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Mehanizmi tolerancije slobodnoZiveéih bakterija i bakterija u biofilmovima

na teSke metale
REZIME:

Teski metali, Cija se koncentracija u sredini sve viSe povecava kao rezultat povecane
industrijske aktivnosti i tehnoloSkog razvoja, ubrajaju se u najces¢e zagadivaCe zivotne
sredine. Kada su prisutni u ve¢im koncentracijama toksicni su i predstavljaju ozbiljnu
pretnju kako za zivotnu sredinu tako i1 za zdravlje ljudi, jer se ne mogu razgraditi i jer se
nagomilavaju u lancima ishrane. Sa druge strane, ovakve sredine predstavljaju dobar izvor
mikroorganizama tolerantnih na teske metale, sa potencijalnom primenom u bioloSkom
uklanjanju (bioremedijaciji) 1 oslobadanju (bioluZenju) teSkih metala. Cilj ovog rada je bila
izolacija, identifikacija, analiza diverziteta i aplikativnog potencijala novih bakterijskih
sojeva sa sposobno$¢u tolerancije visokih koncentracija teSkih metala iz povrSinskog i
podzemnog sedimenta iz rudnika bakra Bor. Metagenomskom analizom je detektovan veci
mikrobioloski diverzitet u uzorku povrSinskog sedimenta u poredenju sa podzemnim
sedimentom. Iz oba uzorka je izolovano 6 bakterija tolerantnih na visoke koncentracije
teskih metala, primenom direktne kultivacije. Ovi izolati su taksonomski identifikovani
kao predstavnici rodova Arthrobacter i Staphylococcus. Pored ovih izolata, u ovu studiju je
bilo ukljuceno jo$ 8 sojeva za koje je tolerancija na metale prethodno opisana u literaturi,
tako da je aplikativni potencijal slobodnozivec¢ih bakterija i definisanih bakterijskih
zajednica, kao i njihovih biofilmova, ispitan kod ukupno 14 sojeva. Medu 14 testiranih
sojeva, 6 sojeva je imalo sposobnost rasta u prisustvu nikla, 6 u prisustvu kadmijuma, 4 u
prisustvu bakra, 3 u prisustvu hroma i 1 je imao sposobnost rasta u prisustvu zive, dok
nijedan od sojeva nije imao sposobnost rasta u prisustvu gvozda i cinka. lzdvojio se izolat
Staphylococcus sp. MSI08, koji je jedini imao sposobnost rasta u prisustvu tri teSka metala
(nikl, kadmijum, hrom). Analizom genetickih determinanti mehanizama tolerancije na
teSke metale, kod 2 soja je detektovano prisustvo gena za determinantu tolerancije na
kadmijum, kod 2 soja prisustvo gena za determinantu tolerancije na hrom i kod 2 soja je
detektovano prisustvo gena za determinantu tolerancije na bakar. Svi testirani sojevi su

imali sposobnost formiranja biofilmova, s tim S$to su najveéi potencijal za formiranje



biofilmova pokazali Staphylococcus sp. MUI10, Arthrobacter sp. MSI31, Pseudomonas
aeruginosa PAOL i Cupriavidus metallidurans CH34, dok su Staphylococcus sp. MSI08,
Rhodococcus sp. TN113, Pseudomonas putida KT2440 i Cupriavidus necator H16
pokazali neSto slabiji potencijal za formiranje biofilmova. U uslovima viSednevnog
izlaganja bakterijskih biofilmova dejstvu teskih metala pokazano je da biofilmovi sojeva
Rhodococcus sp. TN113, Cupriavidus metallidurans CH34 i Pseudomonas aeruginosa
PAO1 imaju povecanu toleranciju na teSke metale u poredenju sa slobodnozivecim
bakterijama. Pokazano je takode da se na problem kompleksnog zagadenja sredine teSkim
metalima moze odgovoriti upotrebom soja Pseudomonas aeruginosa PAOl1l kao i
upotrebom Cetiri definisane bakterijske zajednice, koji su imali sposobnost rasta u prisustvu
smeSe bakra, kadmijuma i hroma. U ovom radu je prvi put testiran uticaj tri odabrana
biofilma sojeva koji ne ucestvuju aktivnho u procesu bioluZenja na proces bioluzenja
pomoc¢u Acidithiobacillus ferrooxidans i pokazano je da ti biofilmovi mogu povecati
efikasnost bioluzenja pojedinih metala i da se ovaj pristup moze dalje optimizovati u

pravcu poboljSanja procesa bioluzenja.
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Mechanisms of heavy metal tolerance in free living bacteria and bacterial biofilms
SUMMARY:

Heavy metals are one of the most common environmental pollutants due to increased
industrial activities and technological development.  When present in excessive
concentrations, heavy metals are highly toxic and they pose a serious threat both to
environment and human health, due to their persistence in nature and accumulation in the
food chain. On the other hand, polluted sites have proven to be valuable sources of bacteria
capable to tolerate increased concentration of heavy metals that could be potentially applied
in biological removal (bioremediation) and release (bioleaching) of heavy metals. The aim
of this study was to obtain, identify, analyze diversity and application potential of novel
bacterial strains with the ability to tolerate high heavy metal concentrations from surface
and underground sediments from the copper mine Bor. Metagenomic analysis revealed a
higher microbial diversity in surface sediment compared to underground sediment. From
both sediments, 6 bacterial strains able to tolerate high heavy metal concentrations were
isolated using direct cultivation approach. These isolates were taxonomically identified as
members of Arthrobacter and Staphylococcus genus. In addition, this study involved 8
more strains with heavy metal tolerance previously described in the literature. Thus, 14
bacterial strains were included in analysis and evaluation of heavy metal tolerance and
application potential of free living bacteria and defined bacterial consortia, as well as their
biofilms. Among 14 tested strains, 6 strains had the ability to grow in the presence of
nickel, 6 in the presence of cadmium, 4 in the presence of copper, 3 in the presence of
chromium and 1 had the ability to grow in the presence of mercury, while none of the
strains had the ability to grow in the presence of iron and zinc. Staphylococcus sp. MSI08
singled out as the only strain with the ability to grow in the presence of three heavy metals
(nickel, cadmium, chromium). Analysis of genetic determinants conferring heavy metal
tolerance revealed presence of cadmium tolerance genes in 2 strains, chromium tolerance
genes in 2 strains, and copper tolerance genes were also detected in 2 strains. All strains
showed ability to form biofilms, but Staphylococcus sp. MUI10, Arthrobacter sp. MSI31,
Pseudomonas aeruginosa PAO1 and Cupriavidus metallidurans CH34 demonstrated the



highest potential for the biofilm formation, while Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus
sp. TN113, Pseudomonas putida KT2440 and Cupriavidus necator H16 were less
successful in biofilm formation. When exposed to heavy metals for several days,
Rhodococcus sp. TN113, Cupriavidus metallidurans CH34 and Pseudomonas aeruginosa
PAOL1 biofilms exhibited enhanced tolerance to heavy metals compared to free living
bacteria. It has been demonstrated that Pseudomonas aeruginosa PAOL1 and four defined
bacterial consortia could be employed in solving problem of complex heavy metals
pollution, since they had the ability to grow in the simultaneous presence of copper,
cadmium and chromium. In this study the influence of 3 selected biofilms, consisting of
non-bioleaching bacterial strains, on Acidithiobacillus ferrooxidans bioleaching was
examined for the first time. It has been shown that these biofilms could increase the
bioleaching efficiency for certain metals and this approach can be further optimized in

order to improve the bioleaching process.

KEY WORDS: microbial diversity, heavy metals, bioremediation, bioleaching, tolerance

mechanisms, biofilms
SCIENTIFIC FIELD: Biology
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1. UVOD

1.1. TeSki metali u Zivotnoj sredini

Kao rezultat industrijske aktivnosti i ubrzanog tehnoloskog razvoja, u zivotnoj sredini se
neprestano povecava koncentracija teSkih metala koji se danas ubrajaju u najceSce
zagadivace zivotne sredine. Kada su prisutni u veéim koncentracijama, teSki metali su
toksi¢ni 1 predstavljaju ozbiljnu pretnju kako za Zivotnu sredinu tako i za zdravlje ljudi, jer
se zbog nemoguénosti razgradnje nagomilavaju u lancima ishrane (Evanko and Dzombak,

1997).

1.1.1. Teski metali: biolo§ka uloga i toksi¢nost

Teski metali su grupa metala Gija je atomska gustina ve¢a od 5 g (cm’) ™, tako da je od 90
metala koji postoje u prirodi 53 teskih, 16 lakih, a 21 pripada grupi ‘nemetala’ (Weast,
1984). Velika vecina teSkih metala su prelazni elementi sa d orbitalama koje nisu
kompletno popunjene, Sto katjonima teSkih metala omogucava da formiraju kompleksna
jedinjenja koja mogu, ali i ne moraju, biti redoks aktivna. Katjoni nekih teSkih metala
imaju vaznu ulogu kao mikroelementi u biohemijskim procesima: katalizuju enzimske
reakcije (Mg, Mn, Zn), ucestvuju u redoks procesima (Fe, Cu, Ni) i uéestvuju u procesima
regulacije osmotskog balansa (K, Na) (Nies, 1999). Medu teskim metalima ima i onih koji
nemaju nikakvu biolosku funkciju i Stetni su ¢ak i u vrlo niskim koncentracijima (Cd 1 Hg,
Pb itd.). Medutim, u povecanim koncentracijama i esencijalni metali postaju toksi¢ni za
organizam jer mogu menjati specificnost enzima, ostetiti celijske membrane, narusiti
strukturu DNK 1 normalno funkcionisanje ¢elije. Stoga, koncentracija teskih metala unutar

svake ¢elije mora biti strogo kontrolisana (Nies, 1999).

Nije moguce sva 53 teSka metala razvrstati u bioloski korisne ili Stetne iz jednostavnog
razloga $to neki teski metali nisu dostupni zivim ¢elijama u prirodnim uslovima jer su
prisutni u veoma niskoj koncentraciji ili su njihovi joni nerastvorljivi. Ukoliko bismo

sastav morske vode smatrali reprezentativnim ekosistemom, zavisno od koncentracije



teskih metala u toj vodi moguce je medu njima razlikovati Cetiri grupe potencijalnih

mikroelemenata:

a) Fe, Zn i Mo, sa koncentracijama od 100 nM do 1 pM;

b) Ni, Cu, As, V, Mn, Sn i U, sa koncentracijama od 10 nM do 100 nM;

¢) Co, Ce, Ag i Sb, sa koncentracijama do 10nM

d) Cd, Cr, W, Ga, Zr, Th, Hg i Pb, sa koncentracijama ispod 1nM (Weast, 1984).

Preostali teski metali, njih 31, su prisutni u veoma niskoj koncentraciji, stoga nisu ni korisni
niti Stetni za Zivu ¢Celiju i ¢eliji nije energetski povoljno da poseduje geneticke determinante

za metabolicke puteve tih metala (Nies, 1999).

Povisenim koncentracijama teSkih metala smatraju se koncentracije koje nekoliko puta do
nekoliko stotina puta prelaze vrednosti dozvoljene za datu sredinu. Mnogobrojni teski
metali kontaminiraju raznovrsna prirodna staniSta u brojnim zemljama u svetu, 1 postoji
velika raznolikost propisa, kao i koncentracija koje se smatraju dozvoljenim za teske
metale. Kina danas spada medu najzadenije zemlje u svetu. Pored zagadenja
poljoprivrednih zemljiSta 1 useva, pogotovo onih u neposrednoj blizini industrijskih
aktivnosti, u Kini su koncentracije teSkih metala povecane i u praSini na drumskim
putevima i u gradskim zemljiStima (Wei and Yang, 2010). Prose¢ne koncentracije bakra od
31,7 mg kg, cinka od 117,7 mg kg™ i nikla od 27,5 mg kg™ u poljoprivrednim zemljistima
u 12 kineskih gradova, veée su u proseku 2,5 puta u poredenju sa dozvoljenim
koncentracijama propisanim u Kini (CEPA, 1995), dok su prosecne koli¢ine hroma od 58,8
mg kg™ i arsena od 10,2 mg kg™ i do 3 puta manje. Kada su u pitanju gradska zemljista,
proseéne koncentracije kadmijuma od 1,6 mg kg™, bakra od 115,1 mg kg™ i cinka od 266,4
mg kg su i do 5 puta ve¢ée od dozvoljenih koncentracija. Koli¢ine teskih metala
detektovane u pragini na drumskim putevima od 109 mg kg hroma, 149,6 mg kg™ bakra,
665,9 mg kg cinka, 56,7 mg kg nikla i 2,1 mg kg kadmijuma, viSestruko premasuju
dozvoljene koncentracije (Wei and Yang, 2010).

Za potrebe ove studije, kao povecane koncentracije uzete su u obzir koncentracije

naznacene kao maksimalno dozvoljene prema Pravilniku o dozvoljenim koli¢inama
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opasnih i Stetnih materija u zemljiStu 1 vodi za navodnjavanje, i metodama njihovog
ispitivanja u Srbiji (EPA/Serbia, 1994). Dozvoljene maksimalne koncentracije pojedinih
teSkih metala u zemljiStu u Srbiji su prikazane u tabeli 1. Za svaki od metala predstavljenih
u tabeli 1 dat je saZet prikaz bioloSke uloge, toksi¢nosti i efekta na Zivotnu sredinu (Smith

et al., 1995).

Tabela 1. Maksimalne dozvoljene koncentracije teSkih metala u zemljiStu u Srbiji

(EPA/Serbia, 1994).

Metal MDK’, mg I
Cu 100
cd 3
Cr 100
Fe 2
Hg 2
Ni 50
Zn 300

"MDK=maksimalno dozvoljena koli¢ina

1. Bakar (Cu)

Najvaznija bioloska uloga bakra je to $to je klju¢ni deo kompleksa citohrom C oksidaze.
Ovaj element moZe se na¢i u vidu Cu’ i Cu®’, i usled jednog nesparenog elektrona u
elektronskoj strukturi, bakar lako interaguje sa radikalima, posebno sa molekulskim
toksi¢nost detektovana i kod CuOH' i Cuz(OH)22+. Bakar lako formira komplekse sa
humusnim kiselinama. U anaerobnim uslovima kad je prisutan sumpor, bakar ¢e formirati
CuS. U aerobnim sredinama dominantna rastvorljiva forma bakra je CuCOj3, mada su Cesti
i Cu*’, CuOH" i Cu(OH),. U 7zivotnoj sredini glavni izvor kontaminacije bakrom

predstavlja rudarstvo.



2. Kadmijum (Cd)

Kadmijum se najéeiée nalazi u vidu Cd**, razli¢itih kompleksa kadmijuma i cijanida ili
Cd(OH),;. U sredinama sa visokim pH vrednostima dominiraju Cd(OH), 1 CdCOs, dok
Cd*" dominira pri vrednostima manjim od pH 8. U uslovima redukcije, u prisustvu
sumpora, kadmijum precipitira formiraju¢i CdS. Takode, do precipitacije kadmijuma
dolazi i u prisustvu fosfata, arsenata, hromata i drugih anjona. Iz prirodnih voda kadmijum
se uklanja precipitacijom 1 adsorpcijom na mineralne povrSine, posebno minerale oksida,

pri vrednostima ve¢im od pH 6.

Izvori kontaminacije kadmijumom su galvanizacija i odlaganje otpada koji sadrze
kadmijum. Kako je veoma toksi¢an, predmet je proucavanja velikog broja studija, sa
posebnim akcentom na toksi¢ni efekat kadmijuma na mikroorganizame (Nies, 1999).
Stetan uticaj ovog teskog metala na mikroorganizme vezuje se za denaturaciju proteina,
vezivanje tiola, interakciju sa metabolizmom kalcijuma i naruSavanje integriteta Celijske

membrane.
3. Hrom (Cr)

Hrom se najéesce javlja u vidu trovalentnog (Cr’") i heksavalentnog (Cr®") stanja. Cr°" je
dominantniji oblik u aerobnim sredinama, i moze se redukovati do Cr’" u anaerobnim
uslovima koji su prisutni npr. u dubokim podzemnim vodama. Cr’" je dominantna forma
hroma u uslovima niskog pH (< 4). Hrom se u zagadenim sredinama naj¢esc¢e nalazi u vidu
(Cr,07%) koji lako precipitiraju u prisustvu katjona metala. Glavni izvori kontaminacije
hromom su otpadne vode iz elektrohemijskih postrojenja i odlaganje otpada koji sadrzi
hrom. Hrom se moze iz zagadenog zemljiSta isprati u podzemne vode, i to ispiranje je
intenzivnije Sto je pH zemljiSta ve¢i. Vecina hroma dospelog u vode na kraju zavrsi

deponovano u sedimentima.
4. Gvozde (Fe)

Gvozde se nalazi u tri oksidaciona stanja: Fe**, Fe’ i malim delom kao Fe*". Zbog slabe
rastvorljivosti Fe*™ nije toksi¢an za acrobne bakterije, a anaerobne bakterije ga koriste kao

akceptor elektrona, tako da je u anaerobnim uslovima Fe** dominantni jon gvozda. U



zivotnoj sredini je gvozde deseti najrasprostranjeniji element, a najzastupljeniji je i medu
elementima koji ¢ine planetu Zemlju. Jedna od najpoznatijih bioloskih uloga ovog metala
je to §to je sastavni deo molekula hemoglobina. U industriji od svih metala gvozde ima
najvecu primenu. Usled niske cene a velike primene, nezamenljiv je u industriji, pri ¢emu
je Celik najpoznatija legura gvozda. Toksi¢ni efekat po zdravlje ljudi gvozde ima ukoliko
se nagomila u tkivima, a u zivotnoj sredini najvecu pretnju predstavlja Fe (III)-O-arsenit

koji opstaje u vodi, vazduhu 1 biljkama.
5. Ziva (Hg)

Glavni izvor zive je ruda cinabarit. Kontaminacija zivom poti¢e od oslobadanja ovog
teSkog metala prilikom sagorevanja uglja, a zagadenju doprinosi i Ziva oslobodena iz
manometara. Nakon oslobadanja u zivotnu sredinu, zZiva se moze nac¢i u vidu elementarne
zive Hg’, u vidu Hg*", Hg,™", ili alkilovane forme. Redoks potencijal i pH vrednost sredine
odreduju u kom obliku ée Ziva biti zastupljena. Hg”" i Hg,”" su stabilniji u oksidacionim
uslovima, dok se u uslovima blage redukcije organska ili neorganska ziva redukuju do
elementarne forme, koja se zatim pretvara u alkilovane forme, biotiCkim ili abiotickim
procesima. Ziva je najtoksi¢nija kada je u alkilovanom obliku jer je tad rastvorljiva u vodi i
isparljiva na vazduhu. U anaerobnim uslovima, i neorganske i organske forme Zive
mogu se pretvoriti u alkilovane oblike aktivnoS¢u mikororganizama kao S$to su
sumpor-redukujuée bakterije. Hg®" formira komplekse sa razli¢itim neorganskim i
organskim ligandima. Mehanizmi za uklanjanje ovog teskog metala obuhvataju adsorpciju

na zemljiSte, sedimente ili humusni materijal, kao 1 koprecipitaciju sa sulfidima.
6. Nikl (Ni)

Nikl se najéesée javlja u oksidacionim stanjima Ni*" i Ni*". Ovaj teski metal ima biologku
ulogu u katalizi kompleksnih molekulskih rearanzmana, a [NiFe] hidrogenaza i ureaza
samo su neki od enzima kojima je nikl kofaktor. U industriji se nikl koristi u izradi legura.
Legure nikla odlikuju se snagom i otporno$¢u na koroziju i toplotu. Glavni izvor zagadenja
vazduha niklom su elektrane. Iz vazduha, nakon kisa, nikl se spusta na zemlju ili u
povrsinske vode. Vecina jedinjenja nikla koja se nadu u zivotnoj sredini adsorbuju za
sedimente ili Cestice tla i postaju nepokretni. Medutim, u kiselom zemljiStu nikl postaje

pokretniji i Cesto se iz zemljiSta ispere u podzemne vode.



7. Cink (Zn)

Cink se iskljuéivo javlja u vidu dvovalentnog katjona (Zn’") i formira komplekse sa
brojnim anjonima, amino kiselinama i organskim kiselinama. Kako su mu d orbitale
kompletno popunjene, katjon cinka ne podleze redoks promenama u fizioloskim uslovima.
Ovaj teski metal ulazi u sastav viSe od 70 enzima koji su uklju€eni u metabolizam proteina,
lipida i ugljenih hidrata. U industiji se cink koristi kao nerdaju¢i premaz za gvozde ili
celik. U uslovima neutralne i niske pH vrednosti cink je prisutan u vidu rastvorljivih
jedinjenja, dok na veé¢im pH vrednostima cink moze formirati komplekse karbonata i
hidroksida koji uti¢u na njegovu rastvorljivost. U veoma zagadenim sredinama, kada je

prisutan u visokim koncentracijama, cink lako precipitira.

1.1.2. Rudarstvo kao izvor zagadenja teSkim metalima

Rudarstvo predstavlja jednu od najvecih antropogenih aktivnosti koje dovode do povecanja
koncentracije teSkih metala u zivotnoj sredini, posebno u zemljistu, $to predstavlja veliki
ekoloski problem danasnjice (Passariello et al, 2002). Pored negativnog uticaja na
vegetacioni pokrivac¢ i kvalitet useva, teski metali kontaminiraju i lance ishrane i vodene
resurse ¢ime direktno ugrozavaju zdravlje ljudi. Ljudski organizam nema sposobnost da
razgradi 1 odstrani metale, 1 kao posledica toga oni se nagomilavaju u mnogim unutras$njim

organima sa razli¢itim posledicama koje mogu biti cak i letalne.

Najstariji poznati rudnik, iz arheoloskih zapisa, je "Lion Cave" u Svazilendu, za koji se
pretpostavlja da je star 43 000 godina (http://www.sntc.org.sz/, Retrieved July 1, 2013). U
ovom rudniku paleolitski ljudi su eksploatisali hematit radi dobijanja crvenog pigmenta.
Danas, u XXI veku, doSlo je do globalizacije rudarstva i nastanka velikog broja
multinacionalnih korporacija Sirom sveta, medu kojima su najvece ,.BHP Billiton*
(Australija), ,,Vale* (Brazil)i ,,Rio Tinto* (Australija i Ujedinjeno Kraljevstvo). Prema
podacima o ukupnoj proizvodnji u 2011. godini, Evropska Unija i Sjedinjene Americke
DrZzave doprinele su samo sa 3,5% 1 4,2%, dok su zemlje u razvoju koje su bogate
resursima doprinele sa priblizno 22%. Od razvijenih zemalja, Kanada i Australija su

ukupnoj proizvodnji metala doprinele sa 13,3% 1 2,6% (ICMM, 2012). Pretpostavlja se da



¢e u narednih 10 godina primat u rudarskoj industriji imati Amerika, Afrika i delovi Azije.
Vecina postoje¢ih mineralnih sirovina svakako nece biti istroSena u bliskoj buduénosti, ali
globalna eksploatacija i1 proizvodnja postaju sve vec¢i izazov. Evidentno je opadanje
kvaliteta ruda koje dovodi do pomaka od jeftinije i jednostavnije eksploatacije do skuplje 1

kompleksnije, §to predstavlja kako ekonomski tako i veliki ekoloski problem.

Razvojem rudarske industrije dolazi do konstantnog porasta koncentracije teSkih metala u
zemljiStu 1 podzemnim vodama. Za uklanjanje teskih metala iz zagadenih sredina dostupne
su razli¢ite tehnologije koje se Cesto kombinuju radi postizanja veée efikasnosti i koje

prema autorima Evanko 1 Dzombak (Evanko and Dzombak, 1997) obuhvataju:

¢ izolaciju — kojom se sprecava Sirenje teSkih metala i kontaminacije;

imobilizaciju — kojom se redukuje pokretljivost teSkog metala menjanjem fizickih
osobina zagadene sredine, pri ¢emu su najceS¢e koriS¢ene metode imobilizacije

oc¢vr§¢avanje i stabilizacija;

e smanjenje toksi¢nosti i/ili pokretljivosti — koje se postize upotrebom hemijskih ili

bioloskih metoda;

fizicko odvajanje — koje podrazumeva upotrebu odredenih karakteristika metala i

zemljiSta u cilju razdvajanja kontaminiranog dela od ostatka zeml;jista;

ekstrakciju — kojom se izdvaja kontaminirano zemljiSte upotrebom rastvora ili

elektrokineti¢kim procesima.

Navedene metode, medutim, veoma su skupe i nisu dovoljno efikasne, pogotovo kad je u
pitanju kontaminacija vece povrSine (Lloyd, 2002). Bioloski pristupi nude efikasnije,
ekoloski i ekonomski isplativije reSenje problema kontaminacije teSkim metalima (Johnson,
1998; Johnson and Hallberg, 2005). Postoje dve bioloske metode koje se danas primenjuju
u sanaciji zagadene sredine i to su bioremedijacija i biorudarstvo (Johnson, 1998; Johnson
and Hallberg, 2005). Bioremedijacija u ovom slu¢aju podrazumeva upotrebu
mikroorganizama za modifikovanje teskih metala u lakSe rastvorljive ili manje toksicne

forme 1 uklanjanje metala iz zagadene sredine, a biorudarstvo podrazumeva upotrebu



mikroorganizama za ekstrakciju metala iz nerastvornih ruda i obuhvata bioluZenje i

biooksidaciju.

1.1.3. Rudarsko-topionicarski basen Bor

Srbija je bogata mineralnim sirovinama i trenutno je Sirom Srbije aktivno priblizno 150
rudnika (UNEP, 2003). Po eksploataciji uglja poznat je region Kolubare i Kostolca, rude
olova i cinka koncentrisane su u regionu Kopaonika, a depoziti ruda bakra su koncentrisani

u regionu Bora.

Rudarsko-topionicarski basen Bor (RTB Bor) se nalazi u isto¢noj Srbiji, jedan je od
najvecih rudnika bakra u Evropi 1 jedini domaci proizvoda¢ bakra i plemenitih metala
(Slika 1). Kompanija se od 1999. godine naziva RTB Bor Grupa i sastoji se od 4
preduzeca: RTB Bor — mati¢no preduzece, Rudnici bakra Bor, Rudnici bakra Majdanpek 1

Topionica i rafinacija bakra Bor.

Campagne 4'Orlent 1914-18.18

A% Colvre dunn b Haute Serbia

Slika 1. Rudnik bakra Bor a) nekada i b) danas. (Fotografije su preuzete sa sajtova

www.digitalnizavicaj.com i www.rtb.rs).

