

oksygen (68). Forholdet mellom oksisk og anoksisk vekst hos de undersøkte stammene av 

Thauera i denne oppgaven viste seg å gi omtrent den samme ratioen som P.denitrificans 

med 1% oksygen og 2mM nitrat . I den senere studien av Liu et al. (innsendt til tidsskrift) 

viste resultatene at ratioen var noe høyere for T.sp 28 og T.linaloolentis, noe som indikerte 

en raskere initiering av denitrifikasjon enn i mine forsøk (68). Da aerob respirasjon gir høyere 

energigevinst (ΔG°=- 238 kJ) enn denitrifikasjon (ΔG°=-224 kJ), er det mest gunstig for 

denitrifiserende bakterier å ha et strengt reguleringsapparat rundt NOx reduktasene, slik at 

elektronene styres mot O2 så langt det er mulig. Utbyttet av ATP er tilnærmet halvparten ved 

denitrifikasjon sammenlignet med aerob respirasjon, der utbyttet er 5 ATP for hvert 

karbonatom (73).  Hos flere studerte denitrifiserende organismer er det vist at oksygen 

inhiberer ekspresjon av denitrifikasjonsgener (13, 74). Inhiberingen kan skje på flere måter 

ved at de oksygensensitive regulatorene FixL og FNR regulerer transkripsjon av 

denitrifikasjonsgener. FixL autofosforyleres ved nærvær av oksygen, og aktiverer i sin tur 

FixJ, som aktiverer transkripsjon av respektive gener. FNR i E.coli har en oksygensensitiv 

[4Fe-4S]-gruppe som i kontakt med oksygen inaktiverer FNR. Inhibering kan også skje ved at 

oksygen direkte konkurrerer ned nitrat, og hindrer transport av nitrat gjennom periplasma 

gjennom den cytoplasmiske membran slik at nitrat ikke kan bli redusert av Nar (75, 76).   

 

En av parametrene som faller under DRP beskrevet i denne oppgaven er konsentrasjon av 

oksygen ved første deteksjon av NO.  De tre stammene undersøkt i denne oppgaven 

akkumulerte NO ved lave mikromolare nivå av oksygen (0.34-1.01 µM). I en studie av Liu et 

al. (70), starter akkumuleringen av NO hos T.sp 27 og T.sp 28 ved høyere 

oksygenkonsentrasjoner, og det er foreslått at disse stammene har evnen til å utføre 

denitrifikasjon under aerobe forhold. En slik konklusjon kan ikke trekkes ut i fra de 

resultatene funnet i denne oppgaven. I alle forsøkene viste resultatene at de undersøkte 

stammene holder et lavt nivå av NO i kulturene. Dette er viktig, da NO er toksisk ved høye 

konsentrasjoner og kan føre til celledød (6). En strikt regulering av NO bør derfor være være 

tilstede i organismen slik at gassen ikke akkumuleres, eventuelt at stammen lever i miljø der 
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andre mikroorganismer fjerner NO. (6, 23) T. sp.27 og T.sp 28 er de stammene som holder 

NO-konsentrasjonen lavest i kulturene i forhold til T. linaloolentis, der det ble detektert to til 

tre ganger høyere konsentrasjon av NO. Dette kan tyde på en en noe mindre stringent 

regulering av NO hos denne stammen slik at NO akkumuleres i større grad i kulturene. 

Konsentrasjonen er derimot ikke så høy at det virker toksisk for kulturen. Lignende resultater 

er funnet for Paracoccus denitrificans som også virker å ha en kontrollert regulering av NO i 

kulturen (NOmax< 50nM) (6). For Agrobacterium tumefaciens er det estimert akkumulert 

konsentrasjon av NO opp til 10µM i mediet, noe som kunne inhibere ytterligere reduksjon av 

nitrat (6). Dette er ikke tilfelle for noen av de undersøkte stammene i denne oppgaven noe 

som kan tenkes er på grunn av deres sensitivitet for NO. 

I inkuberingsforsøkene med T.sp 27 viser gasskinetikken (figur 3.5 og 3.6) at akkumuleringen 

av N2O er noe ulik mellom forsøkene. Dette kan tyde på at regulering av N2O ikke er veldig 

strengt regulert i denne stammen, eller i de andre undersøkte stammene. T. linaloolentis 

virker å være den stammen der det akkumuleres mest N2O. Det at ikke N2O blir strengt 

regulert hos disse stammene kan bety at de akkumulerer N2O , noe som kan føre til utslipp 

av gassen. I Pseudomonas aerguinosa er regulering av nos genene kontrollert av regulatorer 

fra Crp-Fnr, familien, regulatorer som er funnet i forbindelse med denitrifikasjon hos flere 

stammer.  Det er beskrevet at N2O kun har en svak påvirkning av nosZ i motsetning til NO, 

som er en sterk regulator (77). Siden inkubasjonsforsøkene skjedde i lukkede kulturer, ble alt 

N2O redusert til N2. I naturen er det ikke sikkert at dette ville dette ikke skjedd. Akkumulert 

N2O kunne ha lekket til omgivelsene dersom produsert N2O var høyere enn redusert N2O i et 

miljø og bidratt til nedbrytning av ozon i stratosfæren. 