U sastavu Rudnika bakra Bor posluju dva rudnika bakra sa povrSinskom eksploatacijom
(lezista Veliki Krivelj i Cerovo) i jedan sa podzemnom eksploatacijom (rudnik Jama), kao 1
dva pogona za pripremu mineralnih sirovina (flotacije u Krivelju i Boru) i jedan rudnik
nemetala. Rudarstvo u Boru pocelo je davne 1903. godine podzemnom eksploatacijom

rudnika Jama. Leziste ,,Cerovo — Cementacija 1 otkopavano je u periodu od 1993. do
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2002. godine. Tada je eksploatacija obustavljena i to nakon otkopavanja blizu 20 miliona
tona rude i proizvodnje 97,5 hiljada tona bakra u koncentratu, 1,2 tone zlata i 8,3 tone
srebra. Eksploatacija leziSta Veliki Krivelj pocela je 1983. godine i do danas je otkopano
oko 194,6 miliona tona rude sa prosecnim sadrZajem bakra od 0,34%. Prve rezerve rude
bakra u Majdanpeku utvrdene su krajem 1953. godine i tada su iznosile 85 miliona tona
rude sa prose¢nim sadrzajem bakra u tezinskim procentima od 0,83%, a tri godine kasnije
pocela je izgradnja rudnika. Pored povrSinskog kopa u Majdanpeku postoji 1 flotacija bakra

Majdanpek.

Otpadni materijal nakon obrade ruda zavrSava u jaloviStima. Jalovista mogu biti potoci ili
jezera koji se nalaze u blizini rudnika 1 u koje se ispusta otpadni materijal iz rudnika, ili
jezera napravljena posebno za tu svrhu u koje se smesta otpad. (Mendez et al., 2007). U
okviru RTB Bor postoje dva flotaciona jalovista: Bor i Veliki Krivelj. Jaloviste Bor
zauzima povrsinu od oko 86,4 ha 1 prvobitno je izgradeno u oblasti povrSinskog kopa a
zatim proSireno na Borsku reku koja je pregradena. JaloviSte Veliki Krivelj se nalazi u
dolini Kriveljske reke i nastalo je pregradivanjem reke uzvodno i nizvodno. Izgradena su
dva simetri¢na flotaciona jalovista zapremina 94,3 miliona i 89,4 miliona m’ (UNEP,
2003). Teski metali, koji konvencionalnim tehnikama nisu efikasno ekstrahovani iz ruda,
zavr$avaju u jaloviStima, te ona predstavljaju sa jedne strane veliku ekoloSku pretnju a sa

druge strane potencijalnu sirovinu za ekstrakciju teskih metala bioloskim metodama.

Vise od jednog veka rudarskih aktivnosti ostavilo je vidljive posledice na region Bora:
mrtve reke, zagaden vazduh, osteceno i unisteno poljoprivredno zemljiste sa prosekom od
11000 tona otpada po stanovniku (Kovacevic et al., 2010). RTB Bor predstavlja najveci
izvor zagadenja u regionu isto¢ne Srbije sa emisijom preko 200000 tona sumpor-dioksida,
300-500 tona sumporne kiseline, 300 tona As, 30-100 tona Pb i 10-35 tona Zn godisnje.
Otpadne materije iz rudarske industrije, sa visokim sadrzajem bakra i drugih teskih metala,
dospevaju do zemljiSta okolnih sela i reka. RTB Bor stoga predstavlja rizik za ¢itav region
s obzirom da putem Borske reke i drugih pritoka toksi¢ne materije dospevaju do Dunava
(Slika 2 a) (UNEP, 2003). Kako se povrsinski rudnici u Boru nalaze veoma blizu ljudskih
naselja, praSina takode predstavlja veliki ekoloski problem za Zitelje Bora, Krivelja i

Ostrelja, koji su vise od jednog veka izlozeni dejstvu toksi¢nih supstanci (Slika 2 b).



Slika 2. Zagadenje u Boru. a) Borska reka i b) vazduSna isparenja u regionu Bora. (Fotografije su

preuzete sa sajta www.bytebacksupport.myzen.co.uk).

1.2. BiotehnoloSka primena mikroorganizama u cilju uklanjanja i oslobadanja

teskih metala

Zagadenje sredine visokim koncentracijama teSkih metala uti¢e nepovoljno kako na
brojnost i raznovrsnost mikroorganizama u zagadenim staniStima, tako i na njihovu
biomasu 1 aktivnosti. Medutim, ovakve sredine su istovremeno dobar izvor
mikroorganizama tolerantnih na teske metale. Usled selektivnog pritiska, autohtone
bakterije iz zagadenih sredina najceS¢e razvijaju neki od brojnih mehanizama tolerancije na
Stetno dejstvo povisenih koncentracija teskih metala. Iako bakterije ne mogu da uklone
teske metale iz sredine, one mogu da ih prevedu u oblike koji se mogu laksSe odstraniti iz
kontaminiranog podrucja, a u najboljem slucaju ponovno iskoristiti u metalurskoj obradi.
Iz tog razloga je uvek aktuelna potraga za novim bakterijama upravo u kontaminiranim
sredinama, koje bi potencijalno mogle biti koriS¢ene za uklanjanje i oslobadanje (luzenje)

tesSkih metala.

Prirodni uslovi koji vladaju u kontaminiranoj sredini i sposobnosti organizama koji tu
sredinu naseljavaju mogu biti sami po sebi povoljni za bioremedijaciju, i tada dolazi do
prirodne atenuacije, odnosno procesa bioremedijacije bez spoljasnje intervencije. Ukoliko
su u kontaminiranoj sredini ograni¢eni nutrijenti onda je moguce primeniti autohtone
mikroorganizme za bioremedijaciju ali uz dodavanje nutrijenata koje ¢e pospesiti njihov

rast, §to je proces poznat kao biostimulacija. Moguce je takode u zagadenu sredinu uvesti
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egzogene mikroorganizme, koji nisu karakteristi¢ni za datu sredinu ali imaju sposobnost
uklanjanja polutanta kojim je ta sredina zagadena. Ovaj proces se naziva bioaugmentacija i
ponekada  podrazumeva  upotrebu  geneticki  modifikivanih  mikroorganizama.
Bioremedijacija se moZze upotrebiti na samom mestu zagadenja (in situ) ili pak na

zagadenom uzorku koji je uklonjen sa izvorne lokacije (ex situ).

1.2.1. Mikrobioloski diverzitet u sredinama zagadenim teSkim metalima

Bakterije, kao najzastupljeniji organizmi na Zemlji, imaju vaznu ulogu u funkcionisanju i
homeostazi Zivotne sredine. Procenjeno je da na Zemlji ima priblizno 5x10°° bakterija, §to
je nekoliko redova veli¢ine vise od broja zvezda u svemiru (Guazzaroni et al., 2010).
Medutim, podaci o broju bakterijskih vrsta i njihovim ekoloskim funkcijama su jos uvek

nepotpuni.

ZemljisSte kao najraznovrsniji terestrijalni ekosistem je sredina sa ogromnim
mikrobioloSkim diverzitetom koji je u velikoj meri neistrazen i neiskori$¢en prirodni resurs.
Procenjuje se da se u netaknutom zemljiStu nalazi priblizno 10 000 razli¢itih bakterijskih
vrsta, Ciji je diverzitet prvenstveno kontrolisan edafskim faktorima i odraz je fizi¢ko-
hemijskih karakteristika samog zemljista (Torsvik et al., 1996; Van Horn et al., 2013).
Kontaminacija teSkim metalima smanjuje diverzitet bakterija u zemljiStu ukazujuéi na
veoma toksi¢no dejstvo metala posebno na retke taksonomske vrste (Gans et al., 2005). Od
presudnog znacaja za razumevanje mikrobioloskog sastava sredine kontaminirane teskim
metalima, kao §to su rudnici i njihova okolina, jeste identifikacija mikroorganizama koji je
¢ine, Cime se stvara mogucnost za eksploataciju njihovog potencijala u bioremedijaciji ili

bioluzenju. Danas se u analizi diverziteta koristi sprega metagenomskog pristupa i

tradicionalnih tehnika kultivacije bakterija.

1.2.1.1. Metagenomika

Metagenomika obuhvata svako istrazivanje koje ukljucuje primenu savremenih tehnika
genomike u proucavanju mikrobioloskih zajednica direktno u njihovom prirodnom
okruzenju, zaobilaze¢i izolaciju, gajenje u laboratorijskim uslovima i posmatranje

pojedina¢nog organizma (Xu, 2010). Termin ,,metagenomika* skovao je Jo Handelsman
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1998. godine (Handelsman et al., 1998) kako bi opisao novo polje istrazivanja koje
analizira ukupan genetski materijal dobijen direktno iz sredinskog uzorka na slican nacin
kao pojedina¢ni genom. Metagenomska analiza obuhvata izolovanje ukupne DNK iz
uzoraka zivotne sredine, kloniranje DNK u odgovaraju¢i vektor, transformaciju celija
domacina tim vektorom i nakon toga analizu dobijenih transformanata. Kada je cilj
ispitivanje diverziteta mikroorganizama u odredenom sredinskom uzorku, kloniraju se i
sekvenciraju geni za 16S rRNK, zbog visoke konzerviranosti sekundarne strukture i

stabilnosti primarne sekvence, koja evoluira relativno konstantnom stopom.

Metagenomska analiza bioloSkih zajednica znacCajno doprinosi razumevanju diverziteta,
funkcije 1 interakcija medu mikroorganizmima, §to je posebno vazno ukoliko su predmet
istrazivanja bakterije koje mogu da budu primenjene u bioluZzenju i bioremedijaciji
kontaminiranih sredina. Medutim, iako se metagenomskim pristupom sti¢e potpuniji uvid
u biodiverzitet 1 prisutnost potencijalno aplikativnih mikroorganizama, ovim pristupom se

ne izoluju mikroorganizmi, ve¢ se samo dobijaju podaci o njihovom prisustvu.

1.2.1.2. Kultivacija bakterija

Do uvodenja metagenomike, kultivacija bakterija je bila jedini izvor informacija o
njihovom diverzitetu u odredenom stanistu. Uobicajene tehnike kultivacije daju ogranic¢en
uvid u mikrobioloski diverzitet — vise od 99% vrsta mikroorganizama se ne moze gajiti u
standardnim laboratorijskim uslovima (Xu, 2010). Cak i ukoliko je neke mikroorganizme
moguce kultivisati, veStacka sredina koja im je obezbedena u laboratorijskim uslovima
gajenja u mnogome se razlikuje od njihove prirodne ekoloske nise, Sto rezultira u razlicitoj
ekspresiji gena, proteinskim i metabolickim profilima (Cole et al., 2010). Ve prvobitna
istrazivanja u oblasti metagenomike pokazala su da je diverzitet u mikrobioloskim
zajednicama daleko kompleksniji nego Sto se pretpostavljalo i da je zapravo upotrebom
tradicionalnih metoda kultivacije taj diverzitet potcenjen. Medutim, i pored brojnih mana,
tradicionalne tehnike kultivacije 1 dalje imaju nekoliko sustinskih prednosti zato S$to
omogucavaju fizioloSku 1 funkcionalnu analizu izolata kao 1 ispitivanje njihove

primenljivosti.
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1.2.2. Bioremedijacija sredina zagadenih teSkim metalima uz pomo¢ bakterija

Tradicionalne fizicko-hemijske metode za uklanjanje zagadivaca iz Zivotne sredine Cesto su
neefikasne, veoma su skupe, i njihova upotreba dovodi do stvaranja intermedijernih
bioremedijacija, bioloSka metoda koja podrazumeva upotrebu mikroorganizama ili biljaka
(fitoremedijacija) u cilju uklanjanja zagadivaca, je efikasnija i1 istovremeno ekonomski i

ekoloski prihvatljivija (Megharaj ef al., 2011).

Iako mikroorganizmi ne mogu razgraditi teSke metale, oni mogu menjati njihove hemijske
karakteristike razli¢itim mehanizmima, a neki od tih mehanizama se mogu iskoristiti za
sanaciju kontaminacije teSkim metalima (Slika 3). U mehanizme koji se mogu upotrebiti u

sanaciji spadaju:

a) Biosorpcija metala;

b) Heterotrofno bioluzenje metala;

¢) Enzimski katalizovane transformacije metala - bioredukcija;
d) Biomineralizacija.

a)Biosorpcija

M2+

P

M2
: { -

b) BioluZenje
nerastvorljiv organska =
metal 7 kiselina

L

rastvorljiv metal

+ » - - T
oksidovani MO, _\ HPO?™ M?*— MHPO,
rastvorljiv metal )

4 d) Biomineralizacija
redukovani MO,

nerastvorljiv metal H,S* M2~ MS

c) Bioredukcija

Slika 3. Interakcije mikroorganizama i metala koje imaju potencijalnu primenu u procesu

bioremedijacije. (Slika je preuzeta i preradena iz rada (Lloyd, 2002)).
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a) Biosorpcija metala

Biosorpcija je najjednostavniji nacin za uklanjanje metala kada se nadu u rastvoru i mnoge
bakterije kao Sto su Pseudomonas putida, Arthrobacter viscosus 1 Klebsiella aerogenes
biosorpcijom obezbeduju prezivljavanje u prisustvu teskih metala (Bruins et al., 2000).
Biosorpcija podrazumeva metabolicki nezavisan proces sorpcije teskih metala na biomasu.
Kako povrsina bakterijske ¢elije nosi negativno naelektrisanje na neutralnoj pH vrednosti,
zahvaljujuéi prisustvu karboksi, amino, hidroksilnih, fosfatnih i sulthidrilnih grupa, moze
adsorbovati znacajne koli¢ine katjona metala (Slika 3 a) (Lloyd, 2002). Prednost ovog
mehanizma je §to se za sorpciju metala moze upotrebiti jeftina otpadna biomasa, a mane su
osetljivost na promene pH vrednosti i nedostatak specificnosti, §to se moze reSavati

upotrebom metoda molekularne biotehnologije.
b) Heterotrofno bioluzenje metala

Neke heterotrofne bakterije (na primer Acidobacterium capsulatum i Ferrimicrobium
acidiphilum (Nancucheo and Johnson, 2010) produkuju organske kiseline (citratna,
glukonska, oksalna) pomocu kojih mogu pretvoriti metal iz nerastvorljivog oblika u
rastvorljivi (Slika 3 b), ¢ime se omogucéava uklanjanje metala iz kontaminirane sredine.
Pored primene u sanaciji zagadenja, ovaj mehanizam mobilizacije metala vekovima ima

primenu i u luZenju metala iz ruda slabog kvaliteta.
¢) Enzimski katalizovane transformacije metala - bioredukcija

Bakterije su razvile Sirok spektar biohemijskih puteva koji im obezbeduju toleranciju na
prisustvo teskih metala, a mogu se takode upotrebiti u procesima bioremedijacije. Primer
za ovakav vid interakcije je enzimski katalizovana redukcija zive, kojom se veoma toksi¢ni
Hg”" jon prevodi u netoksi¢an elementarni Hg” delovanjem enzima Ziva reduktaze (Slika 3
¢). 1 Gram-pozitivne (Bacillus sp., Staphylococcus aureus) i Gram-negativne bakterije
(Pseudomonas aeruginosa, Acidithiobacillus ferrooxidans) mogu redukovati Hg*" (Bruins
et al., 2000). Na ovaj nacin mikroorganizam prezivljava prisustvo zive, a ujedno je prevodi
u nerastvorljivi elementarni oblik koji je lakSe ukloniti iz kontaminirane sredine. Pored
bakterija koje redukuju zivu postoji veliki broj drugih bakterija koje u anaerobnim uslovima

imaju sposobnost da koriste metale sa visokom valentno$¢u kao akceptore elektrona. Neki
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.. . v . 2+ 6+ - 54+ o .
od metala koji se na ovaj nac¢in mogu redukovati su Fe™, Cr”" i As™, ¢ime se u odredenim

slu¢ajevima drasti¢éno menja njihova solubilnost i olakSava uklanjanje.
d) Biomineralizacija

Pored direktne redukcije metala koriS¢enjem reduktaza, anaerobne bakterije mogu
redukovati 1 zatim precipitirati veliki broj metala indirektnim mehanizmom.
Biomineralizacijom metala bakterije produkuju nerastvorljive sulfidne i fosfatne minerale
(Slika 3 d). Ovim mehanizmom teski metali se uklanjaju iz sredine tako $to se ,,zarobe*
unutar sedimenata ili zemlji§ta. Primeri ovog mehanizma su Fe*" katalizovana redukcija
Cr® i Tc™, nakon &ega dolazi do precipitacije nastalih Cr’™ i Tc*". Sulfat-redukujuée
bakterije kao Sto su predstavnici roda Acidithiobacillus takode mogu uklanjati metale iz
sredine indirektnim mehanizmom (Lloyd, 2002). U ovom slucaju, precipitacija, ponekad
istovremeno sa redukcijom, odvija se preko sulfida koji nastaje kada se u procesu

respiracije sulfat koristi kao terminalni akceptor elektrona.

Iako bioremedijacija najCeS¢e podrazumeva upotrebu mikroorganizama, u pojedinim
slucajevima 1 biljke imaju ulogu u remedijaciji bilo direktno putem fitoremedijacije, bilo
kao potpora za rast mikroorganizama. Biljke koje rastu na zemljiStima zagadenim teSkim
metalima imaju sposobnost da akumuliraju u svojim tkivima velike koli¢ine metala, bez da
pokazuju simptome trovanja (Marschner, 1995) i ta osobina moze biti iskoriS¢ena za
uklanjanje metala (Slika 4). Iako nije predmet ove studije, vredno je pomenuti da se termin
fitoremedijacija odnosi na skup razli¢itih tehnologija koje koriste prirodne ili genetski
modifikovane biljke kako bi sanirale kontaminiranu sredinu i obuhvata Cetiri razlicita
pristupa: rizofiltracija, fitostabilizacija, fitovolatilizacija i1 fitoekstrakcija. U sredinama
kakva su jalovista, fokus je na upotrebi autohtonih biljaka s obzirom da su adaptirane na

specifi¢ne uslove sredine i predstavljaju temelj za prirodno ekolosko naslede.
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Slika 4. Biljke razi rasute po jalovistu. (Fotografija preuzeta sa sajta http://www.otago.ac.nz).

Bioremedijacija sredina zagadenih teSkim metalima predstavlja veliki izazov, pogotovo ako
se uzme u obzir da je Zivotna sredina oko rudnika najceS¢e zagadena kompleksnom
smeSom razlicitih teSkih metala kao i drugih organskih i neorganskih zagadivaca. Pored
teskih metala koji su prisutni u visokim koncentracijama, jalovista odikuje i odsustvo
vegetacije, organske materije, azota, fosfora kao 1 niska pH vrednost (Ye et al., 2002). Na
efikasnost procesa bioremedijacije u mnogome utice i dostupnost nutrijenata, pre svega
azota 1 fosfora (Van Hamme et al., 2003). Moze se zakljuciti da pored velikog potencijala
bioremedijacija ima i1 ograni¢avajuée faktore, i da danas kada je sirovih ruda sve manje,
jalovista rudnika koja predstavljaju veliki ekoloSki problem postaju srediSte novih

aktivnosti, tokom kojih bi se metali koji su zaostali ponovo odvajali 1 iskoristili.

1.2.3. BioluZenje

Primena mikroorganizama u rudarskoj industriji postojala je mnogo pre uvodenja termina
bioluZzenje 1 razumevanja konkretne uloge mikroorganizama u ekstrakciji metala.
Bioluzenje predstavlja upotrebu mikroorganizama za ekstrakciju metala iz nerastvornih
ruda. Metali koji se u rudama nalaze u obliku sulfida metala, a koji se na ovaj na¢in mogu
ekstrahovati su bakar, gvozde, kobalt, nikl, cink i uranijum (Rohwerder et al., 2003). Medu

tipicnim Gram-negativnim bakterijama koje luze metale su bakterije roda Acidithiobacillus,
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sa predstavnicima A. thiooxidans, A. ferrooxidans 1 A. caldus, zatim bakterije roda
Acidiphilium, sa predstavnikom A. acidophilum kao 1 bakterije roda Leptospirillum
(Rohwerder et al., 2003). Shematski prikaz luzenja pirita pomocu 4. ferrooxidans prikazan
je na slici 5. Medu Gram-pozitivnim bakterijama koje luZe metale su predstavnici rodova
Acidimicrobium, Ferromicrobium 1 Sulfobacillus. Vrste Leptospirillum ferrooxidans i
Leptospirillum ferriphilum mogu da rastu iskljudivo oksiduju¢i Fe*™ jone u aerobnim
uslovima, dok A. ferrooxidans ima izrazito Sirok metabolicki kapacitet.  Ovaj
mikroorganizam moze da oksiduje redukovana jedinjenja sumpora, vodonik, mravlju

kiselinu, jone Fe*" i drugih metala (Rohwerder et al., 2003).

egzopolisaharid sa
kompleksovanim
jonima Fe3*

spoljasnja  periplazmatiéni prostor
membrana

[ 7
rija

)

pirit FeS,

rastvor za luzenje
2 3 2-
0,, Fe"/Fe’'sO,

¢elijska membrana

sumpor

Slika 5. Model luzenja pirita pomoc¢u bakterije Acidithiobacillus ferrooxidans. Bakterija je
»zarobljena® u sopstvenom egzopolisaharidu koji je elektrostatiCkim interakcijama vezan za pirit.

(Slika je preuzeta i preradena iz rada (Rohwerder ef al., 2003)).

Nekada se smatralo da se rastvaranje sulfida metala u bioluZzenju odvija jednim od dva
mehanizma: direktnim ili indirektnim (Sand et al.,, 2001). Medutim, intenziviranim
istrazivanjima u ovoj oblasti razjasnjen je mehanizam oksidacije sumpora, koji lezi u

osnovi bioluzenja i predloZen je novi model bioluZenja (Sand et al., 2001).

Prema novom modelu, joni Fe’* oksiduju sulfide metala u reakciji koja nije enzimski
katalizovana, nakon Gega dolazi do enzimski katalizovane oksidacije nastalog jona Fe*"

(Sand et al., 2001). Joni Fe’" su poreklom iz bakterijskih egzopolisaharida gde su u
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kompleksima sa glukuronskom kiselinom (slika 6). Lokalizacijom u egzopolisaharidima

bakterije zapravo olak3avaju proces oksidacije time §to priblizavaju Fe’* sulfidu metala.

a) Polisulfidni mehanizam b) Tiosulfatni mehanizam

Fe3+ H + F 834'

Af, Lf[ O, MS Af, Lf (O,
Fez+>/_ | Fe*%-
v v
M**+ H,S" (H,S,) M+ S,0.7
Af, Lf | Fe* O, Af Lf | Fe* O,
v v
H,S,[S4] $.0s. S
Af Lf | Fe* O, Af, Lf | Fe*, 0,
\ 4 v
SO+ H’ SO+ H.

Slika 6. Shematsko poredenje a) polisulfidnog i b) tiosulfatnog mehanizma oksidacije sulfida
metala; MS — sulfid metala, Af — Acidithiobacillus ferrooxidans, Lt — Leptospirillum ferrooxidans;
uokvireni su glavni produkti reakcija koji se akumuliraju u odsustvu sumpor-oksidujucih bakterija

(Shema je preuzeta i preradena iz rada (Rohwerder et al., 2003)).

Sulfidi metala se mogu oksidovati jednim od dva mehanizma: polisulfidnim ili
tiosulfatnim. Koji ¢e se mehanizam pokrenuti zavisi od rastvorljivosti sulfida u kiseloj
sredini. Sulfidi metala koji su u kiseloj sredini rastvorljivi (sfalerit ZnS, galenit PbS,
halkopirit CuFeS,) oksiduju se polisulfidnim mehanizmom (Slika 6 a), dok se nerastvorljivi
sulfidi (pirit Fe,S, molibdenit MOS;) oksiduju tiosulfatnim mehanizmom (Slika 6 b). U
reakcijama oksidacije, jon Fe’" napada sulfid metala uzimaju¢i mu elektron, i redukuje se u
Fe’". Kao rezultat, sulfid otpuita katjon metala i intermedijerno jedinjenje sumpora.

Gvozde (II)-oksidujuce bakterije kao Sto su A. ferrooxidans 1 L. ferrooxidans katalizuju
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proces recikliranja jona Fe’ u kiseloj sredini. U sluc¢aju polisulfidnog mehanizma, deSava
se 1 dodatni napad protona na sulfid metala. Jedinjenja sumpora koja nastaju se oksiduju
abioticki 1 pomocu bakterija 4. ferrooxidans 1 L. ferrooxidans koje mogu oksidovati i

jedinjenja sumpora (Rohwerder et al., 2003).

Oksidacijom sulfida metala smanjuje se pH vrednost sredine, $to pogoduje razvoju
acidofilnih bakterija, koje imaju dominantnu ulogu u bioluzenju. Acidofilne bakterije
svojom aktivno$¢éu ubrzavaju process oksidacije ¢ime se dodatno smanjuje pH vrednost,
nekad ¢ak i ispod pH 1. Na ovaj nacin, u rudnicima nastaju kiseli drenazni rastvori. lako
kisele drenazne rastvore karakteriSu ekstremni uslovi, pokazano je da je bakterijski
diverzitet u ovim sredinama vec¢i nego Sto je ocekivano (Johnson, 1998), sa ¢ak 11 redova
bakterija koje opstaju u ovim uslovima (Baker and Banfield, 2003). Zahvaljujuéi sve
vecem broju podataka dobijenih sekvenciranjem gena za 16S rRNK, opisan je veliki broj
novih bakterijskih vrsta sa sposobnos¢u luzenja metala, dok su ve¢ poznati sojevi ponovo

klasifikovani.

1.2.3.1. BioluZenje bakra

Proizvodnja bakra u svetu konstantno se povecavala u periodu od 1964 — 2008. godine od
9 Mt to 18 Mt godisnje. U 2008. godini na prvom mestu po proizvodnji bakra nalazio se
Cile, sa ¢ak 5 Mt proizvedenog bakra, dok se Srbija nalazila na 37. mestu sa proizvedenih
11 Kt (Toovey, 2010). Ovi podaci se odnose na totalnu proizvodnju bakra, pri ¢emu se

20% ukupne koli¢ine dobija primenom bioluzenja.

Bioluzenje bakra odvija se na tri nacina: obradom sekundarnih sulfida u nasipima ili
gomilama, obradom ruda lo$ijeg kvaliteta u jaloviStima i1 bioluZenjem koncentrata ruda u
reaktorima na visokim temperaturama. Bioluzenje bakra u nasipima postalo je uobicajena
praksa u industriji. Od 1980. godine je pokrenuto najmanje 13 pogona za ekstrakciju bakra
u nasipima, koji se nalaze u Australiji, Peruu i najveéim delom u Cileu (Brierley and
Brierley, 2001). Na ovaj nacin produkuje se priblizno 10 Kt bakra godiSnje u manjim
pogonima a 100 Kt godi$nje u velikim pogonima (Olson ef al., 2003). Bakterije koje
ucestvuju u bioluzenju su autohtone gvozde-oksidujuée, sumpor-oksidujuée i heterotrofne

bakterije. Navedene bakterije tokom bioluZenja stvaraju acidofilnu sredinu koja svakako
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nije pogodna za rast drugih bakterija, tako da je nepotrebno potencirati sterilnost procesa
bioluzenja u nasipima (Rawlings, 2002). Dobar primer za komercijalnu primenu bioluzenja
u nasipima je pogon ,,Quebrada Blanca“ u severnom Cileu koji je aktivan od 1994. godine i
u kome se proizvede 75 Kt bakra godiSnje. U ovom pogonu aktivnost bakterija je
poboljSana aeracijom pomocu ventilatora niskog pritiska i vazdu$nih linija postavljenih
ispod nasipa. Nasip za bioluzenje je moguce dodatno inokulirati bakterijama, medutim ne
zna se sa sigurnosc¢u da li bi te bakterije bile konkurentne u nesterilnim uslovima procesa i
da 1i bi inokulacija uopste ubrzala proces (Rawlings, 2002). Pazljiva konstrukcija pogona,
kao i unapredivanje bakterijske aktivnosti, dovode do povecane efikasnosti tako da se
proces bioluzenja kompletira za nekoliko meseci umesto nekoliko godina (Brierley and

Brierley, 2001).