 

Det ble undersøkt om Thauera-stammene benyttet i forsøkene i denne oppgaven uttrykte 

noen av denitrifikasjonsgenene under aerobe forhold. Av de undersøkte genene nirS1, nirS2, 

norB og nosZ ble det estimert kopitall som lå tett deteksjonsgrensen for analysen, og det ble 

konkludert med at stammene ikke uttrykte genene konstitutivt. Det kunne være en 

sannsynlighet at noe proteom fra frysestokk var grunnen til den detekterte ekspresjonen  

Denne feilkilden ble tatt høyde for, ved at kulturene stadig ble fortynnet i nye medium for å 

fortynne proteom, samtidig var kulturene av så lav celletetthet at cellene ikke skulle  
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aggregere, og dermed hindre anoksiske mikromiljø og tidlig ekspresjon av reduktasegenene. 

En konstant lav ekspresjon av NOx reduktasegenene kan være en fordel i miljøer der 

tilgangen på oksygen varierer sterkt. På denne måten vil bakterien raskt kunne gå fra aerob 

til anaerob respirasjon og ikke bli fanget i anoksisk miljø uten å ha muligheten til å benytte 

seg av elektronakseptor (78). Resultatene viste at stammene startet å uttrykke de 

undersøkte denitrifikasjonsgenene allerede før tilgjengelig oksygen var redusert (utenom 

nirS2 fra T.sp.27). Maksimal ekspresjon inntraff ved nær fullstendig anaerobe forhold og i 

nærvær av NO. Ved å inneha et (NOx) respirasjonsapparat som er sensitivt for synkende 

oksygenkonsentrasjoner og som sannsynligvis trigges ytterligere av nanomolare 

konsentrasjoner NO vil stammen kunne gå raskt og effektivt over til denitrifikasjon. 

Mikroorganismer som ikke har denne egenskapen, eller som ikke kan benytte andre 

anaerobe strategier eller fermentering, vil kunne befinne seg i et anoksisk miljø uten å ha 

tilgjengelige elektronakseptorer, og vil sannsynligvis gå over til en hvilefase (79). 

 

Figur 3.8 viser gasskinetikk og ekspresjonsprofil (nirS1, nirS2 og nosZ) i T.sp.27 ved 

innsprøytning av 1 % oksygen under aktiv denitrifikasjon. Resultatene viste en fullstendig 

nedgang i konsentrasjonen av N2O, og gassen ble ikke akkumulert i kulturen under den 

oksiske perioden. På det tidspunktet dette forsøket ble utført, var det enda ikke utviklet 

primere for norB, derfor ble norB ikke undersøkt. Av gasskinetikken ser det ut som om 

reduksjonen av NO til N2O ikke skjer i denne perioden og det kan derfor tenkes at 

ekspresjonen av norB blir inhibert av oksygen, eller at selve reduktasen blir inhibert (61).  I 

en studie der det ble fokusert på denitrifiserende bakterier fra jordprøver ble det vist at 

kulturer som ble tilsatt oksygen under denitrifikasjon ved anoksiske forhold fortsatte 

denitrifikasjonen der endeproduktet ble N2O på grunn av inhibering av N2OR (80)  I et nylig 

arbeid med Thauera av Liu et al. (Innsendt til tidsskrift) ble det også tilsatt oksygen i 

kulturene etter indusering av denitrifikasjon.  Det ble her tilstatt oksygen gjentatte ganger, 

noe som så ut til å inaktivere NosZ, men ikke de andre undersøkte reduktasene. Dette kom 

ikke klart fram av resultatene i denne oppgaven, trolig på grunn av at det ble tilsatt for lite 

oksygen til å kunne gi utslag på NosZ (70). 
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I forsøk med T.sp 27 ble det undersøkt hvordan stammen responderte på overgangen fra 

anoksiske til oksiske forhold under primære DRP egenskaper.  I Etchebehere og Tiedje (2004) 

er det foreslått at nirS1 uttrykkes konstitutivt og ikke er under oksygen eller nitratregulering, 

mens nirS2 responderer på nitrat, men ikke oksygen (50). Av undersøkelsene av ekspresjon 

med T.sp 27 viste resultatene at nirS1 var lavt uttrykt under aerobe forhold uten nitrat, men 

overgangen til anoksiske forhold i kulturene resulterte i en kraftig økning i ekspresjon av 

både nirS1 og nirS2. Dette viser at reduksjonen av nitritt til NO er sterkt regulert av 

oksygentilgjengelighet, men NO er også en sannsylig regulator. På grunn av den kraftige 