RTB Bor je u okviru Sestog istrazivadkog okvirnog programa (FP6) Evropske Unije
projektom ,,.BioMine* otpoceo istrazivanje bioluZzenja kao nove tehnoloske metode
proizvodnje bakra iz primarnih i sekundarnih materijala, ruda, koncentrata, metalurSkih
Sljaka 1 flotacijskih jalovina, sa ciljem prevazilazenja niskog industrijskog iskoriS¢enja
bakra i velikih gubitaka (Cvetkovski et al., 2006; Gericke et al., 2008). Eksperimenti
bioluzenja jo$ uvek se izvode u laboratorijskim uslovima, inokulacijom substrata sa
autohtonim mezofilnim bakterijama poreklom iz rudnog tela ,,Tilva Ro§* (Conic et al.,

2009; Cvetkovski et al., 2009).

Rude bakra koje se luze upotrebom mikroorganizama su halkopirit (CuFeS,), koji je
najzastupljenija ruda bakra u prirodi sa ¢ak 70% svetskih rezervi bakra koje se nalaze u

ovoj rudi, zatim kovelit (CuS), halkocit (CuS;) 1 bornit (CusFeS,).

Bakar se uspesno ekstrahuje iz rude halkocit (Cu,S) pomocu kiseline (jednacina 1) ili

pomocéu jona Fe’" nastalog bakterijskom oksidacijom jona Fe*" (jedna&ina 2).
2Cu;S + 2H,2S04 + Oy — 2CuS + 2CuS0O4 + 2H,0 (1)

CuyS + Fey(SO4)3 — 2CuSO4+ 2FeSO4 + S (2)

Nastali kovelit (CuS) se zatim luzi takode pomocu jona Fe*" (jedna&ina 3).

CuS + Fey(S04); — CuSO4+ 2FeSO, + S 3)
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Joni Fe’" nastali bakterijskom oksidacijom jona Fe*" u¢estvuju u luZenju rude halkopirit

(CuFeS,) na slede¢i nacin:
CuFeS, + 4Fe**— Cu*" + 5Fe*" + 28°
CuFeS, + 4Fe* + 30, + 2H,0 — Cu®" + 5Fe*" + 2H,S0,

Mezofilne bakterije koje se koriste za bioluzenje bakra iz halkocita nisu dovoljno efikasne
za luzenje ovog metala iz rude halkopirit. Kako bi se ovaj problem prevazi$ao razvijene su
nove tehnologije koje koriste termofilne mikroorganizme. Otkri¢e ekstremno termofilnih
mikroorganizama u kiselim sredinama podstaklo je ispitivanje sposobnosti ovih vrsta da
oksiduju rude kao Sto su halkopirit (CuFeS;) i molibdenit (MOS;), za koje je bioluzenje
mezofilima slabo efikasno. Oksidacijom sulfida metala proizvodi se toplota, Sto ne
predstavlja problem kada se koriste termofilne bakterije, jer porast temperature u ovom

sluc¢aju ubrzava reakciju oksidacije, ¢ime se ¢itav proces poboljsava.

BioluZenje halkocita u nasipima se vrsi na rudi koja je izgnjeCena do Cestica veli¢ine od 1
do 4 cm. Izmrvljena ruda se zakiSeljava sumpornom kiselinom, grupise u aglomerate i
slaze do visine 6-10 m u nasipima koji mogu i¢i stotinama metara u duzinu i Sirinu.
Rastvor za luzenje se dodaje navodnjavanjem, kap po kap. Nakon prolaska kroz nasip sa
rudom (Slika 7), rastvor za luZenje se obogacuje bakar sulfatom i dalje se bakar izdvaja iz

rastvora elektrohemijskim procesima.

nasip

rastvor
za luZenje

Slika 7. BioluZenje bakra u nasipima. (Slika je preuzeta i preradena iz rada (Watling, 2008)).
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Bioluzenje drugih metala

Bioluzenje, kao proces ekstrakcije metala iz ruda, primenjuje se uspeSno i za nikl, cink 1
kobalt (Viera et al., 2007). Nikl se luzi iz ruda pentlandit ((Fe,Ni)9Sg) 1 milerit (NiS), cink
iz sfalerita (ZnS) i pirita (FeS,), a kobalt iz ruda koje sadrze sulfid.

Kada je u pitanju luzenje zlata i srebra, mikroorganizmi se koriste samo za oksidaciju
sulfida metala kao Sto su pirit (FeS;) ili arsenopirit (FeAsS), koji zaklanjaju plemeniti metal
unutar rude, omogucavajuci na taj nacin izlaganje zlata ili srebra. Ovaj proces se naziva
biooksidacija. Nakon pretretmana biooksidacijom, otkriveni plemeniti metal se ekstrahuje
tradicionalnim hidrometalurskim procesima kao §to je npr. cijanidno luzenje (Rohwerder et
al., 2003). Iako je bioluzenje kao metoda za poboljSanje ekstrakcije plemenitih metala u
upotrebi od 1986. godine (Olson et al., 2003), tek 1999. godine je kompanija ,,Newmont
Mining“ pokrenula pogon za biooksidaciju, kao pretretman u ekstrakciji rude zlata
(Tempel, 2003). U ovom pogonu je, upotrebom mezofilnih bakterija A. ferrooxidans,
L. ferrooxidans, umereno termofilnih vrsta roda Sulfobacillus i termofilnih arhea Acidianus
sp. 1 Metallospheara sp. ekstrakcija zlata porasla sa 30-39% ekstrahovanog zlata pre, do
49-61% ekstrahovanog zlata posle biooksidacije (Olson et al., 2003).

1.3. Mehanizmi tolerancije na teSke metale

Mikroorganizmi su se u Zivotnoj sredini oduvek susretali sa razli¢itim metalima i stoga nije
iznenadujuce §to se tolerancija na teSke metale razvila ubrzo nakon nastanka bakterija i §to
postoji kod skoro svake bakterijske vrste (Ji and Silver, 1995). U literaturi se pojmovi
»tolerancija® 1 ,,rezistencija“ koriste kao sinonimi, kada je re¢ o odgovoru bakterija na teske
metale, a da nigde nije razjasnjeno znacenje pojmova niti razlika medu njima. Moguce je
razgraniCiti termine tolerancije i rezistencije na metale na sliCan nacin kao Sto su
razgraniceni termini viSestruke tolerancije (eng. multidrug tolerance) i rezistencije (eng.
multidrug resistance) na antimikrobne agense (Gefen and Balaban, 2009). Za rezistenciju
su odgovorni geni steCeni horizontalnim transferom gena ili mutacijom, koji se nasleduju i
obezbeduju sposobnost rasta u povisenim koncentracijama antimikrobnih agenasa. Za

razliku od rezistencije, tolerancija je prolazni fenotip koji se ne nasleduje. Smatra se da je
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tolerancija uzrokovana posebnim fizioloSkim stanjem odredene subpopulacije ¢elija, koje je
reverzibilno 1 koje omogucéava prezivljavanje te subpopulacije ¢elija u prisustvu
antimikrobnog agensa. S obzirom da u literaturi pojmovi tolerancije i rezistencije nisu
jasno razgraniceni, bar kad je u pitanju odgovor bakterija na prisustvo teSkih metala, a da su
mehanizmi kojima bakterije prezivljavaju prisustvo teSkih metala ispitani i razjasnjeni do
razli¢itih nivoa i da se ne zna genetika svakog mehanizma, u ovoj studiji ¢e biti koris¢en

termin tolerancija.

U literaturi se mogu naci raznovrsne podele mehanizama tolerancije, kojima se odgovori
mikroorganizama na prisustvo metala grupisu prema razliCitim faktorima i stoga se podele
medusobno ne mogu uskladiti. Osnovnom podelom moZe se smatrati podela na 6
menahizama kojima bakterije obezbeduju toleranciju na teSke metale i to su: (a) uklanjanje
metala promenom propustljivosti 1 biosorpcijom, (b) uklanjanje metala aktivnim
transportom, (c) unutarcelijsko i1 (d) ekstracelijsko ,,zarobljavanje* metala i1 (e) enzimska
detoksifikacija/redukcija metala (Rouch et al., 1995). Svaka bakterija moze posedovati

jedan ili nekoliko mehanizama tolerancije.
a) Uklanjanje metala promenom propustljivosti i biosorpcijom

Bilo koje promene celijskog zida ili membrane kojima bakterija pokusava da zaStiti
esencijalne ¢elijske komponente od toksi¢nog dejstva teskih metala, primeri su ovog
mehanizma tolerancije. Jedan od primera je uklanjanje bakra koje vr$i Escherichia coli,
gde dolazi do promena u sintezi membranskog proteina porina, ¢ime se smanjuje
propustljivost membrane za jone metala (Rouch et al., 1995). Kod Staphylococcus aureus,
promenama konformacije membrane menja se propustljivost za kadmijum i druge metale
(McEntee et al., 1986). Sa druge strane, bakterije mogu spreciti jone metala da interaguju
sa ¢elijskim komponentama, vezujuéi i adsorbujuci ih nespecifi¢no za povrSinu celijskog
zida ili za egzopolisaharide ukoliko ih produkuju. Ovaj proces je poznat kao biosorpcija i
moze naci primenu u bioremedijaciji zagadenih sredina (odeljak 1.2.2.) (Scott and Palmer,

1990). Biosorpcija je pasivan proces koji ne zavisi od ¢elijskog metabolizma.
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b) Uklanjanje metala aktivnim transportom

Aktivni transport, tj. efluks transportni sistem, predstavlja najrasprostranjeniji mehanizam
tolerancije na teske metale. Kako bi ostvarili svoju fiziolosku ili toksi¢nu ulogu, teski
metali moraju prvo da udu u bakterijsku ¢eliju (Nies, 1999). Mnogi dvovalentni katjoni
metala, kao S$to su Fe%, C02+, Ni2+, Cu’' i Zn2+, sli¢ne su strukture. Stoga, da bi
bakterijska celija mogla da razlikuje strukturno slicne jone metala, sistem kojim ona
,»usvaja“ jone metala iz sredine mora biti strogo kontrolisan. U prirodnim, normalnim
uslovima, bakterije za usvajanje jona metala iz sredine koriste nespecificne transportne
sisteme, koji su konstitutivno eksprimirani. Medutim, kada se u citoplazmi metali nadu u
viSku, sintetiSu se specifi¢ni efluks transportni sistemi za izbacivanje viska metala iz Celije.
Ovi efluks sistemi mogu biti zavisni i nezavisni od ATP molekula, a takode mogu biti
specifi¢ni za anjon ili katjon koji transportuju. Mnogi mikroorganizmi, kao sto su E. coli,
S. aureus 1 vrste rodova Bacillus i Listeria, obezbeduju toleranciju na teske metale njihovim

efluksom iz ¢elije (Nies, 1992).
¢) Unutaréelijsko ,,zarobljavanje “ metala

Ovaj mehanizam, poznat kao bioakumulacija, predstavlja akumulaciju metala unutar
citoplazme, ¢ime se spreCava interakcija sa ¢elijskim komponentama. Najcesce, bakterije
produkuju metalotioneine ili proteine bogate cisteinom, koji im omogucavaju
»zarobljavanje* metala unutar citoplazme. Bioakumulacija je aktivan proces i zavisi od
¢elijskog metabolizma. Metali koji se ovim mehanizmom mogu akumulirati su kadmijum,
bakar i cink, a proces je karakteristican za Synechococcus sp. 1 Pseudomonas sp. (Silver

and Phung, 1996).
d) Vancelijsko ,,zarobljavanje *“ metala

Mehanizam tolerancije vancelijskim zarobljavanjem teSkih metala zasnovan je na
produkciji i sekreciji komponenti i jedinjenja koje sa metalima mogu formirati komplekse i
opisan je, pored bakterija Citrobacter sp. 1 Klebsiella aerogenes, i kod nekoliko vrsta
kvasaca i gljiva (McEntee ef al., 1986; Scott and Palmer, 1990). Kvasac Saccharomyces

cerevisiae obezbeduje toleranciju na nikl produkujuéi velike koli¢ine glutationa koji se
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vezuje za teSke metale, dok neke vrste gljiva rezistentnih na bakar produkuju oksalate koji

formiraju komplekse sa metalima.
e) Enzimska detoksifikacija/redukcija metala

Najbolji primer enzimske detoksifikacije/redukcije metala je tolerancija na Zivu redukcijom
do manje toksi¢ne forme, S$to se moze iskoristiti u procesima bioremedijacije (odeljak
1.2.2.). Ziva svoju toksi¢nost ispoljava vezujuéi i inaktivirajuéi tiole koji su delovi enzima
1 proteina. Tolerancija na Zivu detektovana je i kod Gram-pozitivnih (Bacillus sp., S.
aureus) 1 kod Gram-negativnih bakterija (P. aeruginosa, A. ferrooxidans) (Bruins et al.,
2000). Najces¢e bakterije poseduju nekoliko gena koji formiraju mer operon i ti geni,
pored enzima za redukciju, kodiraju i proteine za vezivanje i1 transport metala. Jo$ jedan
primer ovog mehanizma je redukcija arsena do toksi¢nijeg oblika, koji se zatim uklanja iz
bakterijske celije efluks sistemom, koji je kodiran genima istog operona kao i arsen

reduktaza.
f) Promena osetljivosti celijskih komponenti na teske metale

Neki mikroorganizmi, kao Sto su E. coli i Pseudomonas sp., se adaptiraju na prisustvo
metala tako $to utiCu na osetljivost ¢elijskih komponenti, Sto zapravo predstavlja prirodnu
toleranciju (Rouch et al.,, 1995). Tolerancija se postize mutacijama koje smanjuju
osetljivost celijskih komponenti na metale ali ne uti¢u na njihovu funkciju, ili pak
povecanjem produkcije odredene ¢elijske komponente na koju bi prisustvo metala moglo

nepovoljno da utice.

Tolerancija na teske metale je Cesto povezana sa rezistencijom na antibiotike (Belliveau et
al., 1991), 1 obe se, Cesto zajedno, mogu prenositi medu mikroorganizmima putem
konjugacije ili transdukcije. Geni koji kodiraju rezistencije na veliki broj teskih metala
mogu biti locirani na bakterijskim hromozomima, plazmidima i transpozonima.
Tolerancija na esencijalne teSke metale je uglavnom kodirana genima na hromozomima.
Mehanizmi tolerancije zasnovani na efluksu toksi¢nih jona naj¢es¢e su kodirani genima

lociranim na plazmidima (Bruins ef al., 2000).
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1.3.1. Cupriavidus metallidurans CH34 - model organizam za proucavanje

bakterijskog odgovora na prisustvo teSkih metala

Cupriavidus metallidurans CH34, soj ranije poznat kao Alcaligenes eutrophus a zatim kao

Ralstonia eutropha, je Gram-negativna bakterija izolovana iz otpadnih voda fabrike cinka u

Belgiji, tacnije iz mulja koji je bio kontaminiran visokim koncentracijama nekoliko teskih

metala (Mergeay et al., 1985). Ovaj zemljisSni mikroorganizam poseduje veliki broj gena

odgovornih za rezistenciju na teske metale, S§to ga ¢ini dobrim model organizmom za

proucavanje odgovora bakterija na kontaminaciju teSkim metalima (Slika 8).

a) cop operon
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b) czc operon
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Slika 8. Shematski prikaz genskih operona odgovornih za rezistenciju na Ni*", Cd*", Cr*’, Cu*" i

Hg*" kod soja Cupriavidus metallidurans CH34.
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Do danas nije otkrivena ni jedna druga bakterija sa tolikim brojem genetickih determinanti
za rezistenciju na teSke metale. Genom C. metallidurans CH34, koji ¢ine dva hromozoma i
dva megaplazmida (pMOL28 and pMOL30), sekvenciran je i detaljno analiziran (Mergeay
et al., 2003). Mnoge geneticke determinante rezistencije na metale povezane su sa
transpozonima, S§to 1 objaSnjava kako je ovaj mikroorganizam stekao fenotip tolerancije na

metale (Monsieurs ef al., 2011).

Mehanizmi tolerancije na nikl, kadmijum, hrom, bakar i zivu bi¢e detaljnije opisani u
slede¢im odeljcima, s obzirom da su ovi metali i genetiCke determinante njihove

rezistencije bili tema ove studije.

1.3.2. Tolerancija na bakar

Iako je bakar neophodan kao kofaktor mnogih enzima, lakoc¢a sa kojom ovaj teSki metal
interaguje sa radikalima ¢ini ga veoma toksi¢nim (Nies, 1999). Stoga je koncentracija
bakra unutar eukariotskih i prokariotskih ¢elija veoma dobro regulisana, 1 mehanizmi
tolerancije na bakar postoje u svim Zivim organizmima. Geneti¢ke determinante tolerancije

na bakar mogu se na¢i kako na hromozomima tako i na plazmidima bakterija.

Za toleranciju C. metallidurans CH34 na bakar odgovoran je cop operon
(Slika 8 a). CopA je multi bakar oksidaza, periplazmati¢ni protein koji poseduje region
bogat metionima, za koje se pretpostavlja da imaju ulogu u vezivanju bakra (Wernimont et
al., 2003). Multi bakar oksidaze obezbeduju toleranciju na bakar na dva nacina. Jedna
moguénost je da multi bakar oksidaze spre¢avaju unosenje Cu’ u citoplazmu oksidujuéi ga
do Cu®", oblika koji se ne unosi u ¢eliju. Dodatno, oksidacijom Cu’ do Cu®" spredava se
nastanak oksidativnih oStecenja u citoplazmi (Grass and Rensing, 2001). Druga mogu¢nost
je da se multi bakar oksidaze sekretuju u periplazmati¢ni prostor sa ve¢ vezanim bakrom.
U ovom slucaju sinteza i sekrecija ovih proteina dovela bi to efluksa bakra iz citoplazme.
Medutim, poznato je na primeru Pseudomonas syringae da jedan molekul CopA moze da
veze priblizno 11 atoma bakra (Cha and Cooksey, 1991), te je malo verovatno da je samo
efluks bakra obezbeden na ovaj nafin dovoljan da obezbedi toleranciju na bakar.
Verovatnije je da je za potpunu toleranciju na bakar neophodno ukljucivanje oba

mehanizma.
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CopA multi bakar oksidaza homologna je multi bakar oksidazama bakterija P. syringae —
CopA i E. coli — PcoA, koje su takode kodirane genima na plazmidima (Grass and Rensing,
2001). E. coli poseduje i dva mehanizma tolerancije na bakar kodirana genima lociranim
na hromozomu, a za jedan od tih mehanizama odgovoran je CueR protein, koji reguliSe dva
gena: copA koji kodira ATP-azu P tipa i cue koji kodira CueO multi bakar oksidazu (Grass
and Rensing, 2001). CueO multi bakar oksidaza homologna je multi bakar oksidazama
CopA C. metallidurans CH34, CopA P. syringae i PcoA E. coli (Grass and Rensing, 2001).
Dok su CopA C. metallidurans CH34, CopA P. syringae 1 PcoA E. coli u velikoj meri
medusobno identi¢ni i verovatno imaju slicne funkcije, stepen sli¢nosti izmedu ova tri

proteina i CueO je znatno manji, $to ukazuje da su u daljoj vezi.

1.3.3. Tolerancija na kadmijum

Kadmijum je neesencijalni metal koji je toksi¢an ¢ak i u malim koncentracijama. U
bakterijsku ¢eliju ulazi preko transportnog sistema za dvovalente jone. Kada se nade u
¢eliji, kadmijum se moze vezati za sulfhidrilne grupe na esencijalnim proteinima,
narusavajuci na taj nacin vazne celijske funkcije 1 uzrokuju¢i jednolancane prekide DNK

(Nies, 1992).

Tolerancija na kadmijum moze se ostvariti svim prethodno navedenim mehanizmima, osim
enzimskom detoksifikacijom. Naime, enzimskom redukcijom kadmijuma nastaje oblik koji
je nestabilniji i toksicniji, 1 koji ne napusta bakterijsku ¢eliju, ve¢ podleze oksidaciji do
prvobitnog stanja (Nies, 1992). Geni koji kodiraju determinante tolerancije na kadmijum
mogu biti locirani na hromozomima, plazmidima ili transpozonima. Najpoznatiji

mehanizam tolerancije na kadmijum je uklanjanje kadmijuma iz ¢elija efluks pumpama.

Najbolje opisani efluks sistemi, kodirani genima na plazmidima, su: czc sistem
C. metallidurans CH34 kao primer Gram-negativnih bakterija i cad sistem S. aureus kao
primer Gram-pozitivnih bakterija. Pored ova dva, postoji i tre¢i efluks sistem, kodiran

genima na hromozomu.

Czc efluks sistem funkcioniSe kao cink-proton antiporter, uklanja jone kadmijuma, cinka i

kobalta i ne zavisi od ATP molekula (Nies, 1992). Operon czc prvobitno je okarakterisan u
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C. metallidurans CH34 1 ¢ine ga 6 gena: czcA, czcB, czcC, czeD, czcl i czcN, koji su
locirani na plazmidu pMOL30 (Slika 8 b). Cetiri gena, czcA, czeB, czcC i czeD, kodiraju
proteine koji Cine efluks pumpu. CzcA protein jedini ima sposobnost formiranja
membranskog tunela u unutrasnjoj membrani bakterijske Celije, Sto ga €ini esencijalnim za
transport katjona (Nies, 1992). Iako ne poseduje mesta za vezivanje ATP-a, CzcA moze
samostalno da omoguéi spori transport kadmijuma kroz membranu, obezbedujuci na taj
nacin toleranciju. Produkti czcB 1 czcC gena se najverovatnije nalaze u periplazmati¢nom
prostoru. Dok CzcB ima ulogu u vezivanju jona, CzcC najverovatnije ima ulogu u izmeni
supstrata (kadmijum, cink i1 kobalt) za efluks pumpu i u formiranju otvora u spoljasnjoj
membrani za transport katjona metala. Produkt czeD gena je ukljucen u aktivaciju efluks
sistema. Funkcije czcl 1 czeN jo$ uvek nisu rasvetljene. Ukratko, mehanizam efluksa
kadmijuma podrazumevao bi izbacivanje metala iz citoplazme pomocu CzcA, transfer
metala od unutra$nje do spolja$nje membrane bez kontakta sa periplazmom pomocu CzcB,

1 izbacivanje metala u spoljasnju sredinu pomoéu CzcC (Bruins et al., 2000).

1.3.4. Tolerancija na hrom

Hromat (Cr®"), kao toksiénija forma hroma, ulazi u bakterijsku ¢eliju putem transportnog
sistema za sulfate. Tolerancija na hromat zasnovana je na dva menahizma: redukciji

+ . . . . .
hromata do trovalentnog hroma (Cr’") u aerobnim i anaerobnim uslovima, i efluksu.

C. metallidurans CH34 obezbeduje toleranciju na hromat produktom chrA gena koji se
nalazi na pMOL28 plazmidu i koji je konstitutivno eksprimiran (Slika 8 c¢). ChrA je
membranski protein koji je odgovoran za smanjeni unos hromata u ¢eliju, bilo direktno
smanjivanjem prvobitnog unosa, ili aktivnim efluksom hromata kroz ¢elijsku membranu,
Sto je verovatnije. Pored chrA gena, na pMOL28 plazmidu C. metallidurans CH34 nalazi
se 1 chrB gen Cija funkcija joS nije rasvetljena, ali se zna da je neophodan kako bi se
postigla maksimalna tolerancija na hromat. ChrB moze imati ili ulogu u aktivaciji ChrA
efluks sistema ili pak u redukciji heksavalentnog hroma pre izbacivanja putem ChrA efluks
pumpe (Aguilar-Barajas et al., 2008). chrd gen se nalazi i na pMUS505 plazmidu
P. aeruginosa. ChrA C. metallidurans CH34 1 P. aeruginosa pokazuju 29% identi¢nosti na

nivou aminokiselinske sekvence, ali njihovi geni nisu pokazali sposobnost medusobne
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hibridizacije, bez obzira na to $to im je funkcija veoma sli¢na. I C. metallidurans CH34
i P. aeruginosa poseduju jos po jedan otvoreni okvir Citanja (ORF od eng. Open Reading
Frame) u okviru chr operona. Identi¢nost aminokiselinskih sekvenci ova dva ORF-a je
53%, funkcija je jo§ uvek nepoznata ali se zna da nije neophodan za toleranciju na hrom

(Badar, 2003).

Prvi mikroorganizam kod kojeg je detektovana tolerancija na hromat je Pseudomonas
Sfluorescens LB300, kod kog je tolerancija obezbedena redukcijom hromata. Mora se uzeti
u obzir da ovaj mehanizam tolerancije omogucava samo privremeno oslobadanje od
toksi¢ne forme hroma, s obzirom da se u fizioloskim uslovima konstantno odvijaju oksido-
redukcione reakcije kojima hrom prelazi iz jedne forme u drugu (Weast, 1984). Trajnije
reSenje problema kontaminacije hromom nude biljke, u ¢ijim korenovima se hromat odmah
redukuje do Cr’" oblika, koji se retko transportuje dalje u izdanke, §to bi znacilo da je
upotreba fitoremedijacije u ovom slu¢aju za uklanjanje Cr®" bolja opcija u odnosu na

mikrobioloSku bioremedijaciju.

1.3.5. Tolerancija na Zivu

Ziva manifestuje svoje toksi¢no delovanje vezivanjem i inaktivacijom esencijalnih tiola,
koji su delovi proteina (Bruins et al., 2000). Tolerancija na ovaj teski metal se obezbeduje
enzimskom redukcijom zive i kod nekih bakterija su geni odgovorni za toleranciju
grupisani u mer operon (Slika 8 d) (Misra, 1992). merA gen kodira enzim reduktazu Zive.
Ovaj enzim je homodimer i specifian je za jone Zive, tako da ne oksiduje i ne redukuje ni
jedan drugi teski metal. U okviru mer operona, uzvodno od merAd nalaze se i geni za
transportne proteine, merC, merP 1 merT. NajviSe proucavani region mer operona je
svakako merR gen, koji kontrolise regulaciju ¢itavog operona produkcijom MerR proteina.
Kod nekih bakterija, kao S$to su S. aureus i neke vrste rodova Pseudomonas i Bacillus
(Chien et al., 2010), u okviru mer operona postoji i merB gen, lociran nizvodno od merA,
koji kodira monomerni enzim liazu Zive, sa Sirokim spektrom substrata na koje deluje

(Misra, 1992).
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1.3.6. Tolerancija na nikl

Nikl ulazi u ¢Celije bakterija 1 Saccharomyces cerevisiae uglavnom putem CorA sistema
(Hmiel et al., 1989). Kod C. metallidurans CH34 detektovan je dodatni transporter nikla u
¢elije, prototip HoxN transportnih proteina (Eberz et al., 1989). Tolerancija bakterije
C. metallidurans CH34 na nikl je obezbedena efluksom pomocu familije RND efluks
pumpi. Opisana su dva sistema: Cnr, koji obezbeduje toleranciju na nikl i kobalt
(Liesegang et al., 1993), i Ncc sistem koji obezbeduje visok nivo tolerancije na nikl, kobalt
1 kadmijum (Slika 8 e) (Schmidt and Schlegel, 1994). Produkti gena ncc lokusa pokazuju
veliku sli¢nost sa proteinima czc lokusa, koji je opisan u odeljku 1.3.3. i cnr lokusa

(Schmidt and Schlegel, 1994).

1.4. Bakterijski biofilmovi

Biofilmovi bi se mogli definisati kao kompleksne zajednice mikroorganizama vezanih za
razli¢ite povrSine i obino oblozenih vancelijskim matriksom koji sami produkuju
(Hall-Stoodley and Stoodley, 2009) (Slika 9 a). Biofilmovi se mogu sastojati od populacije
jedne bakterijske vrste ili od viSe vrsta mikroorganizama, $to je ¢es¢i slucaj. Sposobnost
formiranja biofilma je univerzalna osobina bakterija i moguce je da se razvila usled toga Sto
pruza ekolosku prednost u prezivljavanju. Iako je nekada vazilo da mikroorganizmi Zive
kao usamljeni entiteti, danas se biofilmovi smatraju zastupljenijim oblikom Zzivota
mikroorganizama i mogu nastati u prirodnom, medicinskom i industrijskom okruzenju
(Hall-Stoodley et al., 2004). Formiranje biofilmova na medicinskim uredajima, kao $to su
kateteri ili implanti, ¢esto uzrokuje hroni¢ne infekcije kod ljudi koje je teSko le€iti (Donlan,
2008). Takode, bakterijski biofilmovi se mogu formirati i na zubima ljudi, kozi ili pak u
urinarnom traktu. Formiranjem biofilmova, mikroorganizmi sticu znacajne prednosti, kao
Sto je tolerancija na mnoga toksi¢na jedinjenja poput teskih metala i antibiotika, kao 1i
zaStita od odbrambenih mehanizama domacina (Anderson and O’Toole, 2008). Smatra se
da je za prednosti koje biofilmovi poseduju u odnosu na slobodnozivece forme Zzivota
odgovoran proces celijske specijalizacije koji se odvija u biofilmu i koji je analogan

procesu diferencijacije kod viSecelijskih organizama (Purevdorj-Gage ef al., 2005).
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1.4.1. Bakterijski biofilmovi i tolerancija na teSke metale

Strukturu i funkcionisanje biofilma najbolje je opisati kroz mehanizme kojima biofilmovi
ostvaruju povecanu toleranciju na teSke metale u odnosu na slobodnozivece ¢elije. Efekat
teSkih metala na bakterijski biofilm se razlikuje od uticaja antibiotika i ostalih nepovoljnih
uticaja zivotna sredine, s obzirom da razliCiti teski metali ostvaruju svoj toksi¢ni efekat
razli¢itim biohemijskim putevima. S obzirom da biofilmovi mogu imati primenu u
bioremedijaciji zagadenja teSkim metalima, proucavanju povecane tolerancije biofilmova

na metale posvecena je velika paznja (Harrison et al., 2007).

Nekoliko razli€itih faktora odgovorno je za povecanu toleranciju biofilma na teske metale u

poredenju sa slobodnozivec¢im ¢elijama (Slika 9 b).

negativno naelektrisan
ekstradelijski matriks

a) b) ®" S e &
=
signaini A
@
mmek"" @ ‘ katjon teskog metala
- |r)r0:a'bena
iziologije
= R =
gradijent nutrijenata % =
— geneticka
= gradijent kiseonika aTeyIsnon
28 ©
o
(]
= L Jhaae
sporo [
__ brorastuce_rastucofi s

Slika 9. Shematski prikaz bakterijskog biofilma. a) bakterijske celije oblozene vancelijskim
matriksom 1 b) neki od faktora koji uticu na toleranciju biofilmova na teske metale. (Sheme su

preuzete i preradene iz rada (Kovaleva et al., 2013) i sa sajta www.biotechnologyforums.com).

Bakterijske celije u biofilmu su oblozene vancelijskim matriksom koji same produkuju i
koji se sastoji od DNK, RNK, proteina i polisaharida. Postojanje vancelijskog matriksa,
ometa difuziju jona metala kroz biofilm, Stite¢i na taj nacin bakterije u biofilmu od Stetnog
dejstva metala (Teitzel and Parsek, 2003). Medutim, vancelijski matriks ometa i difuziju
manjih molekula (Hall-Stoodley and Stoodley, 2009), tako da je unutar biofilma difuzija
nutrijenata, kiseonika 1 metabolita sporija, §to dovodi do formiranja metabolickog
gradijenta kroz biofilm. Ovakav gradijent uti¢e na stopu rasta bakterijskih ¢elija, tako da u

biofilmu mogu postojati ¢elije u razli¢itim fizioloskim stadijumima rasta. Bakterije koje su
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najblize povrsini za koju je biofilm vezan, su u zoni bez kiseonika i sporo rastu, za razliku
od bakterijskih ¢elija u spoljasnjim aerobnim slojevima biofilma, koje rastu brze (Walters
Il et al., 2003). Sporo rastuCe bakterije zbog odsustva kiseonika imaju smanjenu
produkciju kiseoni¢nih reaktivnih vrsta, i drugaciju fiziologiju, stoga su tolerantnije na
prisustvo teSkih metala. Metabolicka heterogenost prisutna u bakterijskom biofilmu
povecava produkciju sekundarnih metabolita (antibiotici, pigmenti) koji imaju ulogu
signalnih molekula koji iniciraju ili pak inhibiraju proces formiranja biofilma. Medu
krajnjim produktima metabolizma mikrooganizama nalaze se i1 razna jedinjenja koja mogu
da interaguju sa jonima metala i precipitiraju ih, ¢ime sprecavaju metale da dospeju do
bakterijskih celija. Ulogu mrtvih bakterijskih ¢elija, prisutnih u ukupnoj populaciji
biofilma, u toleranciji na teske metale ne treba zanemariti. Naime, mrtve ¢elije su znacajna
biomasa koja omogucava biosorpciju teskih metala i njihovu precipitaciju, ¢ime Stiti Zive

¢elije od toksi¢nog dejstva metala.

S obzirom na sve veci ekoloSki problem kontaminacije teskim metalima i moguénost
upotrebe biofilmova u remedijaciji zagadenih sredina, nije neobi¢no Sto biofilmovi i dalje
predstavljaju predmet istrazivanja velikog broja studija, sa ciljem Sto boljeg razumevanja

strukture 1 funkcije ove visecelijske zajednice mikroorganizama.
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2. CILJEVI

Teski metali predstavljaju Ceste zagadivace zivotne sredine, pre svega zemljiSta i
sedimenata. Uobicajene fizicko-hemijske metode koje se koriste za uklanjanje teskih
metala iz zivotne sredine Cesto su neefikasne, mogu biti veoma skupe, najcesce stvaraju
veliku koli¢inu toksiSnih intermedijera 1 remete prirodne procese u sredini.
Bioremedijacija, bioloSka metoda koja podrazumeva upotrebu mikroorganizama u svrhu
uklanjanja zagadivaca, mogla bi pedstavljati metodu izbora kako sa ekoloskog tako i sa
ekonomskog stanovista. Do danas je opisan veliki broj bakterija sa sposobnos¢u tolerancije
prisustva pojedinacnih teskih metala, medutim Zivotna sredina je obi¢no zagadena smeSom
razli¢itih teskih metala kao i drugih organskih i neorganskih zagadivaca. Formiranje
biofilmova kod bakterija povecava toleranciju na kompleksna zagadenja zivotne sredine.
Stoga, potencijal izolata za primenu u bioremedijaciji 1 bioluzenju zavisi od njihove
sposobnosti da toleriSu istovremeno prisustvo razli¢itih teSkih metala i da formiraju

biofilm, §to je predmet ove studije.

Sveobuhvatni cilj ovog rada je izolacija, identifikacija, analiza diverziteta i aplikativnog
potencijala novih bakterijskih sojeva sa sposobno$¢u tolerancije visokih koncentracija
teSkih metala iz sedimenata iz rudnika bakra Bor u cilju njihove primene u bioremedijaciji 1

bioluzenju.

2.1. Specificni ciljevi rada

e uzorkovanje i analiza povrSinskog 1 podzemnog sedimenta iz rudnika bakra Bor;

¢ analiza mikrobioloSkog diverziteta u sedimentima iz rudnika bakra Bor upotrebom
metagenomskog pristupa i tradicionalne izolacije i kultivacije bakterijskih sojeva;

e izolovanje i1 selekcija bakterija sa sposobnoS¢u tolerancije prisustva visokih
koncentracija teskih metala;

e poredenje izolovanih bakterija sa referentnim sojevima iz literature i tolerantnim
sojevima iz laboratorijske kolekcije;

e selekcija bakterijskih izolata sa sposobnosc¢u formiranja biofilma;
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¢ selekcija bakterijskih izolata koji poseduju gene za determinante tolerancije na teske
metale;

e detaljnija karakterizacija mehanizama tolerancije izolata na prisustvo teSkih metala:
selekcija izolata 1 bakterijskih biofilmova sa sposobno$¢u istovremene tolerancije
prisustva visokih koncentracija razlicitih teskih metala;

e analiza uticaja bakterijskih biofilmova na in vitro proces bioluzenja jalovine uz

pomo¢ Acidithiobacillus ferrooxidans.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Uzorkovanje i hemijska analiza sedimenata iz rudnika bakra

U ovom radu su kori$¢eni uzorci sedimenata priklupljeni u junu 2010. godine iz dva
rudnika bakra u okviru rudarsko-topionicarskog basena Bor (RTB Bor). RTB Bor se nalazi
u isto¢noj Srbiji (44°04°53,09"" N; 22°05°54,90"" E) i jedan je od najveéih rudnika bakra u
Evropi. Jedan uzorak sedimenta je prikupljen iz rudnika bakra sa povrSinskom
eksploatacijom (MS), dok je drugi prikupljen iz rudnika sa podzemnom eksploatacijom
(MU). Uzorci su uzeti sa 1-10 cm dubine sedimenta (100 g) u triplikatu, nakon ¢ega su
kombinovani kako bi se dobio reprezentativan uzorak svakog sedimenta. Uzorci su ¢uvani

na 4°C do hemijske analize 1 izolacije bakterija.

3.1.1. Osnovna mikroanaliza sedimenata

Deo uzorka sedimenta (1 g vlazne mase) resuspendovan je u 9 ml destilovane vode i pH
vrednost tako napravljenog rastvora je izmerena pH-metrom HI 9321 (Hanna Instruments,
Roud Ajland, SAD). Postotak vlaznosti u uzorku sedimenta je odreden iz razlike vlazne i

suve mase sedimenta koja je izmerena nakon susenja 1 h na 100°C.

Standardna mikroanaliza je uradena iz alikvota uzorka (5 g) koji je u potpunosti osusen (60
min, 100°C) koriS¢enjem Vario EL III aparata za elementalnu analizu (Elementar
Analysensysteme GmbH, Hanau, Nemacka; Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu).
Mikroanaliza je zasnovana na modifikaciji 1 primeni klasicnog Pregl — Dumas metoda
(Patterson, 1973). Alikvot osusenog uzorka (1 mg) je automatizovanim procesom ubacen u
kapsulu koja je potom preneta u vertikalnu kvarcnu tubu za sagorevanje, pri cemu je sistem
odrzavan na temperaturi od 1020°C, sa konstantnim protokom helijuma. Po ubacivanju
uzorka u vertikalnu kvarcnu tubu, helijum je povremeno obogacivan ¢istim kiseonikom. U
prisustvu kiseonika i reagenasa za sagorevanje uzorak je u potpunosti sagoren i redukovan
do osnovnih gasova: CO,, H,O, N, 1 SO,. Proizvodi sagorevanja su potom propustani kroz

zonu kontrole gasa u kojoj je dolazilo do njihovog mesanja. Odnos gasova je odrzavan pri
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konstantnom pritisku, zapremini i temperaturi. Nakon ove homogenizacije gasovi su
razdvajani frontalnom hromatografijom, eluirani i izmereni uz pomo¢ detektora termalne

provodljivosti. Sva merenja su uradena u duplikatu.

3.1.2. Odredivanje prisustva teSkih metala u uzorcima sedimenata

Za utvrdivanje koncentracije metala osuSeni uzorci oba sedimenta (0,5 g) su digerirani u
mikrotalasnoj pecnici Milestone Ethos One (Bergamo, Italija; Hemijski fakultet,
Univerzitet u Beogradu), u zatvorenim politetrafluoroetilenskim (PTFE od eng.
Polytetrafluoroethylene) sudovima. Za ekstrakciju metala je koriS¢ena smeSa azotne
(HNOs) 1 hlorvodoni¢ne (HCI) kiseline u odnosu 1:3 (v/v), pri ¢emu je za alikvot uzorka
(0,5 g) koris¢eno 12 ml ove kiselinske smeSe. Uzorci su zatim tretirani toplotom
koris¢enjem sledeceg programa pecenja: 165°C u trajanju od 10 min, potom je temperatura
podizana do 175°C u trajanju od 3 min i uzorak je inkubiran na 175°C slede¢ih 10 min.
Nakon toga su uzorci ohladeni, razblazeni destilovanom vodom do zapremine od 100 ml i
prebaceni u volumetrijske sudove. Determinacija koncentracije metala (Zn, Hg, Ni, Pb i
Cd) je wuradena uz pomo¢ indukuju¢eg kuplovanog plazma/optickog emisionog
spektrometra (eng. inductively coupled plasma/optical emission spectrometer - ICP/OES)
THERMO iCAP 6500 Duo (Thermo Fisher Scientific, Kembridz, Ujedinjeno Kraljevstvo;
Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu). Kao eksterni standardi su kori$éeni rastvori
metala koncentracije 1000 mg I, Da bi se smanjio efekat interferencije razli¢itih metala,
pripremljen je kalibracioni standard koji je sadrzao smeSu metala u odnosu koji odgovara
odnosu metala u uzorku. I standardi i blank su pripremani u istom matriksu u kom je
vrSena ekstrakcija metala, ¢ime se umanjivao efekat matriksa i omogucavala korekcija

pozadinskog Suma. Sva merenja su uradena u duplikatu.
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3.2. Analiza mikrobioloSkog diverziteta u sedimentima iz rudnika bakra

3.2.1. Metagenomska analiza

Metagenomska analiza podrazumeva izolovanje totalne DNK prisutne u samom uzorku.
Od svojstava uzorka i uslova u kojima se nalazio, transportovao i ¢uvao, zavisi i uspesnost

primene metagenomskog pristupa u analizi mikrobioloSkog diverziteta.

3.2.1.1. Izolovanje metagenomske DNK

Metagenomska DNK je izolovana iz uzoraka povrSinskog (MS) i podzemnog (MU)
sedimenta iz rudnika bakra Bor. Za izolaciju metagenomske DNK su kori§¢ene dve metode,
jedna zasnovana na tretiranju uzorka mikrotalasima (Orsini and Romano-Spica, 2001) a
,druga zasnovana na upotrebi MoBio PowerSoil komercijalnog kita (MoBio Laboratories,
Inc., Carlsbad, Kalifornija, SAD). Dobijena DNK je vizualizovana koriS¢enjem agarozne
(0,6%, w/v) gel elektroforeze (odeljak 3.5.1.), dok su kvalitet i kvantitet izolovane DNK
utvrdeni spektroskopski ocitavanjem apsorbancije Ajeonso (NanoVue, GE Healthcare,

Bakinghemsir, Ujedinjeno Kraljevstvo).
Izolovanje metagenomske DNK koris¢enjem mikrotalasne pecnice

Svez uzorak sedimenta (0,5 g) resuspendovan je u puferu (500 pul; 0,8% (w/v) NaCl; 0,02%
(w/v) KCI; 0,144% (w/v) Na,HPO4 1 0,024% (w/v) KH,PO4; pH 8) u mikro epruveti
zapremine 1,5 ml 1 centrifugiran (I min, 5 600 x g, Eppendorf Centrifuge 5415D,
Hamburg, Nemacka). Supernatant je odliven a pelet je resuspendovan u puferu za ispiranje
(1 ml; 50 mM Tris-HCIL, pH 7,8; 25 mM EDTA, pH 8 (eng. Ethylenediaminetetraacetic
acid); 0,1% (w/v) SDS (eng. Sodium Dodecyl Sulfate) i 0,1% (w/v) PVP (eng.
Polyvinylpyrrolidone)). Nakon centrifugiranja (1 min, 5 600 x g, Eppendorf Centrifuge
5415D, Hamburg, Nemacka) i odstranjivanja supernatanta, pelet je tretiran puferom za lizu
(350 pl; 50 mM Tris-HCI, pH 8; 25 mM EDTA, pH 8; 3% (w/v) SDS i 1,2% (w/v) PVP)
i mikrotalasima u mikrotalasnoj pec¢nici 45 s na 600-700 W (Panasonic NN-E442W,
Panasonic, London, Ujedinjeno Kraljevstvo). Potom je u uzorak dodat rastvor za

ekstrakciju (400 pl; 10 mM Tris-HCL, pH 8; 1 mM EDTA, pH 8; 0,3 M natrijum acetat 1
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1,2% (w/v) PVP) koji je prethodno temperiran na 65°C. DNK je pre¢iS¢ena dodavanjem
jednake zapremine (750 pl) rastvora fenol:hloroform:izoamil alkohola (25:24:1, Sigma-
Aldrich, St Louis, Misuri, SAD), nakon ¢ega je uzorak dobro promesan i centrifugiran
(5 min, 15 000 x g, Eppendorf Centrifuge 5415D, Hamburg, Nemacka). Vodena faza je
prebacena pipetom sa Sirokim vrhom u ¢istu mikro epruvetu zapremine 2 ml i korak
precis¢avanja je ponovljen. Potom je u uzorak dodata jednaka zapremina hloroforma i
nakon mesSanja invertovanjem 5-10 puta, uzorak je centrifugiran (5 min, 15 000 x g,
Eppendorf Centrifuge 5415D, Hamburg, Nemacka). Nakon prebacivanja gornje vodene
faze u Cistu mikro epruvetu zapremine 1,5 ml, dodata je jednaka zapremina izopropanola i
uzorak je jedan put invertovan i potom inkubiran 5 min na ambijentalnoj temperaturi a
zatim centrifugiran (30 min, 20 000 x g, Eppendorf Centrifuge 5417R, Hamburg,
Nemacka). DNK talog je opran 70% (v/v) etanolom (500 pl) i osusen strujanjem vazduha,
a zatim je DNK rastvorena u TE puferu (I mM Tris-HCI, pH 7,51 0,1 mM EDTA, pH 8).

Izolovanje metagenomske DNK koriséenjem komercijalnog ,, MoBio Power Soil “ kita

Metagenomska DNK je izolovana iz uzorka sedimenta (0,25 g) koris¢enjem komercijalnog
kita MoBio PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, Inc., Carlsbad, Kalifornija,
SAD), prate¢i protokol proizvodaca. MoBio PowerSoil DNA Isolation kit se zasniva na
patentiranoj tehnologiji koja se temelji na intenzivnoj homogenizaciji i meSanju uzorka sa
staklenim komadi¢ima odredene veli¢ine 1 oStrine ivica. Ovako homogenizovan uzorak se
dalje lizira upotrebom kako mehanickih tako i hemijskih metoda. Prednost ovog
komercijalnog kita je Sto i efikasno uklanja inhibitore prisutne u uzorku, tako da je

izolovana DNK obicno Cista i1 spremna za dalju upotrebu.

3.2.1.2. Konstrukcija 16S rDNK biblioteka

U ovom radu konstruisane su dve 16S rDNK biblioteke: MS i MU. Jednu biblioteku ¢ine
klonovi sa 16S rDNK fragmentima umnozZenim iz metagenomske DNK povrSinskog
sedimenta (MS), dok drugu biblioteku ¢ine klonovi sa 16S rDNK fragmentima umnoZenim

iz metagenomske DNK podzemnog sedimenta (MU).
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Umnozavanje gena za 16S rRNK

Kako bi se umnozili geni za 16S rRNK iz uzoraka metagenomske DNK koriS¢ena je
reakcija lanCane polimerizacije (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR), koja se zasniva se
na tri procesa koji se sukcesivno ponavljaju: in vitro denaturacija dvolan¢ane DNK matrice,
hibridizacija (aniling od eng annealing) prajmera sa matricom na osnovu
komplementarnosti baza i ekstenzija prajmera DNK polimerazom (White, 1997). Tokom
ove studije za sintezu DNK u reakciji lanane polimerizacije koriS¢en je aparat GeneAmp
PCR System 2700 (Applied Biosystem, Foster City, Kalifornija, SAD). U PCR reakcijama
je koris¢en KAPA Hifi PCR kit (Kapa Biosystems, Inc., Woburn, Masacusets, SAD), po
uputstvu proizvodaca, univerzalni bakterijski prajmeri 27f (S'AGAGTTTGATCCT
GGCTCAG-3") i 1492r (5'-CGGCTACCTTGTTACGACTT-3") (Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornija, SAD) (Lane, 1991) i slede¢i program: jedan ciklus inicijalne denaturacije (5
min, 95°C); 35 ciklusa denaturacije (20 s, 98°C), anilinga prajmera (15 s, 60°C) i elongacije
(1 min, 72°C); finalna elongacija (5 min, 72°C). Umnozeni 16S rDNK fragmenti su
precis¢eni upotrebom QIAquick PCR Purification kita (QIAGEN GmbH, Hilden,

Nemacka).
Kloniranje gena za 16S rRNK

Za kloniranje pre€is¢enih 16S rDNK fragmenata koris¢en je vektor pCR®-Blunt
(Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, SAD). Ligaciona smesa (10 pl) je sadrzala 1 x ligacioni
pufer, 4 U T4 DNK ligaze, 20 ng vektora 1 350 ng umnozenog i preciS¢enog DNK
fragmenta. DNK fragment i vektor su prvo odvojeno inkubirani 5 min na 50°C, a zatim
dodati u ligacionu smesSu i inkubirani 1 h vremena na ambijentalnoj temperaturi, a potom

12 h na 4°C.

Priprema kompetentnih Escherichia coli celija i elektroporacija

Ligacionom smeSom transformisane su Escherichia coli DH5a ¢elije (Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornija, SAD). Elektrokompetentne E. coli celije pripremane su za jednokratnu
upotrebu. Celije su gajene u LB (eng. Luria Broth) hranljivoj podlozi (10 g 1" bakto-
triptona, 10 g I" NaCl i 5 g I kva$€evog ekstrakta), na 37°C u orbitalnom $ejkeru uz

meSanje od 180 obrt min”, do apsorbancije 0,9 na 600 nm (Agp, GeneQuant pro,
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Amersham Biosciences, Bakinghemsir, Ujedinjeno Kraljevstvo). Nakon toga Celijski rast
je zaustavljen hladenjem kulture (30 min, 4°C). Ohladena kultura je talozena (10 min,
3 000 x g, 4°C, Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka) i ¢elije iz taloga su dva
puta isprane resuspendovanjem u jednakoj zapremini hladne sterilne vode. Posle
poslednjeg centrifugiranja i odbacivanja supernatanta, ¢elije su pazljivo resuspendovane u
zaostaloj vodi. Alikvoti (50 pl) ovako dobijene ¢elijske suspenzije odmah su koriséeni za
transformaciju. Zapremina ligacione smesSe dodavana u ¢elijsku suspenziju bila je 1 pl.
Suspenzija ¢elija sa ligacionom smeSom inkubirana je 5 min na ledu, a zatim je dodata u
ohladenu kivetu za elektroporaciju razmaka 0,1 cm (BioRad, Hercules, Kalifornija, SAD).
Elektroporacija je vrSena pri parametrima: 1,8 kV, 25 mF, 200 Q (Gene Pulser, BioRad,
Hercules, Kalifornija, SAD). Po primenjenom strujnom impulsu u kivetu je odmah dodat
1 ml SOC medijuma (20 g I bakto-triptona; 5 g "' kvas¢evog ekstrakta; 10 mM NaCl;
2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSO4 1 20 mM glukoza, pH 7,5) (Hanahan, 1983).
Suspenzija ¢elija je oZivljavana inkubiranjem 1,5 h na 37°C uz umereno meSanje, zatim
zasejavana na &vrstu LB podlogu (15 g 1" agara u LB) sa dodatkom kanamicina (50 pg ml';
Sigma-Aldrich, St Louis, Misuri, SAD) i inkubirana na 37°C do pojave transformanata (24-
48 h).

3.2.1.3. Analiza 16S rDNK biblioteka

Transformanti (odeljak 3.2.1.2.) su presejani na svezu LB podlogu razlivenu u Petri Solje

koje su bile obelezene mrezom, $to je omogucilo numericko obelezavanje transformanata.
Provera klonova PCR analizom

Kako bi se detektovali klonovi kod kojih je ukloniran fragment odgovaraju¢e duzine
(1465 bp), transformanti (odeljak 3.2.1.2.) su proveravani PCR reakcijom iz pojedinacne
kolonije uz pomo¢ KAPA2G Robust HotStart ReadyMix Kit-a (Kapa Biosystems, Inc.,
Woburn, Masacusets, SAD) po uputstvu proizvodaca, koriste¢i kao matricu DNK
izolovanu iz pojedina¢ne kolonije upotrebom KAPA Express Extract kita (Kapa
Biosystems, Inc., Woburn, Masacusets, SAD). Fragmenti su umnozeni koris¢enjem M13
univerzalnih prajmera (M13-F (-20): 5'-GTAAAACGACGGCCAG-3', M13-R: 5'-CAGG
AAACAGCTATGAC-3") (Messing, 1983) i sledeceg programa: jedan ciklus inicijalne
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denaturacije (3 min, 95°C); 35 ciklusa denaturacije (15 s, 95°C), anilinga prajmera (15 s,

60°C) i elongacije (15 s, 72°C); finalna elongacija (10 min, 72°C).
Izolovanje plazmidne DNK i restrikciona analiza

E. coli transformanti, koji su PCR proverom pokazali prisustvo fragmenta odgovarajuce
duZine, gajeni su 12 h u LB medijumu (5 ml) sa dodatkom kanamicina (50 pg ml") u
orbitalnom Sejkeru (37°C, 180 obrt min™). Izolacija plazmida je radena pomoéu QIAprep
Spin Miniprep kita (QIJAGEN GmbH, Hilden, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Za
analizu klonova koris¢ena je ARDRA/RFLP metoda (eng. Amplified Ribosomal DNA
Restiction Analysis/Restriction Fragment Lenght Polymorphysm), koja podrazumeva
seCenje plazmida restrikcionim enzimima 1 njihovo grupisanje u operativne taksonomske
jedinice OTU (eng. Operational Taxonomic Unit) na osnovu profila elektroforetske
pokretljivosti na agaroznom gelu (odeljak 3.5.1.). ARDRA analiza je radena sa enzimom
Rsal i1 odgovaraju¢im "Tango" puferom (Fermentas UAB, Viljnus, Litvanija). SmeSa za
digestiju (10 pl), koja je sadrzala 1 U Rsal enzima, 1 x "Tango" pufer i 300 ng plazmida,
inkubirana je 3 h na 37°C. Nakon digestije ¢itava reakciona sme$a je nano$ena na agarozni

gel 1 fragmenti analizirani kao $to je opisano u odeljku 3.6.1.
Taksonomska analiza klonova

Klonovi 16S rDNK biblioteka taksonomski su identifikovani na osnovu sekvenciranja dela
gena za 16S rRNK (odeljak 3.6.2.). Geni za 16S rRNK umnoZeni su koris¢enjem
izolovanih plazmida (odeljak 3.2.1.3.) kao matrice i univerzalnih bakterijskih prajmera
(odeljak 3.2.1.2.). Sekvencirano je 500 bp dobijenih PCR proizvoda, a dobijene sekvence
su analizirane 1 preklapane u DNA Star SeqMan Pro softveru (DNASTAR, Inc., Madison,
Viskonsin, SAD) i identifikovane pomo¢u BLASTN algoritma (Altschul et al., 1997). Za
pretrazivanje slicnih sekvenci deponovanih u GenBank bazi podataka koris¢en je BLASTN

program na NCBI serveru.
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3.2.2. Izolovanje i gajenje bakterija iz uzoraka sedimenata metodom direktne

kultivacije

Bakterije su metodom direktne kultivacije izolovane iz svezih uzoraka sedimenata
koris¢enjem dve ¢vrste podloge: 9K (ime podloge poti¢e od koncentracije jona gvozda u
podlozi koja iznosi 9000 mg 1) (Silverman and Lundgren, 1959) i Tornton-glukoza
podloge (TG) (Serheim ef al., 1989).