økningen i ekspresjon ved anoksiske forhold i kulturene kan en konkludere med at stammen 

ikke uttrykker genene som koder for nitrittreduktase type 1 eller type 2 konstitutivt. I et 

inkuberingsforsøk med T.sp 27, der det ble tilsatt ytterligere 1 mL oksygen 28 timer ut i 

forsøket, viste resultatene i figur 3.8 at ekspresjonen av begge genene tydelig responderte 

på oksygen ved at den detekterte ekspresjonen sank ved tilsetningen av oksygen. Deretter 

økte ekspresjonen 0.5-10 ganger der forholdene i kulturen var tilnærmet anoksiske. Det er 

likevel viktig å påpeke her at reduktasene fortsatt kunne være aktive.  Resultatene viste at 

kulturen hadde evne til raskt å kunne gå fra anaerob til aerob respirasjon og så benytte 

denitrifikasjon når all oksygenet var redusert i kulturen. Stammen kan derfor være 

konkurransedyktig i skiftende miljø hvor oksygen kan være en begrensende faktor, og har 

evnen til å benytte denitrifikasjon selv ved lave oksygenkonsentrasjoner.  Dette er også vist i 

alle forsøkene der en kan se av resultatene at ekspresjonen øker noe rett før kulturene blir 

anoksiske. Dette viser at stammene kunne uttrykke de undersøkte reduktasene allerede før 

alt tilgjengelig oksygen var redusert. På denne måten initierer stammen 

denitrifikasjonsapparatet på et tidspunkt før oksygenet er fullstendig redusert slik at den 

ikke blir ”fanget” i miljøet uten å kunne benytte tilgjengelige elektronakseptorer. En annen 

forklaring på økningen av ekspresjonen kan være en reaksjon på endringen i 

oksygenkonsentrasjon fra dyrking i vanlig atmosfære (21 % oksygen) til en 

oksygenkonsentrasjon på 1 % ved inkubasjonsforsøkene.  

 

Serien med eksperimenter som er beskrevet her ble utført under langt mer stringente 

betingelser enn forsøkene som lå til grunn for Etchebehere og Tiedjes konklusjoner (50). 

Kontinuerlig røring av kulturene var svært viktig for å sikre en god gassutveksling mellom 
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væske- og gassfase samt hindre aggregering av cellene i kulturen. Kulturene som ble 

benyttet som inokulanter til inkubasjonsforsøkene var av svært lav optisk densitet for å 

hindre anaerobe mikrokulturer. Det ble og undersøkt for aerob ekspresjon av 

denitrifikasjonsgener, samt at det ble lagd filterpreparater av disse kulturene, slik at man 

kunne se en eventuell aggregering. Det ble ikke påvist aggregering i noen av startkulturene, 

og ekspresjonen under aerobe forhold uten tilsatt nitrat i mediet, ble målt til betydelig 

lavere verdier enn den anaerobe ekspresjonen målt i inkubasjonsforsøkene. I Etchebehere 

og Tiedje (2004) ble den aerobe ekspresjonen av nirS1 uten tilsatt nitrat i dyrkingsmediet 

estimert til å ha en 380 ganger høyere ekspresjon enn det som ble estimert i våre resultater. 

De største forskjellene mellom resultatene i Echtebehere og Tiedje (2004) og resultatene i 

denne oppgaven ble funnet for nirS2. Den aerobe ekspresjonen etter tilsetning av nitrat 

(KNO3 i denne oppgaven) av nirS2 var målt til 4.9 kopier mRNA*celle-1 i motsetning til 

resultatene i denne oppgaven ble målt til 1.0*10-2 kopier mRNA*celle-1 som den høyeste 

aerobe ekspresjonen. Av deres resultat kommer det også frem at det ikke var noe betydelig 

forskjell i ekspresjon mellom aerob og anaerob dyrking med nitrat for nirS2, i motsetning til 

våre resultat der ble detektert 100 ganger høyere ekspresjon etter overgangen fra aerobe til 

anaerobe forhold i kulturene. Deres resultat tilsier, som nevnt tidligere, at nirS1 uttrykkes i 

større grad aerobt (459 kopier mRNA*celle-1 ) i forhold til anerobt (83.2 kopier mRNA*celle-

1). Våre resultat tilsier det motsatte, der man har en økning av ekspresjon på omtrent 1000 

ganger ved anoksiske forhold.   