3.2.2.1. Odredivanje broja vijabilnih bakterija

Za procenu ukupnog broja vijabilnih bakterija (CFU, eng. Colony Forming Unit)
napravljena su serijska razblazenja uzorka sedimenta (107, 10, 10”) u fosfatnom puferu
(20 mM, pH 7,4) koja su zasejana na ¢vrstu TG podlogu i nakon 48 h rasta na 30°C
prebrojane su izrasle kolonije. Broj bakterijskih ¢elija po mililitru uzorka je odredivan na

sledeéi nacin:

br. poraslih kolonija x razblazenje™

CFUmI" = . o
zapremina razblazenja

3.2.2.2. Kultivacija bakterija na 9K podlozi

Cvrsta 9K podloga (pH 3,5) sadrzala je: 44,8 g "' FeSO4 x 7H,0; 3 g 1" (NH4),SO04; 0,5
g I KuHPOg; 0,5 g I MgS0,4 x 7H,0; 0,1 g I KCI; 0,01 g I'" Ca(NO3), x 4H,0;1 15 g I
agara. Ovaj hranljivi medijum najcesce se koristi za izolaciju gvozde-oksidujué¢ih bakterija
1z uzoraka koji imaju niZze pH vrednosti, kao §to su obi¢no uzorci iz rudnika. Svez uzorak
sedimenta (1 g) je inkubiran u sterilnom fosfatnom puferu (9 ml; 100 mM, pH 6,5) u
orbitalnom $ejkeru (12 h, 25°C, 100 obrt min'). Nakon toga su napravljena serijska
razblazenja suspenzije (107, 10™ 107) u fosfatnom puferu (20 mM, pH 7.4) koja su
zasejana (po 100 ul) na 9K podlogu. Petri Solje su inkubirane 5-15 dana na 30°C.
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3.2.2.3. Kultivacija bakterija na Tornton-glukoza podlozi

Minimalnu TG podlogu c¢ine tri komponente: ekstrakt zemljista, rastvor soli (eng.
Thornton’s salt solution) i glukoza kao izvor ugljenika. Ekstrakt zemljiSta je pripreman
tako Sto je u 1,5 1 destilovane vode dodato basStensko zemljiSte (1 kg) 1 nakon sterilizacije
autoklaviranjem (40-50 min, 121°C) ekstrakt je profiltriran, zapremina podeSena na 1 1, i
ekstrakt ponovo sterilisan autoklaviranjem pod istim uslovima. Rastvor soli je sadrzao:
1 g 1" K,HPOy; 5 g I NH4NOs; 2 g I MgSO, x 7H,0; 1 g 17 CaCly x 2H,0; 1 g ' NaCl;
0,1 g I'' Fe(Cl); x 6H,0; pH 6,7. Uzorak sedimenta (0,1 g) je resuspendovan u sterilnom
fosfatnom puferu (10 ml; 100 mM, pH 6,5) i inkubiran 12 h na 4°C. Napravljena su
serijska razblazenja suspenzije (107, 10, 107) u fosfatnom puferu (20 mM, pH 7,4) i
zasejana (po 100 pl) na ¢vrstu TG podlogu (10% (v/v) ekstrakt zemljiSta, 10% (v/v) rastvor
soli , 1 g I'" glukoza, 15 g I'' agar) u koju je dodato 75 mg 1" cikloheksimida (Sigma-
Aldrich, St Louis, Misuri, SAD). Ovako inokulirane Petri Solje su inkubirane 5-15 dana na
30°C, a rast bakterija je proveravan svaki dan. Nakon toga, sve morfoloski razlicite

kolonije su presejane na sveze TG podloge i koriS¢ene za dalju karakterizaciju.

Kultivisani sojevi su pripremani za dugoro¢no ¢uvanje tako $to su alikvoti kultura bakterija
(600 ul) gajenih 12 h u odgovaraju¢em te¢nom medijumu mesani sa sterilnim glicerolom

(400 pl). Stokovi su ¢uvani na -80°C.

3.2.2.4. Taksonomska identifikacija kultivisanih bakterija

Taksonomska identifikacija bakterija izolovanih direktnom kultivacijom radena je na
osnovu sekvenciranja 500 bp gena za 16S rRNK (odeljak 3.6.2.), kao $to je opisano u
odeljku 3.2.1.3. Kao matrica u reakciji umnoZavanja gena za 16S rRNK koriS¢ena je
genomska DNK izolovana iz pojedinac¢nih kolonija upotrebom komercijalnog KAPA

Express Extract kita (Kapa Biosystems, Inc., Woburn, Masacusets, SAD).
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3.3. Selekcija i karakterizacija bakterijskih izolata tolerantnih na teSke metale

Za ispitivanje tolerancije na teSke metale i mehanizme tolerancije (odeljak 3.4.), pored
sojeva izolovanih u ovom radu koris¢eni su i sojevi za koje je tolerancija na metale
prethodno opisana u literaturi i koji su navedeni u tabeli 2. Sojevi Rhodococcus sp. TN101,
Bacillus sp. TN102, Rhodococcus sp. TN113 1 Rhodococcus sp. TN401 su poreklom iz

laboratorijske kolekcije sojeva.

Tabela 2. Poznati sojevi okarakterisani kao tolerantni na teSke metale koris¢eni u radu.

Bakterijski soj Referenca
Rhodococcus sp. TN101 (Narancic, 2012)
Bacillus sp. TN102 (Narancic, 2012)
Rhodococcus sp. TN113 (Narancic, 2012)
Rhodococcus sp. TN401 (Narancic, 2012)
Cupriavidus metallidurans CH34 ATCC 43123
Cupriavidus necator H16 ATCC 23440
Pseudomonas aeruginosa PAO1 ATCC 15692
Pseudomonas putida KT2440 ATCC 47054

3.3.1. Sposobnost rasta slobodnozZiveéih bakterija u prisustvu teSkih metala

Da bi se ispitala sposobnost rasta izolata iz sedimenata rudnika (odeljak 3.2.2.) u prisustvu
teSkih metala koriS¢en je MT medijum (eng. Metal Toxicity) (Sani et al., 2001). Ovaj
medijum je sadrzao: 5,1 g I Na-laktata; 2,1 g 1" Na,SO,; 0,06 g I'" anhidrovanog CaCl,;
1 g 1" NH,CL; 1 g 1" MgSOy; 0,05 g 1" ekstrakta kvasca; 0,5 g 1" triptona i 10,9 g I
1,4-piperazindietansulfonske kiseline (PIPES), pH 7. U ¢vrstu MT podlogu dodavano je 15
g 1" agara (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, Nju DzZersi, SAD). Ispitana je
sposobnost rasta u prisustvu slede¢ih metalnih jona: Ni2+, Cd2+, Cr6+, Cu2+, Hg2+, Zn*t i

Fe** ¢ije su soli (NiCl, CdSQOy4, K»Cr,07, CuSOq4, HgCl,, ZnCl, 1 FeCls; Sigma-Aldrich,
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St Louis, Misuri, SAD) dodavane u MT medijum. Kori§¢ene koncentracije su preracunate
u odnosu na koncentracije dozvoljene Pravilnikom Ministarstva za zastitu Zivotne sredine
Tabela 1 (EPA/Serbia, 1994) i bile su 20 puta veée od dozvoljenih: 2.2 g I NiCl,; 111,2
mg I CdSOy; 11 g I K,Cr07; 5 g 17 CuSOy; 54 mg 17 HgCly; 12,6 g 1 ZnCly i 114 mg 1!
FeCl;. Takode, testiran je i rast u prisustvu visih koncentracija istih soli, koje odgovaraju
100 mM koncentraciji odgovaraju¢ih metalnih jona §to preracunato na koli¢inu soli tih
metala iznosi: 12,9 g 1" NiCly; 20,9 g I" CdSO4; 28,5 g 1" KoCr,07; 15,9 g 1" CuSOy;
27 g 1" HgCly; 13,6 g I ZnCly i 16,2 g I FeCls. Izolati su zasejani na &vrsti MT medijum i

inkubirani na 30°C a rast je prac¢en u toku 5-7 dana.

Krive rasta izolata su odredivane u tecnom MT medijumu (Sani ef al., 2001). Izolati su
prvo gajeni u MT medijumu (5 ml) 12 h na 30°C u orbitalnom Sejkeru uz meSanje od 180
obrt min”, nakon Gega je inokulum ove predkulture (2%, v/v) zasejavan u svez MT
medijum sa dodatim solima metala. Kulture su gajene 24 h na 30°C uz meSanje od 180
obrt min™ u orbitalnom $ejkeru, i u odredenim vremenskim intervalima uzimani su alikvoti
kulture kojima je izmerena apsorbancija na 600 nm (Agg, Ultrospec 3300 pro, Amersham
Biosciences, Bakinghemsir, Ujedinjeno Kraljevstvo). Koncentracije metala su
inkrementalno povecavane po 10 — 20% do dostizanja koncentracija na kojima izolati nisu

pokazivali rast.

3.3.2. Taksonomska identifikacija i filogenetska analiza bakterija tolerantnih na teske

metale

Kako bi se bakterije koje su pokazale sposobnost rasta u prisustvu teSkih metala
taksonomski identifikovale, prvo su umnozZeni geni za 16S rRNK (odeljak 3.2.1.2.)
koris¢enjem genomske DNK izolovane iz pojedinacnih kolonija (odeljak 3.2.2.4.) kao
matrice. U ovom slucaju sekvencirano je 1300 bp dobijenih 16S rDNK fragmenata za
razliku od taksonomske identifikacije klonova 16S rDNK biblioteka dobijenih
metagenomskim pristupom (kada je sekvencirano pocetnih 500 bp). Sekvence su

deponovane u GenBank bazi podataka sa pristupnim brojevima: JX036476 - JX036481.

Dobijene sekvence 16S rRNK gena izolata su koriS§¢ene za pronalazenje slicnih sekvenci u

okviru Ribosomal Database Project-II Release 10 (RDP; http://rdp.cme.msu.edu; (Cole et
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al., 2009)). Nakon skra¢ivanja svih sekvenci do jednake duzine radeno je poredenje
sekvenci izolata sa sekvencama tipskih sojeva preuzetih iz RDP baze uz pomoc
CLUSTALW algoritma (Thompson et al., 1994). Filogenetska stabla su konstruisana
koriS¢enjem ,,neighbor-joining* (NJ) algoritma sa Jukes-Cantor korekcijom udaljenosti
(oba algoritma su ukljuc¢ena u PHYLIP programski paket:
http://bioweb2.pasteur.fr/;(Felsenstein, 1989)). Filogenetsko stablo je ukorenjeno
koriiéenjem sekvence gena za 16S rRNK Pseudomonas putida DSM 291"

3.3.3. Sposobnost bakterijskih izolata da formiraju biofilm u mikrotitarskim plo¢ama

Sposobnost izolata iz sedimenata rudnika bakra koji su rasli u prisustvu teskih metala i
preselektovanih poznatih sojeva (Tabeli 2) da formiraju biofilm ispitana je kvantitativnim
esejem u polistirenskim mikrotitarskim plocama sa 96 otvora (SARSTEDT, Newton,

Severna Karolina, SAD) po opisanoj metodi (Heilmann et al., 1996).

Za potrebe ovog eksperimenta koriéeni su TSB medijum (30 g I''; enl. Tryptic Soy Broth;
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, Nju DZersi, SAD) sa dodatkom glukoze
(0,25%, w/v) i MT medijum (odeljak 3.3.1.) sa dodatkom hidrolizata kazeina (0,1%; 1%;
1,5% i 2%; w/v). Izolati su prvo gajeni u 5 ml TSB i MT medijuma 12 h na 30°C uz
mesanje od 180 obrt min" u orbitalnom $ejkeru. Ovako dobijenim predkulturama (1%
inokulum, v/v) inokulirane su mikrotitarske ploce sa TSB 1 MT medijumima (200 pl
medijuma po otvoru). Posle inkubacije u orbitalnom Sejkeru (3-7 dana, 30°C, 30
obrt min™") mikrotitarske ploe su pazljivo isprane dva puta sterilnim PBS puferom (eng.
Phosphate Buffered Saline; 200 pl po otvoru; 8 g 1! NaCl; 0,2 g 1! KCI; 1,78 ¢ 1!
Na,HPO4 x 2 H,0; 0,27 g It KH,PO4; pH 7,4). A zatim, mikrotitarske ploce su susene
strujanjem vazduha (15 min) a preostale adsorbovane ¢elije na dnu svakog otvora su bojene
30 s 0,1% (v/v) vodenim rastvorom safranina u 20% (v/v) etanolu (Sigma-Aldrich, St
Louis, Misuri, SAD). Nakon bojenja izmerena je apsorbancija na 490 nm pomocu citaca
Multiskan RC 351 microplate reader (MTX Labsystems Inc., Vienna, Vajoming, SAD).

Kao kontrola, koriSé¢eni su neinokulirani otvori koji su sadrzali odgovaraju¢i medijum.
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3.3.4. Standardni biohemijski testovi za identifikaciju bakterija

Za fenotipsku karakterizaciju selektovanih izolata iz sedimenata rudnika, koji su mogli da
rastu u prisustvu bar jednog teSkog metla, koriS¢en je set standardnih biohemijskih testova

(Tindall et al., 2007).

Lipaza test. Prisustvo lipaze je testirano na osnovu sposobnosti izolata da hidrolizuju
Tween 80 (polioksietilen sorbitan monooleat) na oleinsku kiselinu i sorbitol. Izolati su
zasejani na podlogu (10 g 1" peptona; 5 g I NaCl; 0,1 g I'' CaCl,; 20 g I agarai 0,5 g I
Tween 80) koja je sterilisana u autoklavu (30 min, 110°C). Zasejane podloge su inkubirane
24 h na 30°C i ukoliko je reakcija bila pozitivna oko kolonija su detektovane zone

prosvetljenja.

Redukcija nitrata. Ovim biohemijskim testom dokazivana je sposobnost izolata da
redukuju nitrate u nitrite. Podloga za ovaj test sastojala se od 0,2 g I'"' KNOs; i 5 g I
peptona. Podloga je razlivana u epruvete i sterilisana u autoklavu (20 min, 121°C). Izolati
su zasejavani u ovako pripremljenu podlogu i inkubirani 96 h na 30°C. Nakon perioda
inkubacije u epruvete je dodat rastvor A (100 ul; 0,8% (w/v) sulfanilna kiselina u
glacijalnoj siréetnoj kiselini), potom i rastvor B (100 pl; 0,5% (w/v) alfanaftilamin u

glacijalnoj sir¢etnoj kiselini). Pojava crvene boje bila je znak pozitivne reakcije.

KoriSéenje razlicitih izvora ugljenika. Sposobnost izolata da koriste razliite izvore
ugljenika (fruktoza, glukoza, ksiloza, saharoza, maltoza, glicerol i manitol) testirana je u
MSM (eng. Mineral Salts Medium) tecnom medijumu (9 g "' Na,HPO, x 12H,0; 1,5 g I
KH,PO,; 0,2 g 1" MgSO, x 7H,0; 0,002 g 1" CaCly; 1 g I'' NH,CI; 1 ml rastvora soli
(Schegel et al., 1961) i 15 g I bakterioloskog agara) uz dodatak supstrata (1%, w/v) kao
jedinog izvora ugljenika. Kulture su gajene 48 h na 30°C uz mesanje od 180 obrt min™ u

orbitalnom Sejkeru.

Rast u prisustvu NaCl i NaF. Ispitivani sojevi su zasejani u MT medijum (odeljak 3.3.1.)
sa dodatim NaCl (10%, w/v), odnosno NaF (1%, w/v) i inkubirani u orbitalnom Sejkeru

(30°C, 180 obrt min™). Rast izolata je praéen 5 dana.
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Rast na niskim pH vrednostima. Sposobnost izolata da rastu na pH 2 i pH 4 testirana je u
MT medijumu (sa dodatkom 1,5 % (w/v) hidrolizata kazeina) kome je pH vrednost
podesena upotrebom koncentrovane HCI. Nakon inkubacije 24 h na 30°C u orbitalnom
Sejkeru uz mesanje od 180 obrt min™, kulturama je izmerena apsorbancija na 600 nm (Ao,
GeneQuant pro, Amersham Biosciences, Bakinghemsir, Ujedinjeno Kraljevstvo). Kao

kontrola rasta koriS¢ene su bakterijske kulture gajene u MT medijumu pH 7.

Hidroliza eskulina. Izolati su gajeni u 5 ml eskulin bujona (komercijalna podloga, Torlak,
Srbija) 48 h na 30°C. Detekcija je vrSena dodavanjem nekoliko kapi 10% (w/v) FeCls.

Crna boja predstavljala je indikaciju da soj razlaze eskulin.

Kori¥¢enje citrata. Pripremljen je Simonsov citratni agar (0,2 g 1" MgSO, x 7H,0; 1 g I'!
NH H,POy; 1 g I KH,POy; 2 g I'' natrijum citrata; 5 g 1" NaCl; 0,08 g I brom timol plave
boje i 15 g I'' agara). Izolati su zasejani na podlogu i inkubirani 48 h na 30°C. Promena
boje podloge iz zelene u plavu ukazivala je da ispitivani soj koristi citrate kao izvor

energije.

Ispitivanje prisustva katalaze. Ezom je zahvacena velika koliCina ¢elija sa Cvrste LB
podloge koje su potom nanete na sterilnu Petri Solju. Na ¢elije je sipano 1-2 kapi 3% (v/v)
vodonik peroksida (Zorka Pharma, Srbija). Ukoliko je ispitivani soj posedovao enzim

katalazu, dolazilo je do burne reakcije uz oslobadanje mehuri¢a kiseonika.

Hidroliza uree. ,Christensen urea agar® (gotova podloga, Torlak, Srbija) je nakon
sterilizacije (20 min, 121°C) razliven u iskoSene epruvete. Ohladene i stegnute podloge
imale su zutu boju. Zasejavanje je vrSeno po kosini, a zasejana podloga je inkubirana
24-72 h na 30°C. Pojava crvene boje bila je indikator da izolat ima sposobnost da razlaze

urcu.

Proizvodnja indola. Izolati su zasejani u podlogu (20 g I'' peptona i 5 g I NaCl) i
inkubirani 24 h na 30°C, nakon cega je dodavan reagens po Ehrlich-u (1 ml; 8 g
p-dimetilaminobenzaldehida, 760 ml 96% etanola 1 160 ml koncentrovane HCI). Pojava

crvenog prstena oznacavala je da mikroorganizam proizvodi indol.
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Hemoliza. Za ispitivanje hemoliticke sposobnosti izolata koriS¢ena je komercijalna
podloga ,,Columbia blood agar“ (Neogen Corporation, Skotska, Ujedinjeno Kraljevstvo)
koja sadrzi ov¢€iju krv. Sveze pripremljena podloga je crvene boje. Izolati su na ovom
medijumu gajeni 12 h na 37°C. Ukoliko su bakterije stvarale hemolizine, oko bakterijskih
kolonija su se pojavila prosvetljenja tj. zone hemolize u kojima je doslo do liziranja
eritrocita. Na osnovu izgleda zone hemolize razlikuju se o i f-hemoliza. B-hemoliza se
odlikuje kompletnom lizom eritrocita 1 gubitkom obojenosti hemoglobina zbog cega je
zona hemolize potpuno svetla, dok o—hemoliza podrazumeva delimi¢nu lizu eritrocita 1
redukciju hemoglobina u methemoglobin zbog ¢ega je zona zelenkaste boje (Ryan and Ray,

2004).

3.4. Mehanizmi tolerancije na teSke metale

3.4.1. UmnoZavanje gena za determinante rezistencije na teSke metale

Kako bi se ispitali mehanizmi potencijalno odgovorni za toleranciju izolata na teske metale,
umnoZavani su geni (Tabela 3) &iji produkti obezbeduju rezistenciju na Ni*", Cd**, Cr®",
Cu*', Hg*" i Zn*". Korii¢en je aparat GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem,
Foster City, Kalifornija, SAD), prajmeri navedeni u tabeli 4 i programi navedeni u tabeli 5.

Tabela 3. Odabrani geni ¢iji produkti obezbeduju rezistenciju na teske metale.

Metali na Ocekivana
Funkcija proteina koji koje duZina
Gen kodira obezbeduje Referenca fragmenta,
rezistenciju bp
necA komponenta Ncc sistema Ni**, Co*" i (Schmidt and 1161
za efluks Ccd** Schlegel. 1994)
czcA komponenta CzcABC Co™",Zn*"i (Nies, 1992) 1885
efluks pumpe cd**
chrB transkripcioni aktivator crst (Juhnke et al., 450
ChrA efluks pumpe 2002)

copAl oksidaza bakra Cu* (Nies, 1999) 1186
merA reduktaza Zive Hg* (Misra, 1992) 779
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Kao matrica u reakcijama umnoZzavanja koriS¢ena je ukupna genomska DNK (odeljak
3.2.2.4)) izolata iz rudnika koji su pokazali sposobnost rasta u prisustvu teskih metala i

bakterijskih sojeva navedenih u tabeli 2.

Tabela 4. Prajmeri koriS¢eni za umnoZzavanje i sekvenciranje gena odgovornih za rezistenciju na

teSke metale.

Naziv Sekvenca (5°-3) Referenca
nccA_F ACGCCGGACATCACGAACAAG (Abou-Shanab et al., 2007)
nccA_ R CCAGCGCACCGAGACTCATCA (Abou-Shanab et al., 2007)
czcA F GTTTGAACGTATCATTAGTTTC (Trajanovska et al., 1997)
czcA R GTAGCCATCCGAAATATTCG (Trajanovska et al., 1997)
chrB F GCGAAAGCAAGATGTCGATCG (Abou-Shanab et al., 2007)
chrB R GTCGTTAGCTTGCCAACATC (Abou-Shanab et al., 2007)
mer4_F ACGGTCGCCACTTGCGGAT (Davis, 2011)
merd4_R CACGCCAAGTACGAAGGCAT (Davis, 2011)
copA_F TGAGTCATCATCGTGTCGTT (Rojas et al., 2011)
copA_R GGCAGCTACTGGTATCAC (Rojas et al., 2011)

Reakcije za PCR su pripremane na slede¢i nacin: reakciona smeSa sadrzala je, pored
genomske DNK, svaki od prajmera u koncentraciji od 100 pmol pl™', ANTP sme$u (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD) u finalnoj koncentraciji od 2 mM, 1,25 U
IMMOLASE polimeraze (Bioline, London, Ujedinjeno Kraljevstvo), 1 x IMMOLASE
pufer i 2,5 mM MgClL. Rezultati PCR reakcija analizirani su horizontalnom
elektroforezom (odeljak 3.6.1.), a odgovaraju¢i fragmenti iseCeni iz gela, precisceni
upotrebom komercijalnog QIAquick Gel Extraction kita (QIAGEN GmbH, Hilden,

Nemacka) i sekvencirani (odeljak 3.6.2.) kori§¢enjem prajmera navedenih u tabeli 4.
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Tabela 5. Programi koris¢eni za umnoZzavanje gena odgovornih za rezistenciju na teske metale.

Temperatura Vreme, min Faza reakcije Broj ciklusa
L2~ 95°C 7 Denaturacija DNK 1
£Y§ 95°C 1
S5 = 57°C 1.5 "Umnozavanje DNK 35
£ 85 72°C 2
- = 72°C 3 Finalna elongacija 1
2 95°C 7 Denaturacija DNK 1
S 5 95°C 1
g S 55°C 1 "Umnozavanje DNK 35
g = 72°C 1
=h 72°C 5 Finalna elongacija 1
o 95°C 5 Denaturacija DNK 1
S g 94°C 15
,§ fé) 56°C 1 "Umnozavanje DNK 35
£ 3 70°C 3
= 70°C 7 Finalna elongacija 1

“Pod umnozavanjem DNK se podrazumeva denaturacija DNK, aniling prajmera i elongacija.

3.4.2. Istovremena tolerancija slobodnoZiveéih bakterija na viSe teSkih metala

Za analizu sposobnosti slobodnozivecih bakterija da rastu u prisustvu vise teskih metala
istovremeno, koris¢en je MT medijum (odeljak 3.3.1.) u koji je dodat 1,5% (w/v) hidrolizat
kazeina kako bi se pospesio rast izolata, i smeSa slede¢ih metala: 5 mM Cu**, 2,5 mM Cd**
i 1,5 mM Cr®". Koris¢ene koncentracije metala su odredene uzimajuéi u obzir maksimalne
koncentracije pojedinac¢nih metala u prisustvu kojih su izolati rasli u tecnom MT medijumu
(odeljak 3.3.1.). Kao kontrolni eksperiment, pojedinacni izolati su zasejani u medijum sa
pojedina¢nim metalima u prisustvu kojih imaju sposobnost rasta, a koriS¢ene su

koncentracije jednake pojedina¢nim koncentracijama metala u smesi.

Pored rasta pojedina¢nih izolata, analiziran je i1 rast bakterijskih zajednica, koje su
definisane imajuci u vidu sposobnost izolata da rastu u prisustvu pojedinacnih teskih metala

(odeljak 3.3.1.) kao i sposobnost formiranja biofilma (odeljak 3.3.2.). Dodatno, bakterijski
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sojevi koji su pokazali sposobnost rasta u prisustvu istog teSkog metala su u zajednici

testirani na rast u prisustvu tog metala.

Predkulture, dobijenjem gajenjem pojedina¢nih izolata u 5 ml MT medijuma (30°C, 180
obrt min™) do apsorbancije 0,8 na 600 nm, koriiéene su kao inokulumi (4%, v/v) koji su
zasejavani u svez MT medijum (5 ml) u koji je dodata smeSa soli metala. Prilikom
zasejavanja bakterijskih zajednica koriS¢ena je koli¢ina predkulture svakog pojedinacnog
izolata do 4% (v/v) inokuluma. Uzorci su inkubirani 48 h na 30°C u orbitalnom $ejkeru uz
mesanje od 180 obrt min"'. Nakon inkubacije, precizno je odmereno po 4 ml kulture i
centrifugirano (10 min, 3 000 x g, Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka).
Supernatanti su zatim odliveni a talozi suSeni 3 dana na 65°C i izmerena je suva Celijska

masa (CDW od eng. Cell Dry Weight) na analiti¢koj vagi (Sartorius, Getingen, Nemacka).

3.4.3. Tolerancija bakterijskog biofilma na prisustvo pojedinac¢nih te§kih metala

Inicijalno, sposobnost izolata da formiraju biofilm analizirana je u standardnim
polistirenskim mikrotitarskim plocama gde se biofilm formira na dnu svakog otvora
(odeljak 3.3.3.). Za analizu tolerancije biofilma na prisustvo jednog ili vise teSkih metala,
biofilmovi su formirani na silikonskim cev¢icama u formatu ploce sa 96 otvora, §to je
omogucavalo prenosenje i uranjanje tako formiranih biofilmova u medijume sa povecanim

koncentracijama metala (Slika 10).

Slika 10. Mikrotitarska ploca sa 96 otvora i pri¢vrS¢enim silikonskim cev€icama na poklopcu za

gajenje bakterijskog biofilma.
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Bakterijski biofilmovi su gajeni na cev€icama, napravljenim od silikonskog creva (Carl
Roth GmbH, Karlsrue, Nemacka), duzine 1 cm, spoljasnjeg pre¢nika 2,5 mm i unutra$njeg
precnika 0,5 mm, koje su bile pricvr§¢ene za poklopac mikrotitarske ploce (Slika 10).
Prilikom zatvaranja poklopca, ove silikonske cev€ice potpuno su uranjale u otvore
mikrotitarske ploce, na taj nacin pruzaju¢i potporu za formiranje biofilma. U otvore
mikrotitarske ploCe sipan je MT medijum (odeljak 3.3.1.) (200 ul po otvoru; sa dodatkom
1,5% (w/v) hidrolizata kazeina). Medijum je inokuliran bakterijskim predkulturama (1%
inokulum, v/v), dobijenim gajenjem pojedinacnih izolata u 5 ml MT medijuma 12 h na
30°C u orbitalnom 3ejkeru uz mesanje od 180 obrt min'. Mikrotitarske ploe su inkubirane
3 dana na 30°C u orbitalnom 3ejkeru uz mesanje od 30 obrt min™'. Nakon inkubacije
poklopac sa silikonskim cev¢icama na kojima je biofilm, je bio prebacen na novu
mikrotitarsku plocu sa MT medijumom (200 pl po otvoru; sa dodatkom 1,5% (w/v)
hidrolizata kazeina) sa dodatim solima metalima u odgovaraju¢éim koncentracijama.
Koris¢ene su maksimalne koncentracije metala u prisustvu kojih su slobodnoziveée
bakterije pokazale sposobnost rasta (odeljak 3.3.1.; 1 mM — 3 mM Cr®", 2 mM — 10 mM
Cu*, 5mM Cd*), a koriiéene su i dvostruko veée koncentracije. Ovako pripremljena
mikrotitarska plo¢a je inkubirana slede¢a 3 dana na 30°C u orbitalnom $ejkeru uz mesanje
od 30 obrt min"'. Nakon toga poklopac sa cev&icama na kojima je biofilm je bio prebagen
na novu plocu, sa PBS puferom (200 pl po otvoru; odeljak 3.3.3.) koja je Citava izlozena
delovanju ultrazvu¢nih talasa, frekvencije od 20 kHz do 400 kHz, u trajanju od 5 min u
vodenom kupatilu za sonifikaciju (Aquasonic 250 HT Ultrasonic Cleaner, VWR
International, Radnor, Pensilvanija, SAD; Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerzitet u
Beogradu). Bakterije koje su na ovaj nacin uklonjene sa biofilma serijski su razblazene
(107, 10, 10™) u PBS puferu i zasejane na &vrstu LB podlogu. Bakterije su inkubirane

(24 - 48 h, 30°C) i broj vijabilnih bakterija odreden je kao u odeljku 3.2.2.1.

3.4.4. Tolerancija biofilma na prisustvo viSe teSkih metala istovremeno

Bakterijski biofilmovi su gajeni na silikonskim cev€icama kao §to je opisano u odeljku
3.4.3. Umesto pojedinacnih soli metala, MT (odeljak 3.3.1.) medijumu je dodata smeSa
soli Cu2+, Cd*" i Cr*". Korid¢ene su dve smese sledecih koncentracija: 5 mM Cu2+, 2,5 mM

Cd* i 1,5 mM Cr*, odnosno 10 mM Cu*', 5 mM Cd*" i 3 mM Cr®". Analiziran je rast
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biofilmova pojedinacnih izolata i bakterijskih zajednica, definisanih uzimajuéi u obzir
sposobnost rasta zajednica slobodnoziveéih bakterija u prisustvu vise metala istovremeno

(odeljak 3.4.2).

3.5 Uticaj bakterijskih biofilmova na in vitro proces luzenja

3.5.1. Gajenje bakterijskog biofilma na vecoj skali

Tri bakterijska biofilma (Pseudomonas aeruginosa PAO1; zajednica - Staphylococcus sp.
MSI08, Rhodococcus sp. TN113 1 P. aeruginosa PAO1; zajednica - Staphylococcus sp.
MSIO08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113, Cupriavidus metallidurans
CH34 1 P. aeruginosa PAO1) su gajena na vecoj skali u TSB medijumu. Izolati su prvo
gajeni u 5 ml TSB medijuma 12 h na 30°C uz mesanje od 180 obrt min™ u orbitalnom
Sejkeru. Ove predkulture koriS¢ene su za inokulaciju (1% inokulum, v/v) svezeg TSB
medijuma (10 ml) u koji je dodato i parce silikonskog creva (Carl Roth GmbH, Karlsrue,
Nemacka), duzine 2 cm, spoljasnjeg preCnika 5 mm 1 unutraSnjeg precnika
3 mm, koje je prethodno sterilisano rastvorom etanola (70%, v/v). Prilikom gajenja
biofilma bakterijskih zajednica koris¢ena je koli¢ina predkulture svakog pojedinacnog
izolata do 1% (v/v) inokuluma. Kulture su inkubirane Cetiri dana na 30°C uz meSanje od
180 obrt min" u orbitalnom $ejkeru, a nakon toga jo§ 5 dana na 30 °C, bez meSanja. Za
potrebe ispitivanja uticaja metala na preZivljavanje ¢elija u biofilmu, u TSB medijum je

prilikom inokulacije dodavana smesa 5 mM Cu2+, 2,5 mM cd* i 1,5 mM .

3.5.2. Karakterizacija bakterijskog biofilma

3.5.2.1. Spektroskopija sa infracrvenom Furijeovom transformacijom (FT-IR )

Uzorci za FT-IR spektroskopiju (eng. Fourier transform infrared spectroscopy) su
pripremljeni meSanjem uzoraka bakterijskih biofilmova (odeljak 3.5.1.) sa KBr i smesa je
pod visokim pritiskom komprimovana u tabletice. Analiza je uradena na uredaju ATR-IR

Nicolet 380 (Thermo Fisher Scientific, KembridZ, Ujedinjeno Kraljevstvo; Hemijski

55



fakultet, Univerzitet u Beogradu). Dobijeni spektri predstavljaju 64 uzastopna snimka u

rasponu talasnog broja od od 4000 do 400 cm™, pri rezoluciji od 4 cm™.

3.5.2.2. Elementalna organska mikroanaliza

Uzorci bakterijskih biofilmova odgajani na veéoj skali (odeljak 3.5.1.) su u potpunosti
osuseni (60 min, 100°C), nakon ¢ega je odmereno po 0,5 g uzorka za elementalnu analizu

koja je radena kao S§to je opisano u odeljku 3.1.1.

3.5.2.3. Ekstrakcija i kvalitativna analiza Secera iz bakterijskih biofilmova

Uzorci bakterijskih biofilmova gajeni su na vecoj skali (odeljak 3.5.1.) do 300 mg vlazne
mase 1 ispirani su vodom kako bi se uklonile komponente podloge. Posle suSenja etanolom
uradena je hidroliza uzoraka sa rastvorom tri-fluor siréetne kiseline (2 M, 15 ml) u trajanju
od 12 h Monosaharidne komponente u hidrolizatu analizirane su silaznom
hromatografijom na filter papiru Whatman No.1 (GE Healthcare, Bakinghemsir,Ujedinjeno
Kraljevstvo) u razvijacu etil-acetat-piridin-voda (10:4:3, v/v/v). Posle razvijanja i1 suSenja,
hromatogram je izazivan acetonskim rastvorom AgNOj; i1 alkoholnim rastvorom NaOH
(Ivany and Heimer, 1973). Monosaharidne komponente su kvalitativno identifikovane

poredenjem sa standardima.

3.5.2.4. Bojenje Zivih i mrtvih bakterijskih celija u biofilmu

Kombinacija boja SYTO® 9 i propidijum jodid (PI) (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija,
SAD) boji intaktne bakterijske éelije zelenom bojom (SYTO® 9), a bakterije sa osteéenom

¢elijskom membranom (mrtve) crvenom bojom (PI) (Saravanan et al., 2006).

Biofilmovi su gajeni kao $to je opisano u odeljku 3.5.1., s tim §to je u medijum umesto
silikonskog creva stavljano pokrovno borosilikatno stakalce za mikroskopiranje na kome se
tokom inkubacije formirao biofilm. Nakon inkubacije, pokrovno stakalce sa biofilmom je
izvadeno iz medijuma i osuseno pod strujom vazduha. Potom je na stakalce naneta vodena
smesa boja (50 ul; 15 pM SYTO® 9 i 15 uM propidijum jodid) i uzorak je inkubiran 15
min na ambijentalnoj temperaturi u mraku, nakon ¢ega je pokrovno stakalce stavljeno na

mikroskopsku plocicu i uzorak je analiziran mikroskopiranjem (odeljak 3.6.5.)
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3.5.3. Uticaj bakterijskog biofilma na rast soja Acidithiobacillus ferrooxidans

Kako se za procese bioluzenja uglavnom koriste gvozde-oksidujuce bakterije kao Sto je
Acidithiobacillus ferrooxidans, za potrebe ove studije ispitana je sposobnost rasta ovog
mikroorganizma u prisustvu jednog od tri bakterijska biofilma: P. aeruginosa PAOI;
zajednice Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113 i P. aeruginosa PAOI1;
zajednice Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113,
C. metallidurans CH34 1 P. aeruginosa PAO1. A. ferrooxidans je izolovan iz RTB Bor 1

deo je kolekcije mikroorganizama Centra za hemiju, IHTM, Univerziteta u Beogradu.

Bakterijski biofilmovi pojedinacnih izolata iz rudnika i bakterijskih zajednica tolerantnih na
prisustvo teskih metala gajeni su na silikonskim cev¢icama kao §to je opisano u odeljku
3.4.3. Koris€eni su biofilmovi gajeni u MT te€noj podlozi sa dodatkom 1,5% (w/v)
hidrolizata kazeina. Poklopac sa silikonskim cevcicama na kojima je biofilm prebacen je
na novu mikrotitarsku plo¢u inokuliranu sojem A. ferrooxidans u 9K tecnoj podlozi
(odeljak 3.2.2.2.) (Karavaiko et al., 1988a). Mikrotitarske plo¢e su inkubirane 14 dana na

28°C, a rast bakterija je proveravan svaki dan.

3.5.4. In vitro model bioluZenja

In vitro model bioluzenja raden je na uzorku jalovine uzete iz flotacije Veliki Krivelj (RTB
Bor), sa osnovnim karakteristikama prikazanim u tabeli 6. SmesSa za bioluzenje sadrzala je
100 ml 9K medijuma, 10" ml™ éelija 4. ferrooxidans, 1% (w/v) jalovine i 0,36% (w/v,
vlazne mase) jednog od tri biofilma (P. aeruginosa PAOI; zajednica Staphylococcus sp.
MSIO08, Rhodococcus sp. TN113 1 P. aeruginosa PAOI1; zajednica Staphylococcus sp.
MSI08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113, C. metallidurans CH34 i
P. aeruginosa PAO1). Odgovarajuc¢i kontrolni eksperimenti bez biofilma i1 bez
A. ferrooxidans su takode bili ukljuceni u eksperiment. Ovako napravljene smesSe su
inkubirane 7 dana u staklenim erlenmajer sudovima zapremine 250 ml, na 28°C uz me$anje
od 150 obr min"' u orbitalnom 3ejkeru (Karavaiko er al, 1988b). Za potrebe ovog

eksperimenta bakterijski biofilmovi su gajeni kao §to je opisano u odeljku 3.5.1.
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Nakon inkubacije, reakciona smesa je profiltrirana kroz filter membranu otvora 0,45 pm
(Filtropur S, SARSTEDT, Newton, Severna Karolina, SAD) i analizirana pomocéu
ICP/OES THERMO iCAP 6500 Duo (Thermo Fisher Scientific, Kembridz, Ujedinjeno
Kraljevstvo; Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu).

Tabela 6. Fizicko-hemijske karakteristike, mikroanaliza i prisustvo teskih metala u uzorku jalovine

iz flotacije Veliki Krivelj, RTB Bor.

Karakteristika Uzorak jalovine
pH u H,O 9.83
pH u 0.01M CaCl, 9.85
Vlaznost, % (w/w) 1.77
Gubitak zarenjem 357
na 550 °C, % ’
CO; (%) 1.8
N /
Mikroanaliza C 32
-1
(gke’) H 4.8
S 38.1
Fe 32584
Ti 888
Cu 485
Sn 363
Mn 270
Sr 130.8
\% 106
Metal” Zn 97.8
(mg kg™) Cr 423
Co 25.6
Mo 12.4
Ni 9.2
Se 53
Pb 3.1
Sb 1.9
B 1.7

“detektovane koncentracije As, Bi, Cd, Te, Tl su bile < 0.5 mg kg
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3.6. Opste molekularno bioloSke i analiticke metode

3.6.1. Agarozna gel elektroforeza

Rezultati izolacije metagenomske i genomske DNK, reakcije lancane polimerizacije i
seCenja DNK restrikcionim enzimima analizirani su horizontalnom elektroforezom na
agaroznim gelovima (0,6-1%, w/v) pripremljenim u TBE puferu (TBE od Tris, Borna
kiselina, EDTA; 10,9 g I TRIS; 5,56 g 1! borne kiseline i 093 ¢ 1! EDTA). Etidijum
bromid je dodavan u gel za elektroforezu u finalnoj koncentraciji od 0,5 pg ml™.
Elektroforetsko razdvajanje vrseno je pri konstantnom naponu elektricnog polja od 8 V po
duznom centimetru gela. Razdvajanje uzoraka praceno je kretanjem fronta indikatorske
boje (bromfenol plavo ili oranz G), a detekcija uzoraka na gelu vrSena je osvetljavanjem
gela ultraljubi¢astom svetlos¢u talasne duzine 260 nm (BioDoc Analyze, Biometra,

Nemacka).

Velicina DNK fragmenata je odredivana poredenjem njihove elektroforetske pokretljivosti
sa pokretljivos¢u standarda poznate molekulske mase. Kao marker molekulskih veli¢ina
koris¢eni su A DNA — EcoRI/HindIIl (564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3503, 4268,
4973, 5248, 21226 bp), O’RangeRuler™ 100 bp DNK marker (100 — 1500 bp; Fermentas
UAB, Viljnus, Litvanija), O’GeneRuler'™ 100 bp DNK marker (100 — 3000 bp; Fermentas
UAB, Viljnus, Litvanija) 1 1 kb DNK marker (250 — 10 000 bp; NIPPON Genetics
EUROPE GmbH, Diren, Nemacka).

3.6.2. Sekvenciranje DNK

PCR proizvodi i restrikciono provereni plazmidi (odeljak 3.2.1.3.) su sekvencirani na
aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD), uz
upotrebu komercijalnog kita za sekvenciranje BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing

(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD).

Reakciona smesa za sekvenciranje (8 pl) sadrzala je: ,,Ready Reaction Mix* (3 pl), prajmer

kojim je vrseno sekvenciranje (3,2 pmol) i DNK koja se sekvencira (1-2 ng na 100 bp
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ukoliko se sekvencira PCR proizvod, odnosno 150 - 300 ng plazmida). Prvi korak
sekvenciranja raden je na PCR aparatu (GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornija, SAD) koris¢enjem slede¢eg programa: jedan ciklus inicijalne
denaturacije (1 min, 96°C) 1 25 ciklusa denaturacije (10 s, 96°C), anilinga prajmera

(5 s, 55°C) i elongacije (4 min, 60°C).

Nevezani obelezeni nukleotidi su uklonjeni dodavanjem 40 ul rastvora A (1,2 ml 3M
CH3;COONa, pH 5,2; 25 ml 96% (v/v) etanola 1 5,8 ml destilovane vode) 1
centrifugiranjem (10 min, 10 000 % g, Eppendorf Centrifuge 5415 D, Hamburg, Nemacka).
Nakon odlivanja supernatanta talog je ispran 70% (v/v) etanolom (200 pl) i centrifugiran
(10 min, 10 000 x g, Eppendorf Centrifuge 5415 D, Hamburg, Nemacka). Po odlivanju
supernatanta korak ispiranja ponovljen je jo§ jednom. Talog je osusen i rastvoren u 25 pl

formamida (Hi-Di Formamide, Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD).

Analiza sekvenci radena je na aparatu Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer

programom SeqAnalyzer, u okviru softverskog paketa samog citaca.

3.6.3. Izolacija i odredivanje koncentracije ukupnih proteina iz bakterijskih kultura

Ukupni proteini iz uzoraka bakterijskih kultura izolovani su koriS¢enjem reagensa
BugBuster Protein Extraction Reagent po uputstvu proizvodaca (Novagen, Merck KGaA,
Darmstad, Nemacka). Izolati su gajeni u TSB medijumu (5 ml); (odeljak 3.3.3.) uz dodatak
2 mM Cu®", 12 h na 30°C uz mesanje od 180 obrt min™ u orbitalnom 3ejkeru, nakon Gega je
izmerena apsorbancija kultura na 600 nm 1 one su centrifugirane (5 min,
3 000 x g, Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka). Potom je odliven
supernatant, a talozi su resuspendovani u odgovarajucoj zapremini PBS pufera, tako da u 1
ml svakog resuspendovanog uzorka apsorbancija na 600 nm bude 20. Uzorci (1 ml) su
zatim centrifugirani (5 min, 3 000 x g, Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka),
odliveno je 700 pl supernatanta, a talozi su resuspendovani u prestalih 300 pl 1 dodat je
BugBuster Protein Extraction Reagent (30 pl). Nakon inkubacije 15 min na 37°C u aparatu
Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, Nemacka) uz mesanje od 500 obrt min™,
uzorci su centrifugirani (20 min, 20 000 x g, 4°C, Eppendorf Centrifuge 5417 D, Hamburg,

Nemacka) i1 izdvojeni su supernatanti.
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Koncentracija proteina odredena je metodom po Bradford-u (Bradford, 1976), koja se
zasniva na upotrebi bojenog reagensa CBB G-250 (BioRad Protein Assay, BioRad
Laboratories, Kalifornija, SAD). Za odredivanje koncentracije proteina u 1 ml bojenog
reagensa dodavano je 20 pl smeSe ukupnih proteina nepoznate koncentracije. Nakon
inkubacije od 15 min na 25°C izmerena je apsorbancija na 595 nm (Ases, Ultrospec 3300
pro, Amersham Biosciences, Bakinghemsir, Ujedinjeno Kraljevstvo). Koncentracija
proteina je odredena na osnovu strandardne krive koja predstavlja odnos poznatih
koncentracija proteinskog standarda (BSA, od eng. Bovin Serum Albumine) i

odgovarajucih Asgsym vrednosti.

3.6.4. Esej oksidacije 2,6-dimetoksifenola

Kvantitativno odredivanje aktivnosti enzima multi bakar oksidaze (CopA) u okviru
ukupnog proteinskog ekstrakta bakterija zasnivalo se na oksidaciji 2,6-dimetoksifenola
(DMP od eng. 2,6-dimethoxyphenol; Acros Organics, Gil, Belgija) (Hsiao et al., 2011), pri
¢emu nastaje bojeni proizvod 3,3',5,5'-tetrametoksidifenilhinon (Solano et al., 2001).
Reakciona smesa (900 pl) sadrzala je 2 mM DMP u fosfatnom puferu (0,IM, pH 5) i
0,ImM Cu”". Reakcija je otpogeta dodavanjem 100 pl supernatanta sa ukupnim proteinima
uzorka (odeljak 3.6.3.) u reakcionu sme$u, i nakon inkubacije 10 min na 37°C oditana je
apsorbancija smeSe na 468 nm (A4, Ultrospec 3300 pro, Amersham Biosciences,

Bakinghemsir, Ujedinjeno Kraljevstvo).
3.6.5. Mikroskopiranje

3.6.5.1. Fluorescentna mikroskopija

Uzorci za mikroskopiranje su bojeni sme$om boja SYTO® 9 i propidijum jodid (PI)
(odeljak 3.5.2.4.) a zatim posmatrani na Olympus BXS51 fluorescentnom mikroskopu
(Olympus, Shinjuku, Tokio, Japan), koriS¢enjem odgovarajucih filtera za detekciju PI i
SYTO" 9 boja i analizirani upotrebom Cytovision 3.1 softverskog paketa (Applied Imaging
Corporation, Santa Clara, Kalifornija, SAD). Maksimum ekscitacije tj. emisije za

SYTO® 9 je 480/500 nm, a za propidijum jodid 490/635 nm.
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Pored bakterijskih biofilmova (odeljak 3.5.2.4.), kombinacijom boja PI i SYTO® 9 bojene
su i slobodnozivece pojedinacne bakterije i bakterijske zajednice. Slobodnoziveée bakterije
1 zajednice su gajene u TSB medijumu (10 ml), bez metala i sa dodatkom smeSe metala,
12 h na 30°C uz meSanje od 180 obrt min" u orbitalnom 3ejkeru. Nakon inkubacije,
kulture (2 ml) su centrifugirane (45 s, 15 000 x g, Eppendorf Centrifuge 5415D, Hamburg,
Nemacka), supernatant je odliven i talog je resuspendovan u 1 ml PBS pufera. Nakon
centrifugiranja (30 s, 15 000 x g, Eppendorf Centrifuge 5415D, Hamburg, Nemacka) i
odlivanja supernatanta, talog je resuspendovan u 500 ul PBS pufera. Ovako pripremljenim
uzorcima dodata je vodena smesa boja (200 ul; 15 pM SYTO® 9 i 15 uM propidijum jodid)
i oni su inkubirani 15 min na ambijentalnoj temperaturi u mraku. Zatim je 50 pl uzorka
naneto na mikroskopsku ploc¢icu, pokriveno pokrovnim stakalcem i posmatrano pod

mikroskopom.

3.6.5.2. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Uzorci za transmisionu elektronsku mikroskopiju uzimani su nakon 48 h gajenja
bakterijskih kultura na 30°C uz mesanje od 180 obrt min" u orbitalnom $ejkeru u te¢nom
MT medijumu bez dodatka metala i sa dodatkom 3 mM Cr®". Priprema uzoraka za
mikroskopiranje je radena prema metodi O’Donnell et al. (O'Donnell et al., 1993), a za
mikroskopiranje je koriS¢en aparat Phillips CM12 TEM (Royal Philips Electronics,
Amsterdam, Holandija). I pripremna obrada uzoraka i mikroskopiranje uradeni su u Centru

za elektronsku mikroskopiju Bioloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.
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4. REZULTATI

4.1. Fizicko-hemijske karakteristike uzoraka sedimenata iz rudnika bakra

Rudarstvo predstavlja jednu od glavnih antropogenih aktivnosti koje dovode do zagadenja
sredine teSkim metalima (Passariello et al., 2002). Ovakvi uslovi zivotne sredine su veoma
nepovoljni, jer zagadenje narusava osnovne procese, a samim tim i funkcionisanje
zemljiSnog ekosistema 1 prisutnu zajednicu mikroorganizama. Ukoliko su prisutne,
oc¢ekivano je da se u sredini zagadenoj teSkim metalima nalaze bakterije koje su
prilagodene Zivotu u prisustvu teskih metala. 1z tog razloga su za potrebe ove studije uzorci
za izolaciju bakterija uzimani u okviru rudarsko-topionicarskog basena Bor, u kome se
uglavnom eksploatisu bakar i zlato. Uzorci sedimenata prikupljeni su iz dva rudnika bakra,
kao §to je opisano u odeljku 3.1. Uzorak oznacen sa MS je bio sediment iz rudnika bakra
sa povrsinskom eksploatacijom, dok je uzorak oznacen sa MU bio sediment iz rudnika sa

podzemnom eksploatacijom.

Najpre je uradena hemijska analiza uzoraka koja je podrazumevala merenje pH,
odredivanje postotka vlaznosti, elementalnu analizu i1 analizu prisustva teSkih metala
(Tabela 7). pH vrednost povrSinskog MS uzorka je bila 5,2, 1 ovaj uzorak je sadrzao 40%
(w/w) vode, dok je podzemni MU uzorak imao pH 3,9 i 76% (w/w) vode. Odredivanjem
sastava osnovnih elemenata uzoraka, odnosno ukupne koli¢ine ugljenika, azota, vodonika i
sumpora, pokazano je da je u uzorku MS bilo 3,3 puta viSe ukupnog ugljenika, 2,3 puta
viSe azota 1 1,3 puta viSe vodonika u odnosu na MU uzorak, dok je koli¢ina ukupnog
sumpora bila 45 puta visSa u MU uzorku u odnosu na MS uzorak, $to ukazuje na njegovo

neorgansko poreklo (Tabela 7).

Kvalitativnom 1 kvantitativnom procenom teskih metala u uzorcima povrSinskog i
podzemnog sedimenta, u oba uzorka su detektovane priblizno iste koncentracije Co i Zn,
dok su koncentracije drugih metala varirale izmedu dva uzorka. U povrSinskom MS uzorku

detektovano je viSe As, Cr i Ni, dok je u podzemnom MU uzorku bilo vise Cu i Cd
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(Tabela 7). Najveca razlika detektovana je za As i Cr, €ije su koncentracije bile 2000 i 85

puta ve¢e u MS uzorku, dok je 9,6 puta vise Cu detektovano u MU uzorku (Tabela 7).

Tabela 7. Fizicko-hemijske karakteristike, mikroanaliza i prisustvo teskih metala u uzorcima
sedimenata iz rudnika bakra sa povrSinskom eksploatacijom (MS) i podzemnom eksploatacijom

(MU).

Uzorci sedimenata

Karakteristika MS MU
pH 5.2 3.9
Vlaznost, % (W/w) 40 76

N 23 1
Mikroanaliza C 25.6 7.7
(gke) H 1.5 15.2

S 2.2 100.5

Al 4661 510

cd 75 x 10 140 x 10°°

Co 3 1

Cr 3 0.035
Metali Cu 23 222
(mgkg™) Fe 3650 1336

Mn 140 49

Ni 1643 x 10° 722 x10°

Zn 11 19

As 24 0.009
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4.2. Mikrobioloski diverzitet u sedimentima iz rudnika bakra

Kako bi se stekao kompletniji uvid u mikrobioloski diverzitet u sedimentima iz rudnika
bakra sa povrSinskom 1 sa podzemnom eksploatacijom, primenjene su dve

metode — metagenomski i pristup tradicionalne izolacije i kultivacije bakterijskih sojeva.