Ved forsøk 1 og 2 med T.sp 27 ble det funnet veldig store forskjeller i ekspresjonsnivå av 

denitrifikasjonsgenene. Grunnen til at resultatene fra forsøk 2 tilsynelatende hadde en 

lavere estimert ekspresjon enn forsøk 1 kunne være fordi denitrifikasjonshastigheten var 

mye høyere ved dette forsøket, slik at det var mye vanskeligere å få tatt en prøve nøyaktig 

der ekspresjonen var høyest. En annen teori som kan forklare forskjellen i ekspresjon er 

faktorer som gir en stokastisk ekspresjon som gir en forskjell i ekspresjon fra celle til celle. 

Hvor en celle befinner seg i cellesyklusen kan påvirke ekspresjonen. Den høyeste 

ekspresjonen ble detektert ved anoksiske forhold i kulturene, og det kan derfor konkluderes 

med at ingen av stammene uttrykker de undersøkte genene konstitutivt.  
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I oppgaven ble det i tillegg utført inkubasjonsforsøk med T.sp 28 og T.linaloolentis.  Disse 

stammene innehar hver sin utgave av de nevnte nitrittreduktasene. T.sp 28 som benytter 

nirS2 for å redusere nitritt til NO, virker å uttrykke genet mye lavere enn T.sp 27. Dette er 

derimot en noe usikker antydning, da mye tyder på at mRNA har blitt degradert under 

behandling og analysering av prøvene. I et senere forsøk med T.sp 28 utført av Linda Liberg 

Bergaust ga den detekterte ekspresjonen en bedre profil. Ekspresjonsmønsteret lignet 

ekspresjonen hos T.sp 27, men viste lavere ekspresjonen av norB og nosZ, og høyere 

ekspresjon av nirS2 enn detektert for T.sp 28 tidligere. Også hos T.linaloolentis, som benyttet 

NO reduktasen kodet av nirS1, var det detektert ekspresjon av nirS1 som var over 550 

ganger lavere enn for høyeste detekterte ekspresjon av genet hos T.sp.27.  Man har tidligere 

sett at nivåer av ekspresjon har variert sterkt mellom stammer og isolater. En teori er at 

variasjoner i transkripsjon avhenger av faktorer som for eksempel cellesyklus (81).  I alle 

stammene ble det detektert ekspresjon av de respektive nirS-gener noe før NO ble 

akkumulert til detekterbare konsentrasjoner, det samme gjelder og for norB. Ut i fra 

resultatene fra inkubasjonsforsøkene kan en teori være at ekspresjon av nor krever at 

konsentrasjonen av oksygen ikke er for høy, samt et NO signal og en transkripsjonell faktor 

som under anaerobe forhold vil aktivere transkripsjon av både nitritt- og NO-reduktaser.   

Når en sammenligner gasskinetikken og ekspresjonen av de undersøkte stammene, ser en 

store forskjeller i ekspresjonsmønsteret. T. linaloolentis virker å være en stamme der NO 

akkumuleres i større grad i kulturen enn i de andre stammene, og ekspresjon av de 

undersøkte denitrifikasjonsgenene er høyest der signal av NO er høyest. Alle stammene 

virker å ha en streng regulering av NO, noe som mest sannsynlig gjenspeiler deres 

sensitivitet for dette toksiske radikalet. NO er som nevnt et svært viktig signalmolekyl for 

ekspresjon av både nir og nor (82) 

Forsøk som er basert på målinger av gasskinetikk under kontrollerte forhold gjør det mulig å 

samle datasett som en kan benytte som parametre under begrepet denitrification regulatory 

phenotype DRP . Sammen med detektering av ekspresjon ved real-time PCR utgjør det en 

studie av fenotypiske og genotypiske karakteristikker. Det har tidligere vært lite fokusert på 

denitrifiserende bakterier innen β-undergruppen av Proteobacteria, som Thauera hører til 

under.  Alle stammene undersøkt i denne oppgaven virket å ha en stringent kontroll av NO, 
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noe som indikerte deres følsomhet for den toksiske gassen NO, i motsetning til 

mellomproduktet N2O virket ikke å være strengt regulert. 

Resultatene fra ekspresjon og regulering av nirS1 og nirS2 hos T.sp 27 viste at nirS1 ikke var 

konstutivt uttrykt, og både nirS1 og nirS2 responderte tydelig på oksygen. Disse resultatene 

var noe motstridende for hva som var beskrevet i Etchebehere og Tiedje (2005).  Forsøkene i 

denne oppgaven ble utført under mer kontrollerte forhold, noe som gir grunn til å til å 

konkludere med våre funn. 
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