4.2.1. Metagenomska analiza mikrobioloskog diverziteta

Metagenomska DNK je uspesno izolovana iz oba uzorka sedimenta (Slika 11). U ovu
svrhu koriS¢ene su dve metode. Metoda zasnovana na tretiranju uzoraka mikrotalasima
(odeljak 3.2.1.1.) dala je slab prinos metagenomske DNK, koja nije bila odgovarajuce
Cistoce kako bi se koristila kao matrica u PCR reakciji za umnozavanje gena za 16S rRNK
(rezultati nisu prikazani). Komercijalnim MoBio PowerSoil kitom izolovana je
metagenomska DNK sa boljim prinosom i zadovoljavajuéeg kvaliteta za direktno
koris¢enje u PCR reakcijama bez dodatnog precis¢avanja (Slika 11).

a) b)
M MS MU MS MU

l
I

T (<

Slika 11. a) Izolovana metagenomska DNK iz uzoraka sedimenta povrsinskog (MS) i podzemnog
(MU) kopa rudnika bakra Bor; M — A DNA EcoRI/HinDIII marker, strelica pokazuje duzinu trake
od 21226 baznih parova; b) PCR proizvod dobijen umnozavanjem gena za 16S rRNK kori$¢enjem
metagenomske DNK uzoraka povrsinskog (MS) i podzemnog (MU) sedimenta kao matrice, M —
O’GeneRuler (Fermentas) marker, strelica ukazuje na duzinu trake od 1500 baznih parova; K —

negativna kontrola.

65



Koli¢ina izolovane metagenomske DNK iz MS uzorka bila je 7,2 pg g uzorka a koli¢ina
izolovana iz MU uzorka bila je 6 pg g uzorka. Odnos izmerenih apsorbancija na 260 nm i
280 nm za oba uzorka bio je priblizno 1,9 §to je ukazivalo na odgovarajucu cistoc¢u

izolovane DNK (Slika 11 a).

Geni za 16S rRNK su umnoZeni iz metagenomske DNK oba uzorka (MS i MU)
koris¢enjem univerzalnih bakterijskih prajmera kao $to je opisano u odeljku 3.2.1.2.
Dobijeni su fragmenti DNK duzine 1465 bp sa tupim (eng. blunt) krajevima (Slika 11 b),
koji su nakon preciS¢avanja iz gela uspeSno uklonirani u pCR®-Blunt vektor. Ovako
dobijenim ligacionim smeSama su transformisane elektrokompetentne Escherichia coli
DH5a celije, a selekcija transformanata je vrSena u prisustvu kanamicina na c¢vrstoj
podlozi. Na 35 ng DNK, koliko se nalazilo u 1 pl ligacione smese (odeljak 3.2.1.2.) kojom
su transformisane E. coli DH5a ¢celije, dobijeno je 435 transformanata iz MS i1 296
transformanata iz MU uzorka. Ovaj broj transformanata je smatran zadovoljavaju¢im za

sticanje opste slike o diverzitetu iz sedimenata.

Da bi se detektovali klonovi koji nose 16S rDNK fragment odgovaraju¢e duzine (1465 bp),
transformanti su provereni PCR reakcijom koriS¢enjem univerzalnih M13 prajmera
(odeljak 3.2.1.3., Slika 12 a). Ukoliko se u vektoru nalazi 16S rDNK fragment oc¢ekivano
je dobijanje PCR proizvoda duzine od 1700 bp, jer univerzalni prajmeri umnozavaju i
dodatnih 150 bp vektorske sekvence sa obe strane inserta. Od 435 MS transformanata 124
je nosilo fragment odgovarajuée duzine i oni su Cinili MS biblioteku, a od 296 MU
transformanata 194 je nosilo odgovarajuéi fragment i oni su ¢inili MU biblioteku. Na slici
12 a prikazana je izolovana DNK iz 14 transformanata MS biblioteke, brojevima 1-4, 6-9,
111 13 su obelezeni klonovi sa trakom odgovarajuée duzine. Iako je totalni broj dobijenih
transformanata bio 1,5 puta veci za biblioteku povrsinskog MS sedimenta, 2,3 puta vise
transformanata sa insertom prave duzine je detektovano u MU biblioteci. Tako da je na
kraju ukupan broj transformanata sa odgovaraju¢im insertom bio 1,5 puta ve¢i za MU u

odnosu na MS biblioteku.
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Slika 12. Provera odabranih 16S rDNK klonova iz biblioteka povrSinskog (MS) i podzemnog
(MU) sedimenta: a) PCR analizom koriStenjem univerzalnih M13 prajmera; M — O’GeneRuler
(Fermentas) marker, strelica ukazuje na duzinu trake od 2000 baznih parova; b) restrikcionom
analizom sa Rsal enzimom, M — O’RangeRuler (Fermentas) marker, strelica ukazuje na duzinu

trake od 1000 baznih parova; K — negativna kontrola.

Klonovi sa odgovaraju¢im fragmentom su analizirani pomo¢u ARDRA/RFLP metode
(odeljak 3.2.1.3.). Ova metoda podrazumeva secenje plazmida restrikcionim enzimima koji
statisticki ¢es¢e seku DNK, i njihovo grupisanje u operativne taksonomske jedinice (OTU),
na osnovu cega se izolati mogu filogenetski okarakterisati. Za analizu klonova u ovom
radu je koriS¢en enzim Rsal koji prepoznaje i sece Cetiri nukleotidna para (GT*AC). Na
osnovu profila elektroforetske pokretljivosti na agaroznom gelu klonovi MS biblioteke
grupisani su u 7 OTU, a klonovi MU biblioteke u 5 OTU. Na slici 12 b prikazani su
rezultati restrikcione analize za 10 MS klonova. Klonovi obelezZeni brojevima 1, 2,31 6 su
bili jedini predstavnici svojih grupa, dok su klonovi obelezeni brojevima 4 1 8 pripadali
istoj OTU, kao 1 51 7, odnosno 9 i 10 (Slika 12 b). Kako bi se rezultati ARDRA/RFLP
analize smatrali statisticki znafajnim, neophodno je koristiti najmanje tri restrikciona
enzima za analizu. Dobijeni rezultati ukazali su na postojanje znacajne raznovrsnosti
filogenetskih grupa u MS 1 MU uzorku, ali s obzirom na olakSanu dostupnost sekvenciranja

1 na relativno mali broj uzoraka, odlucili smo se da filogenetsku analizu klonova biblioteka
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uradimo delimi¢nim sekvenciranjem gena za 16S rRNK (do 500 bp) a ne detaljnijom

ARDRA/RFLP analizom.

a) b)
Actinobacteria Planct it
anctomycetes
16.3% Actinobacteria 4%y
%
Verrucomicrobia e
29, Proteobacteria
N 34.8 % Nitrospirae
92°/0\

Gemma
timonadetes

Acidobacteria 2%
32.7% Nitrospirae

Bacteroidetes 2%
10.2%

Slika 13. Raspodela filogenetskih grupa u dvema bibliotekama 16S rDNK klonova: a) iz
povrsinskog sedimenta (MS) i b) iz podzemnog sedimenta (MU).

Za inicijalno sekvenciranje nasumicno je odabrano po 10% od ukupnog broja klonova za
obe biblioteke (12 klonova MS 1 19 klonova MU biblioteke). Kako su rezultati
sekvenciranja ukazivali na ograniCeni diverzitet u MU biblioteci (visSe od 90%
sekvenciranih klonova pripadali su rodu Leptospirillum) a na znacajniji diverzitet medu MS
klonovima, odlu¢eno je da se dodatno sekvencira jo§ 10 klonova MU biblioteke i1 jo§ 46
klonova MS biblioteke, kako bi se stekla Sira slika o diverzitetu klonova. Finalno, u MS
biblioteci klonova podjednako dominantne grupe bile su Proteobacteria i Acidobacteria sa
ukupno 67,5% klonova, dok je u MU biblioteci dominirala bila grupa Nitrospirae sa 92%
klonova (Slika 13). Iako detektovane medu klonovima obe biblioteke, grupa
Actinobacteria bila je 4 puta viSe zastupljena u MS biblioteci, dok je grupa Nitrospirae
bila 46 puta zastupljenija u MU biblioteci. Veéi diverzitet, sa 7 razliCitih filogenetskih
grupa, detektovan je medu klonovima MS biblioteke (Slika 13 a). Pored dominantnih
grupa Proteobacteria 1 Acidobacteria kojima je pripadalo 34,8% 1 32,7% klonova,

detektovana je 1 grupa Actinobacteria kojoj je pripadalo 16,3% klonova, zatim
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Bacterioidetes sa 10,2 % 1 Nitrospirae, Verrucomicrobia i Gemmatimonadetes sa po 2%
klonova. Klonovi MU biblioteke su grupisani u tri razlicite filogenetske grupe: dominantna
grupa Nitrospirae sa Leptospirillum sp. kao jedinim detektovanim predstavnikom, dok su
grupe Actinobacteria 1 Planctomycetes bile zastupljene sa po 2% klonova (Slika 13 b).
Prisustvo Leptospirillum sp. u velikom procentu nije neobicno, s obzirom da se ove vrste
¢esto mogu naci u sredinama sa nizim pH vrednostima, kao §to su podzemni sedimenti

rudnika (Schrenk et al., 1998).

4.2.2. Diverzitet bakterija izolovanih iz uzoraka sedimenata metodom direktne

kultivacije

Pored metagenomske analize diverziteta, bakterije koje su bile prisutne u sedimentima
izolovane su metodom direktne kultivacije upotrebom dve razli¢ite Cvrste podloge.
Podloga 9K (odeljak 3.2.2.2.) sa niskom pH vrednos¢u od 3,5, koristi se za selektivnu
izolaciju gvozde-oksidujucih bakterija iz uzoraka koji takode imaju nize pH, kao Sto su
obi¢no uzorci iz rudnika. S obzirom da su pH vrednosti MS i MU uzoraka bile 5,2,
odnosno 3,9 (Tabela 7), upotreba ove podloge bila je opravdana, medutim broj bakterija

izolovanih na ovoj podlozi bio je neocekivano mali, a uporediv za oba uzorka (Tabela 8).

Kako bi se obezbedila veca raznovrsnost izolovanih bakterija, koriS¢ena je 1 druga podloga,
Tornton-glukoza podloga (odeljak 3.2.2.3.), karakteristi¢na za izolaciju bakterija iz uzoraka
zemljista (Serheim et al., 1989). Nakon rasta bakterija na TG podlozi prebrojan je broj
kolonija i uoceno je da je ukupan broj vijabilnih bakterija u oba uzorka istog reda veli¢ine a
100 puta ve¢i u odnosu na vijabilne bakterije izolovane koris¢enjem 9K podloge (Tabela 8).
Za dalji rad su odabrana 32 morfoloski razli¢ita MS izolata (oznaceni kao MSI izolati) iz
uzorka sedimenta rudnika sa povrSinskom eksploatacijom, i 30 morfoloski razli¢itih MU
izolata (oznaceni kao MUI izolati) iz uzorka sedimenta rudnika sa podzemnom

eksploatacijom.
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Tabela 8. Procena ukupnog broja vijabilnih bakterija u uzorcima sedimenata iz rudnika bakra sa

povrsinskom (MS) i podzemnom eksploatacijom (MU).

Uzorci sedimenata

medijum MS MU
2 K 3x10°  2x10°
-
& TG 09x10"  3x10’

Odabrani izolati su taksonomski identifikovane do nivoa roda sekvenciranjem pocetnih 500
bp gena za 16S rRNK (odeljak 3.2.2.4). Utvrdeno je da su izolati iz oba uzorka pripadali
jednoj od tri filogenetske grupe: Proteobacteria, Actinobacteria ili Firmicutes (Slika 14).
Medu MSI izolatima dominirao je red Actinobacteria, sa 5 puta vise predstavnika nego
Firmicutes 1 2,5 puta vise predstavnika nego Proteobacteria (Slika 14 a). Medu MUI
izolatima predstavnika reda Firmicutes je bilo 3 puta viSe nego predstavnika Actinobacteria
1 Proteobacteria (Slika 14 b). Kada se uporede MSI 1 MUI izolati, ujednacen udeo (25% 1
20%) pripadao je grupi Proteobacteria, dok je tri puta vise MSI izolata pripadalo grupi
Actinobacteria u poredenju sa MUI izolatima, medu kojima je bilo skoro pet puta vise

pripadnika Firmicutes (Slika 14).

a) b)

Firmicutes  Actinobacteria : Firmicutes
12.5% 6250/0 Pl’OteObaCterla 600/1'.!

20% /

Proteobacteria
25%

Actinobacteria
20%

Slika 14. Raspodela bakterija izolovanih na Torntnon-glukoza podlozi iz uzoraka: a) povrsinskog

sedimenta (MS) i b) podzemnog sedimenta (MU) po filogenetskim grupama.
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Metagenomskom analizom detektovan je veci diverzitet u sedimentima iz rudnika bakra u
poredenju sa tradicionalnim pristupom, medutim nije pokazano prisustvo pojedinih sojeva

koji su uspesno kultivisani.

4.3. Selekcija bakterijskih izolata tolerantnih na teSke metale za potencijalnu

primenu u bioremedijaciji

4.3.1. Sposobnost rasta slobodnozivecih bakterija u prisustvu teSkih metala

S obzirom da su u ovom radu kori$¢eni uzorci sedimenata poreklom iz sredine zagadene
teSkim metalima, izolovani MSI 1 MUI sojevi su testirani da li imaju sposobnost rasta u
prisustvu teskih metala na ¢vrstoj podlozi (Tabela 9). Pored bakterijskih sojeva izolovanih
u ovom radu, za ispitivanje sposobnosti rasta u prisustvu teskih metala koris¢eni su i sojevi
za koje je tolerancija na metale prethodno opisana u literaturi, i koji su navedeni u tabeli 2
(odeljak 3.3.). Od metala detektovanih u uzorcima sedimenata za testiranje je na osnovu
koncentracije 1 dostupnosti rastvornih soli datih metala, odabrano njih sedam: Ni, Cd, Cr,
Cu, Hg, Fei Zn (Tabela 7). lako Al, Co, Mn i1 As predstavljaju potencijalne zagadivace, oni
nisu usli u okvir ove studije. Kada su upotrebljene koncentracije metala 20 puta vece u
odnosu na maksimalne koncentracije dozvoljene Pravilnikom o Stetnim materijama
Ministarstva zivotne sredine, rudarstva i prostornog planiranja (EPA/Serbia, 1994), 6
sojeva je pokazalo rast u prisustvu 17 mM Ni*", 6 u prisustvu 535 pM Cd**, Getiri u
prisustvu 31,5 mM Cu®", tri u prisustvu 38,5 mM Cr®" i jedan soj je rastao u prisustvu
270 uM Hg*" (Tabela 9). Nijedan od sojeva nije rastao u prisustvu 892 uM Fe’™ 1 92,5 mM
Zn*". Medu bakterijskim sojevima izolovanim u ovom radu, Staphylococcus sp. MSIO8 je
jedini rastao u prisustvu tri te§ka metala (Ni*", Cd**, Cr®"), &ije su koncentracije bile 20
puta vec¢e u odnosu na maksimalne koje su dozvoljene. Izolat Staphylococcus sp. MUI10 je
rastao u prisustvu povisenih koncentracija Cd*" i Cr®', a Staphylococcus sp. MUI28 u
prisustvu Cd*" i Ni**. Tri Arthrobacter sp. izolata (MSI30, MSI31 i MSI32) su rasla u
prisustvu povisene koncentracije samo Ni*". Medu MSI izolatima ukupno 12,5% bilo je

tolerantno na jedan ili vise teskih metala: 12,5% bilo je tolerantno na prisustvo Ni**, 3% na
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Cd*" i 3% na Cr*". U slugaju MUI izolata 6% je imalo sposobnost rasta u prisustvu tegkih

metala: 6% tolerantnih na Cd**, 3% na Ni*"i 3% na Cu®".

Tabela 9. Sojevi sa sposobno$c¢u rasta u prisustvu teskih metala na ¢vrstoj podlozi.

Soj 17 nzll\/l 535 ;211\/[ 38.5 ?:M 31.5 IZI:M 270 ;ZLP/I
Ni Cd Cr Cu Hg

MSI08 +* + +

MSI30 +

MSI31 +

MSI32 +

MUI10 + +

MUI28 +

Rhodococcus sp. TN101 +

Bacillus sp. TN102
Rhodococcus sp. TN113
Rhodococcus sp. TN401

Cupriavidus metallidurans CH34 + +
Cupriavidus necator H16 +
Pseudomonas aeruginosa PAO1 + +

Pseudomonas putida KT2440

a

+ =rast

Kada su upotrebljene koncentracije koje odgovaraju 100 mM koncentraciji metalnog jona,
broj sojeva koji su mogli tolerisati ove metale je znacajno redukovan. U prisustvu 100 mM
Cu®" rasli su Rhodococcus sp. TN113, Rhodococcus sp. TNAO1 i Bacillus sp. TN102. U
prisustvu 100 mM Hg”" mogao je da raste Rhodococcus sp. TN101, a u prisustvu 100 mM

Ni** rastao je soj Cupriavidus necator H16 (rezultati nisu prikazani).
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4.3.2. Identifikacija izolata tolerantnih na teSke metale na osnovu nukleotidne

sekvence gena za 16S rRNK i filogenetska analiza

Sest sojeva izolovanih u ovoj studiji, za koje se pokazalo da imaju sposobnost rasta u
prisustvu barem jednog teSkog metala, identifikovano je na osnovu sekvenciranja 1300 bp
gena za 16S rRNK (Tabela 10). Tri izolata su svrstana u rod Staphylococcus (MSI08,
MUII10 i MUI28), dok su tri izolata svrstana u rod Arthrobacter (MSI30, MSI31 1 MSI32).
Pristupni brojevi sekvenci ovih izolata u NCBI bazi podataka su JX036476 - JX036481.

Tabela 10. Taksonomska identifikacija izolata tolerantnih na teSke metale poredenjem sekvenci

njihovih gena za 16S rRNK sa sli¢nim sekvencama deponovanim u GenBank bazi podataka.

Najbolje poklapanje u GenBank bazi podataka

Izolat klasifikacija pristupni broj % identiCnosti
MSI08 Staphylococcus haemolyticus EU867340 95
MSI30 Arthrobacter oryzae AB648969 98
MSI31 Arthrobacter nitroguajacolicus FN908762 99
MSI32 Arthrobacter aurescens HQ597008 99
MUI10 Staphylococcus hominis JQ660295 99
MUI28 Staphylococcus aureus JF431908 99

U tabeli su prikazani sojevi sa Cijim sekvencama gena za 16S rRNK je pokazano najvece

poklapanje.

Da bi se utvrdio filogenetski odnos izolovanih sojeva sa ve¢ opisanim bakterijskim vrstama
konstruisano je filogenetsko stablo koje se sastojalo od dve nezavisne klade:
Actinomycetales (Arthrobacter) i Bacillales (Staphylococcus) (Slika 15). Svi izolati su
pokazivali od 95% do 99% homologije sekvenci gena sa najsrodnijim sekvencama

deponovanim u GenBank bazi podataka.
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Izolati MSIO8, MUI10 1 MUI28, koji su pripadali rodu Staphylococcus, medusobno su
pokazivali od 93% do 95% sli¢nosti u sekvenci, a MSI30, MSI31 i MSI32, koji su bili
svrstani u rod Arthrobacter, medusobno su pokazivali od 93% do 97% sliSnosti u sekvenci

gena za 16S rRNK.

Arthrobacter sp. MSI31 (JX036476)
ag [ Arthrobacter aurescens DSM 20116 (NR 026233)
Arthrobacter sp. MSI32 (JX036480)

100 Arthrobacter ilicis DSM 20138 (NR 026235)
Arthrobacter ramosus DSM 20546 (NR 026193)
Arthrobacter oryzae KV-651 (NR 041545)
ag|| Arthrobacter humicola KV-653 (NR 041546)
7 Arthrobacter sp. MSI30 (JX036478)

69 Staphylococcus sp. MSI08 (JX036479)
[ Staphylococcus haemolyticus SM 131 (NR 036955)
9| Staphylococcus hominis GTC 1228 (NR 041323)

1000 ' Staphylococcus sp. MUI10 (JX036477)
Staphylococcus lugdunensis ATCC 43809 (NR 024668)
Staphylococcus sp. MUI28 (JX036481)

100" Staphylococcus warneri AW 25 (NR 025922)
Pseudomonas putida DSM 291 (D84020)

L
0.02

Slika 15. Filogenetsko stablo izolata tolerantnih na teSke metale konstruisano na osnovu
nukleotidnih sekvenci gena za 16S rRNK. Bakterije tolerantne na teSke metale koje su izolovane u

ovom radu prikazane su podebljanim slovima.

4.3.3. Sposobnost bakterijskih izolata da formiraju biofilm

Kako je sposobnost formiranja biofilma povezana sa povecanom tolerancijom na razliCite
negativne sredinske uticaje, svi sojevi sa sposobnoSfu rasta u prisustvu povecanih
koncentracija teskih metala na ¢vrstoj podlozi (Tabela 9) testirani su za sposobnost

formiranja biofilma u polistirenskim mikrotitarskim ploc¢ama sa 96 otvora (odeljak 3.3.3.).

Pokazano je da testirani sojevi imaju sposobnost formiranja biofilma na polistirenu do
razli¢itog nivoa (Slika 16). Preliminarni eksperiment gajenja bakterijskog biofilma u MT
medijumu ukazao je na znatno sporiji rast sojeva u ovim uslovima u odnosu na TSB
medijum, te je odlueno da se rast bakterija optimizuje dodavanjem hidrolizata kazeina u
MT medijum. Rast slobodnozivecih bakterija meren je oCitavanjem apsorbancije na 600

nm (Agpo). Dodavanjem 0,1% i 1% (w/v) hidrolizata kazeina rast bakterija nije znacajnije
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pospesen i nakon 7 dana gajenja vrednosti Aggy bile su manje od 0,4. Dodavanjem 1,5% i
2% (w/v) hidrolizata kazeina u MT medijum izolati su dostizali Agy od 0,6 do 0,8 na 600
nm ve¢ nakon 4 dana gajenja, tako da je u daljim eksperimentima koris¢en MT medijum sa
dodatkom 1,5% (w/v) hidrolizata kazeina. Mikrotitarske ploce su inkubirane 4 dana, a rast
bakterijskog biofilma meren je oCitavanjem apsorbancije na 490 nm (A499) nakon bojenja
safraninom (odeljak 3.3.3.). Smatralo se da izolati sa izmerenom vredno$¢u Ao u rasponu
od 1,5 do 2 cCvrsto adsorbuju za zidove otvora mikrotitarskih ploa 1 imaju visoku
sposobnost za formiranje biofilma (Heilmann et al., 1996). Kako bi se stekao uvid u
sposobnost formiranja biofilma, pored jaCine adsorpcije ¢elija u biofilmu koja je
predstavljena sa A49o neophodno je uzeti u obzir i vrednost Aggo koja ukazuju na rast samih
izolata. Vrednosti odnosa A9y 1 Agoo dobijene za izolate gajene u MT medijumu sa
dodatkom 1,5% (w/v) hidrolizata kazeina (Slika 16) bile su uporedive sa vrednostima
dobijenim za TSB medijum (rezultati nisu prikazani).

Augo/ Asoo
1.4 -

1.2

0.8 -
0.6 -
0.4

0.2 1

Slika 16. Sposobnost sojeva tolerantnih na teSke metale da formiraju biofilm testirana u
polistirenskim mikrotitarskim plo¢ama gajenjem izolata 4 dana u MT medijumu sa dodatkom 1,5%

(w/v) hidrolizata kazeina.
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Prvu grupu sojeva, sa najve¢im potencijalom za formiranje biofilma, Cinili su sojevi
Staphylococcus sp. MUI10, Arthrobacter sp. MSI31, Pseudomonas aeruginosa PAO]1 1
Cupriavidus metallidurans CH34 (Slika 16). U drugoj grupi bili su sojevi Staphylococcus
sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113, Pseudomonas putida KT2440 1 Cupriavidus necator
H16, ¢iji je prosecni potencijal za formiranje biofilma bio 1,6 puta manji od prosecnog
potencijala sojeva iz prve grupe. Trecu grupu sojeva sa najmanjim prose¢nim potencijalom
za formiranje biofilma, koji je bio 3,8 puta manji od proseCnog potencijala prve grupe,
¢inili su sojevi Staphylococcus sp. MUI28, Arthrobacter sp. MSI30, Arthrobacter sp.
MSI32, Rhodococcus sp. TN101, Rhodococcus sp. TN401 i Bacillus sp. TNI102.
Generalno, najvecu sposobnost formiranja biofilma imali su predstavnici rodova

Pseudomonas 1 Cupriavidus, 1 ona je bila u proseku od 2,6 do 1,3 puta ve¢a u odnosu na

predstavnike roda Rhodococcus, odnosno Staphylococcus (Slika 16).

Medu Staphylococcus sp. izolatima, MUI10 je pokazao najveci potencijal za formiranje
biofilma, 1,5 1 2,8 puta ve¢i od MSIO8 1 MUI28 izolata. Potencijal Arthrobacter sp. MSI31
bio je 2,7 puta ve¢i od potencijala Arthrobacter sp. MSI30, i ¢ak pet puta vecéi od
potencijala MSI32. Medu Rhodococcus sp. izolatima TN113 je imao najveci potencijal za
formiranje bofilma, u poredenju sa TN101 1 TN401 izolatima ¢iji su potencijali bili 4,3 i

3,2 puta manji.

4.3.4. Prisustvo gena za determinante rezistencije na teSke metale

Rezistencija na teSke metale kod bakterija predstavlja kompleksno regulisan sistem koji se
sastoji od viSestrukih nivoa zastite (Nies, 2003). Bakterije poseduju razli¢ite mehanizme
tolerancije na prisustvo teSkih metala i ti mehanizmi su najceS¢e kodirani genima lociranim
na plazmidima, ali poznato je da su neki geni za determinante rezistencije i na
hromozomima (Abou-Shanab et al., 2007). Najbolji primer je soj C. metallidurans CH34
koji poseduje dva velika plazmida sa genetickim determinantama rezistencije na veliki broj
teSkih metala, uklju¢uju¢i 1 metale koriS¢ene u ovoj studiji. Geni koji obezbeduju
rezistenciju na Cu®’, Cd*", Hg®", Ni*" i Cr"" umnoZeni su kori$éenjem odgovarajuéih

prajmera navedenih u tabeli 4 (odeljak 3.4.1.), dok je C. metallidurans CH34 koris¢en kao
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pozitivna kontrola. Prisustvo gena testirano je kod svih sojeva sa sposobnoscu rasta u

prisustvu povecéanih koncentracija teSkih metala na ¢vrstoj podlozi (Tabela 9).

Od svih testiranih sojeva, sposobnost rasta u prisustvu Ni*" imalo je 6 izolata (Tabela 9).
Fragment gena za NccA efluks protein o¢ekivane duzine od 1161 bp umnoZen je samo kod
pozitivne kontrole tj. soja C. metallidurans CH34 koji na ¢vrstoj podlozi nije rastao u
prisustvu 17 mM Ni*", ali se iz literature zna da poseduje ncc4 gen (Slika 17). Fragment
duzine malo iznad o¢ekivane umnozen je kod izolata Bacillus sp. TN102 i Rhodococcus sp.
TN113, od kojih Bacillus sp. TN102 nije rastao u prisustvu Ni*" na &vrstoj podlozi, dok je
Rhodococcus sp. TN113 mogao da raste pod tim uslovima (Tabela 9). Kod Arthrobacter
sp. MSI30 umnoZen je diskretan fragment duzine od priblizno 700 bp. PCR proizvodi
neadekvatnih duzina su sekvencirani i pokazano je da umnoZzeni fragmenti nisu delovi nccA

gena ve¢ je doslo do nespecificnog vezivanja prajmera (rezultati nisu prikazani).
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Slika 17. Analiza PCR proizvoda dobijenih umnozavanjem gena ¢iji produkt obezbeduje
rezistenciju na Ni** (ncc4, 1161 bp); M — 1 kb DNK (NIPPON Genetics) marker; strelica pokazuje

na ocekivanu veli¢inu fragmenta; K — negativna kontrola.
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Od 6 izolata sa sposobnos¢u tolerancije Cd*" na &vrstoj podlozi kod sojeva
C. metallidurans CH34, Staphylococcus sp. MSI08 i Staphylococcus sp. MUI10 umnozeno
je 1885 bp gena za komponentu CzcABC efluks pumpe (Slika 18).
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Slika 18. Analiza PCR proizvoda dobijenih umnozavanjem gena ¢iji produkt obezbeduje
rezistenciju na Cd*" (czcd4, 1885 bp); M — 1 kb DNK (NIPPON Genetics) marker; strelica pokazuje

na ocekivanu veli¢inu fragmenta; K — negativna kontrola.

Sekvenciranjem PCR proizvoda kod Staphylococcus sp. MSIO8 i Staphylococcus sp.
MUI10 izolata potvrdeno je prisustvo czcA gena, Cije sekvence su najvecu sli¢nost na
nukleotidnom nivou pokazale sa czc4 genom soja C. metallidurans CH34 (Tabela 11).
Graficki prikaz analize homologije dobijenih sekvenci i czc4 gena soja C. metallidurans

CH34 dat je u Prilogu L.
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Tabela 11. Analiza sekvenci umnoZenih gena za rezistenciju na teSke metale.

Najbolje poklapanje u GenBank bazi

Duzina podataka
sekvenciranog

fragmenta, bp o % %
anotactja gena poklapanja  identi¢nosti

Umnozavan  Umnozavana
gen duzina, bp

Izolat

CzcA efluks
pumpa
czcA 1885 1023 Cupriavidus 97 96

metallidurans
CH34

MSIO08

Regulatorni

protein ChrB
Cupriavidus
metallidurans

CH34

chrB 450 426 94 99

CzcA efluks
pumpa
czcA 1885 991 Cupriavidus 97 98

metallidurans
CH34

Regulatorni
protein ChrB
Cupriavidus
metallidurans
CH34

MUI10

chrB 450 432 93 94

Bakar

rezistentni
copAl 1186 1017 protein CopA 98 99

Pseudomonas
putida ND6

TN113

Bakar

rezistentni
copAl 1186 991 protein CopA 99 99

PAO1

Pseudomonas
putida W619

Tako su samo tri soja pokazala sposobnost rasta u prisustvu 38,5 mM Cr®" na &vrstoj podlozi
(Tabela 9), fragment chrB gena ocekivane duzine od 450 bp umnoZen je kod ¢ak 6 izolata
(Slika 19). Za soj C. metallidurans CH34 je iz literature poznato da poseduje gen za
transkripcioni aktivator efluks pumpe, dok su PCR proizvodi dobijeni za ostale sojeve
sekvencirani. Nakon sekvenciranja prisustvo chrB gena potvrdeno je samo kod izolata

Staphylococcus sp. MSI08 1 Staphylococcus sp. MUI10. Najbolje poklapanje u GenBank
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bazi podataka chrB geni ova dva izolata pokazali su sa sekvencama chrB gena soja

C. metallidurans CH34 (Tabela 11).
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Slika 19. Analiza PCR proizvoda dobijenih umnozavanjem gena C¢iji produkt obezbeduje

rezistenciju na Cr®" (chrB, 450 bp); M — 1 kb DNK (NIPPON Genetics) marker; strelica pokazuje

na ocekivanu veli¢inu fragmenta; K — negativna kontrola.

Medu testiranim sojevima, kod &etiri izolata koji su rasli na évrstoj podlozi u prisustvu Cu®"
(Tabela 9) nije detektovano prisustvo gena za multi bakar oksidazu (Slika 20). Fragment
copAl gena odgovarajuée duzine (1186 bp) umnoZen je kod C. metallidurans CH34,
Rhodococcus sp. TN113 1 P. aeruginosa PAO]1, koji nisu pokazali sposobnost rasta u
prisustvu Cu”" na &vrstoj podlozi. Sekvenciranjem ovih PCR proizvoda potvrdeno je
prisustvo copAl gena kod Rhodococcus sp. TN113 1 P. aeruginosa PAOI1, cija je
nukleotidna sekvenca najvecu slicnost pokazala sa sekvencom copA gena sojeva P. putida
ND6 i W619 (Tabela 11). Kod soja P. putida KT2440 umnozen je diskretan fragment
nesto vece duzine od ocekivanog (Slika 20), ¢ijim je sekvenciranjem pokazano da nije

copAl gen, vec je doslo do nespecificnog vezivanja prajmera.
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Slika 20. Analiza PCR proizvoda dobijenih umnozavanjem gena ¢iji produkt obezbeduje
rezistenciju na Cu’" (copAl, 1186 bp); M — 1 kb DNK (NIPPON Genetics) marker; strelica

pokazuje na o¢ekivanu veli¢inu fragmenta; K — negativna kontrola.

Kori§¢enjem prajmera merA F 1 merA R (Tabela 4), fragment odgovarajuce duZine (779
bp) umnozen je kod soja P. putida KT2440, koji na ¢vrstoj podlozi nije imao sposobnost
rasta u prisustvu 270uM Hg®" (Slika 21). Sekvenciranje PCR proizvoda pokazalo je da
umnozeni fragment nije merA gen (rezultati nisu prikazani). Kod Rhodococcus sp. TN101,
koji je tolerisao ngJr na ¢vrstoj podlozi, nije detektovano prisustvo gena za rezistenciju na

ovaj metal (Slika 21).
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Slika 21. Analiza PCR proizvoda dobijenih umnozavanjem gena ¢iji produkt obezbeduje
rezistenciju na Hg>" (merd, 779 bp); M — 1 kb DNK (NIPPON Genetics) marker; strelica pokazuje

na ocekivanu veli¢inu fragmenta; K — negativna kontrola.
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4.4. Karakterizacija odabranih bakterijskih izolata tolerantnih na teSke metale

Uzimajuéi u obzir rast izolata u prisustvu povecanih koncentracija teskih metala (Tabela 9),

sposobnost izolata da formiraju biofilm (Slika 16) i prisustvo gena za rezistenciju na teske

metale (Slike 17-21) za dalji rad odabrano je sledecih pet sojeva:

l.

Staphylococcus sp. MUI10 koji je pored velikog potencijala za formiranje biofilma
imao i sposobnost rasta na Cd*" i Cr®’, kao i prisustvo gena za determinantu

rezistencije na ta dva metala;

Staphylococcus sp. MSIO8 koji je pored znacajne sposobnosti za formiranje
biofilma imao i sposobnost rasta u prisustvu Ni**, Cd*" i Cr" i prisustvo czcd i chrB

gena;

Rhodococcus sp. TN113 koji je pored sposobnosti formiranja biofilma i rasta u

prisustvu 100 mM Cu”" takode posedovao i copA ! gen;

C. metallidurans CH34 koje je pored posedovanja velikog broja gena za
determinante rezistencije na razliCite teSke metale takode pokazao sposobnost

formiranja biofilma i

P. aeruginosa PAO1, poznat u literaturi po svojoj sposobnosti formiranja biofilma,

a takode sa sposobnoscu rasta u prisustvu Cu* zahvaljujuci copA1 genu.

4.4.1 Dinamika rasta slobodnoziveéih bakterija u prisustvu teSkih metala u te¢noj

kulturi

Uobicajeno je da neke bakterije koje imaju sposobnost rasta u prisustvu teskih metala, ve¢u

toleranciju na poviSene koncentracije teSkih metala pokazuju na ¢vrstoj podlozi u poredenju

sa tecnom podlogom (Hassen et al., 1998; Yilmaz, 2003). U ovom radu to je i pokazano

odredivanjem dinamike rasta pet odabranih izolata u tecnom MT medijumu sa dodatkom

odgovarajué¢ih metala (odeljak 3.3.1.). Koncentracije Cd*", Cr*" i Cu*" su inkrementalno

povecavane po 10 —20% do dostizanja koncentracija na kojima izolati nisu pokazivali rast.
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Maksimalne koncentracije ova tri teSka metala na kojima su odabrani izolati pokazivali rast

prikazane su u tabeli 12, dok su reprezentativne krive rasta prikazane u Prilogu II.

Tabela 12. Rast pet odabranih bakterijskih sojeva u prisustvu teskih metala u tecnoj kulturi.

Maksimalne koncentracije metala
na kojima je pokazan rast (mM)

SOj Cd2+ Cr6+ Cu2+
Staphylococcus sp. MSI08 S 3 -
Staphylococcus sp. MUI10 - 1 2
Rhodococcus sp. TN113 - - 10
Cupriavidus metallidurans CH34 5 - 5
Pseudomonas aeruginosa PAO1 5 - 10

-
- = odsustvo rasta

4.4.2. Osnovne biohemijske karakteristike

Kako je jedan od ciljeva ove studije bio selekcija izolata sa aplikacionim potencijalom
u bioremedijaciji sredina zagadenih teskim metalima, bilo je neophodno detaljno

okarakterisati nove sojeve.

Pored sposobnosti izolata MSIO8 da tolerise prisustvo povisenih koncentracija Ni**, Cd*" i
Cr®" (odeljak 4.3.1.), pokazano je da moze da raste u prisustvu 10% (w/v) NaCl, kao i da
ima sposobnost rasta u MT medijumu pH vrednosti 4 (Tabela 13). Izolat MUII10 je, pored
sposobnosti rasta u prisustvu Cd*" i Cu®’, mogao da raste i u MT medijumu sa dodatkom
10% NacCl, ali za razliku od MSI08 izolata nije mogao da raste u MT podlozi na nizim pH
vrednostima medijuma. Preostala tri soja, iako nisu mogli da rastu u medijumima snizenih

pH vrednosti, imali su sposobnost rasta u prisustvu 10% (w/v) NaCl 1 1% (w/v) NaF.
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Tabela 13. Sposobnost rasta izolata u te¢noj kulturi na nizim pH vrednostima i u prisustvu

povisenih koncentracija NaCl i NaF.

Prisustvo karakteristike

Soj pH2 pH4 10%(wW/) 1% (W)
NaCl NaF
Staphylococcus sp. MSI08 - + + -
Staphylococcus sp. MUI10 - - + -
Rhodococcus sp. TN113 - - + +
Cupriavidus metallidurans CH34 - - + +
Pseudomonas aeruginosa PAO1 - - + +

*
- = odsustvo rasta; + = rast

Standardni set biohemijskih testova za identifikaciju bakterija pokazao je znacajne razlike
izmedu dva izolata roda Staphylococcus. Dok je Staphylococcus sp. MSI0O8 mogao da
koristi skoro sve ponudene izvore ugljenika, Staphylococcus sp. MUI10 je mogao da koristi
samo glukozu i1 arabinozu (Tabela 14). Staphylococcus sp. MSI08 je pokazivao sposobnost
hidrolize eskulina ali ne 1 uree, dok je Staphylococcus sp. MUI10 mogao da hidrolizuje
ureu ali ne eskulin. Izolat Rhodococcus sp. TN113 je jedini pokazao sposobnost rasta u
prisustvu 100 mM Cu®". Pokazano je da moze da tolerise prisustvo 10% NaCl i 1% NaF u
MT medijumu, ali nije mogao da raste na nizim pH vrednostima medijuma (Tabela 13).
Rhodococcus sp. TN113 je mogao da koristi samo glukozu kao izvor ugljenika, dok je od
ponudenih izvora nitrata mogao da koristi sve sem L-piroglutaminske kiseline. Kao i
Staphylococcus sp. MUI10 pokazivao je sposobnost hidrolize uree ali ne i eskulina (Tabela

14).
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Tabela 14. Biohemijske karakteristike izolata Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp.
MUI10 i Rhodococcus sp. TN113.

Prisustvo karakteristike

Biohemijski test Izolat
MSI08 MUI1 TNI113
o Trehaloza +* - -
~ Laktoza + - -
=)
= Saharoza + - -
b
= Glukoza + + +
=
g Manitol + - -
:Q Maltotrioza + - -
=]
;§ Arabinoza - + .
ks Glicerol - i,
M
Fruktoza + - -
. L-arginin - + +
§ L-valin - - +
N
o S L-fenilalanin - - +
L 2
\§ 3 L-piroglutaminska kiselina + - -
>
5 L-triptofan - + +
M L-izoleucin - - +
Urea - + +
Ss  Eskulin + i ]
=
g =z B-D-celobiozid - -
= .
§ ‘é 3-D-glukozid + + +
% = a-D-maltozid + + +
=N
£ E a-D-galaktozid
Fosfat + + +
4= rast; - = odsustvo rasta

4.5. Mehanizmi tolerancije bakterijskih izolata na teSke metale

Do sada je u literaturi opisan veliki broj bakterija sa sposobnos¢u tolerancije pojedinac¢nih
teskih metala, medutim, u zagadenoj sredini se naj¢es¢e nalaze kompleksne smeSe razlicitih

metala kao 1 drugih organskih i neorganskih zagadivaca. Za reSavanje problema
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kontaminacije neke sredine upotrebom bioremedijacije, od velikog su znacaja bakterije
sposobne da opstanu u prisustvu veéeg broja teSkih metala istovremeno. U ovoj studiji
koriséena je smesa tri te§ka metala (Cu®", Cd*" i Cr®") koji su izabrani na osnovu podataka
elementalne analize uzoraka 1 karakteristika rezistencije slobodnozivecih bakterija

tolerantnih na teSke metale.

4.5.1. Istovremena tolerancija slobodnoZivecih bakterija na viSe teSkih metala u te¢noj

kulturi

Uzimajuéi u obzir maksimalne koncentracije pojedina¢nih metala na kojima su izolati
pokazali sposobnost rasta u tecnoj kulturi (odeljak 4.3.6.), definisana je smeSa tri metala
(5 mM Cu®", 2,5 mM Cd*" i 1,5 mM Cr®") u ¢ijem prisustvu su gajene bakterijske kulture, a

rast odredjivan i izrazen kao suva ¢elijska masa.

4.5.1.1. Sposobnost rasta pojedinacnih bakterija i definisanih zajednica u prisustvu

smeSe metala

Od pet bakterijskih sojeva (odeljak 4.4.) pokazano je da je samo P. aeruginosa PAOI
mogao da toleriSe istovremeno prisustvo tri metala (Slika 22). Stoga je tolerancija na
smesu teSkih metala testirana i kod bakterijskih zajednica koje su definisane imaju¢i u vidu
sposobnost pojedina¢nih izolata da rastu u prisustvu pojedinac¢nih teskih metala pri cemu je
kao kriterijum uzimana u obzir i sposobnost formiranja biofilma. Jedna vrsta definisanih
zajednica bile su kombinacije P. aeruginosa PAO1 sa C. metallidurans CH34,
Staphylococcus sp. MSIO8 1ili Staphylococcus sp. MUI10, kako bi se testiralo da li ovi
sojevi pospesuju akumulaciju biomase PAO1 koji je ve¢ imao sposobnost rasta na sva tri
metala istovremeno. Kod ovako definisanih zajednica bilo je moguce detektovati prisustvo
gena za determinante rezistencije na sva tri metala (Tabela 11) ili rast u te¢noj kulturi na
svakom od tri pojedinacna metala (Tabela 12). Dodatkom Staphylococcus sp. MSIO8
akumulacija ukupne suve celijske mase povecala se 1,5, odnosno 1,9 puta dodatkom
Staphylococcus sp. MUII0, u odnosu na c¢elijsku masu koja je dobijena kada je
P. aeruginosa PAO1 gajen pojedinac¢no u prisustvu smeSe metala (Slika 22). Dodatno,

ispitane su 1 zajednice P. aeruginosa PAO1 sa Staphylococcus sp. MSIO8 ili sa
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Staphylococcus sp. MUI10, kojima je dodat Rhodococcus sp. TN113, pri ¢emu je dodatak
ovog soja povecao ukupnu celijsku masu 2,25, odnosno 1,53 puta u poredenju sa

zajednicom dva odgovarajuca soja (Slika 22).
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Slika 22. Sposobnost rasta pojedinacnih bakterija i definisanih zajednica u prisustvu smese 2,5 mM
Cd*, 1,5 mM Cr® i 5 mM Cu®". Bakterije su gajene 48 h u MT medijumu sa sme$om metala,

nakon Cega je izmerena suva Celijska masa. Rezultati predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz tri

nezavisna eksperimenta.

Dodavanje soja C. metallidurans CH34, koji je posedovao gene za rezistenciju na sva tri
metala, a nije mogao da raste u prisustvu Cr® pojedina¢no, a ni u smesi tri metala u te¢noj
kulturi, povecalo je c¢elijsku masu 1,7 puta u odnosu na dobijenu masu kada je
P. aeruginosa PAO1 gajen pojedinacno u prisustvu smeSe metala. Stoga je definisana
druga grupa zajednica u kojoj su soju C. metallidurans CH34 dodavani izolati kao u
primeru sa P. aeruginosa PAO1. Kako C. metallidurans CH34 samostalno nije mogao da

raste u prisustvu smeSe tri metala, dodavanje bilo kog soja ili kombinacije sojeva
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omogucavalo je rast zajednice u prisustvu smeSe metala. Suva ¢elijska masa ovako
definisanih zajednica bila je uporediva sa masom dobijenom kada je P. aeruginosa PAO1
gajen pojedinacno u prisustvu smeSe metala, osim u sluCaju zajednice
C. metallidurans CH34, Staphylococcus sp. MUI10 1 Rhodococcus sp. TN113, &ija je
biomasa bila 2,5 puta veé¢a od mase P. aeruginosa PAOL1 (Slika 22).

Najefikasnija akumulacija ¢elijske mase postignuta je u zajednici koju je Cinilo svih pet
sojeva (Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113, C.
metallidurans CH34 1 P. aeruginosa PAO1). Dobijena masa je bila Cetiri puta veéa od

mase dobijene gajenjem P. aeruginosa PAO1 pojedinacno u prisustvu smese metala.

4.5.1.2. Sposobnost rasta zajednica bakterija tolerantnih na isti teSki metal u prisustvu

tog metala

Zajednice bakterija tolerantnih na isti metal, testirane su na sposobnost rasta u prisustvu tog

metala u koncentraciji u kojoj se taj metal nalazio u smesi (Slika 23).

C. metallidurans CH34 i P. aeruginosa PAO1 su rasli u prisustvu Cd*" i nosili su gen za
determinante rezistencije na Cd*". Kombinacija ova dva soja dovela je do porasta izmerene

suve ¢elijske mase 1,5 puta u poredenju sa masama izmerenim za pojedinacne sojeve.

Staphylococcus sp. MSI08 i Staphylococcus sp. MUIL0 su rasli u prisustvu Cr® i nosili su
geneticke determinante rezistencije na ovaj metal. Suva celijska masa izmerena za
zajednicu dva Staphylococcus sp. izolata bila je priblizno jednaka masi izmerenoj za
Staphylococcus sp. MSIO8, a 1,6 puta manja od mase Staphylococcus sp. MUIIO0, §to
ukazuje da je kombinovanjem dva Staphylococcus sp. izolata doslo do inhibicije rasta

jednog od njih.

Tako su &ak Getiri soja imala sposobnost rasta u prisustvu Cu®’, za Rhodococcus sp. TN113,
C. metallidurans CH34 1 P. aeruginosa PAOI je pokazano da poseduju gen za multi bakar
oksidazu, dok se za Staphylococcus sp. MUI10 ne zna kojim je mehanizmom tolerancija na
Cu”" obezbedena. Kada je sastavljena zajednica ova &etiri soja izmerena masa se poveéala
2 puta u odnosu na prosec¢nu vrednost pojedinacnih sojeva, Sto je ukazalo na postojanje

sinergistickog delovanja medu ovim izolatima.
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Slika 23. Sposobnost rasta zajednice bakterija tolerantnih na isti teski metal u prisustvu tog metala.
Bakterije su gajene 48 h u MT medijumu sa dodatim odgovaraju¢im metalom: 2,5 mM Cd*', 1,5
mM Cr®" ili 5 mM Cu®’, nakon Gega je izmerena suva Celijska masa. Rezultati predstavljaju srednju

vrednost dobijenu iz tri nezavisna eksperimenta.

4.5.2. Tolerancije bakterijskih biofilmova na prisustvo pojedina¢nih teSkih metala

Bakterijski biofilmovi predstavljaju specifiCan mehanizam kojim bakterije povecavaju
toleranciju na teSke metale prisutne u sredini (Harrison et al, 2007). U ovoj studiji
testirane su tolerancije pojedinacnih biofilmova pet odabranih sojeva: Staphylococcus sp.
MSIO08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113, C. metallidurans CH34 i
P. aeruginosa PAOI, na prisustvo pojedinaénih metala: Cd*", Cr*" i Cu*" u dve razligite
koncentracije. Prva koncentracija je bila maksimalna koncentracija metala na kojoj je

odredeni slobodnozive¢i soj rastao u tecnoj kulturi (Tabela 12). Druga koncentracija je bila
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dva puta veca za svaki od metala. Nakon inkubacije biofilma u prisustvu metala odredivan
je broj vijabilnih ¢elija uklanjanjem biofilma sa silikonskih cevéica u PBS pufer uz pomo¢

ultrazvucnih talasa 1 odredivanjem CFU takvog rastvora (odeljak 3.4.3.).

Izolat Staphylococcus sp. MSIO8 je na &vrstoj podlozi rastao u prisustvu Cd* i Cr®', i
posedovao je gene za determinante rezistencije na ova dva metala, ali je u te¢noj kulturi
imao sposobnost rasta samo u prisustvu 3 mM Cr®". Da bi se detaljnije utvrdilo kakav
uticaj prisustvo metala ima na slobodnozivece ¢elije u tecnoj kulturi, za ovaj izolat uradena
je 1 transmisiona elektronska mikroskopija uzoraka te¢ne kulture gajene bez prisustva
metala (Slika 24 a) i u prisustvu 3 mM Cr® (Slika 24 b). U oba slucaja Celije
Staphylococcus sp. MSI08 bile su sli¢nih dimenzija 1 oblika, ali sa odredenim morfoloSkim
razlikama. Bakterijske ¢éelije gajene u prisustvu 3 mM Cr® posedovale su ekstracelijski
matriks (Slika 24 b), §to je uobicajeno za ¢éelije koje rastu u prisustvu visokih koncentracija
teSkih metala. Na slici 24 b moze se uociti Celija u deobi, Sto ukazuje da i u prisustvu
poveéane koncentracije Cr®" Staphylococcus sp. MSI08 ima sposobnost aktivne deobe i

rasta.

Slika 24. Transmisiona elektronska mikroskopija izolata Staphylococcus sp. MSI08 gajenog u MT

medijumu a) bez dodatka metala i b) sa dodatkom 3 mM Cr®",
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Biofilm izolata Staphylococcus sp. MSI08 testiran je na sposobnost rasta u prisustvu 3 mM
i 6 mM Cr"". Poredenjem dobijenih rezultata sa kontrolnim eksperimentom u kom je
biofilm gajen u MT medijumu bez dodatog Cr®" zaklju¢ili smo da je biofilm

Staphylococcus sp. MSIO8 slabo rastao u prisustvu 3 mM Cr®, i da nije tolerisao prisustvo

6 mM Cr°" (Slika 25).
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Slika 25. Tolerancija biofilma Staphylococcus sp. MSIO8 na prisustvo Cr’. K — rast biofilma u MT

medijumu bez dodatog Cr®". Rezultati predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz tri nezavisna

eksperimenta.
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Slobodnoziveéi Staphylococcus sp. MUII0 rastao je u te¢noj kulturi u prisustvu 1 mM Cr®"
i 2 mM Cu®" (za ¢&iju rezistenciju je posedovao i gene). Medutim, kad je testirana
sposobnost rasta biofilma na ovim, i dvostruko veéim koncentracijama Cr®" i Cu®’
odvojeno, detektovan je rast biofilma samo u prisustvu 4 mM Cu”" (Slika 26). Uzimajuéi u
obzir da je dobijena vrednost 8 puta manja od vrednosti kontrole, ne moze se jednozna¢no
zakljuéiti da je biofilm Staphylococcus sp. MUII0 rastao i da je tolerantniji od

slobodnozivecih formi ovog izolata.
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Slika 26. Tolerancija biofilma Staphylococcus sp. MUIL0 na prisustvo Cu®" i Cr®. K — rast
biofilma u MT medijumu bez dodatih metala. Rezultati predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz

tri nezavisna eksperimenta.
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Rhodococcus sp. TN113 je bio tolerantan na prisustvo Cu®’, kako na &vrstoj podlozi tako i
u tecnom medijumu, i ta tolerancija je bila obezbedena copAl genom koji kodira enzim
multi bakar oksidazu. Dok je u tecnoj kulturi slobodnozive¢i Rhodococcus sp. TN113
rastao u prisustvu maksimalne koncentracije od 10 mM Cu®’, biofilm rastao u prisustvu
10 mM ali i 15 mM Cu®’, iako 1,8 puta slabije (Slika 27), §to je ukazalo na to da biofilm

Rhodococcus sp. TN113 moze da poveéa toleranciju ovog izolata na Cu”'.
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Slika 27. Tolerancija biofilma Rhodococcus sp. TN113 na prisustvo Cu>". K — rast biofilma u MT

medijumu bez dodatog Cu®*. Rezultati predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz tri nezavisna

eksperimenta.
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C. metallidurans CH34, izolat koji poseduje gene za determinante rezistencije na sve
metale testirane u ovoj studiji (Tabela 12), rastao je u te¢noj kulturi samo u prisustvu 5 mM
Cd** 1 5 mM Cu”" (Slika 28). Dobijeni rezultati pokazali su da biofilm C. metallidurans
CH34 nije tolerantniji na prisustvo Cd*" u poredenju sa slobodnoziveéim oblikom, s
obzirom da nije rastao u prisustvu 10 mM Cd**. Sa druge strane, biofilm
C. metallidurans CH34 je rastao u prisustvu obe testirane koncentracije Cu>". Iako 2,4 puta
manji nego u prisustvu 5 mM Cu”", rast biofilma u prisustvu 10 mM Cu®" ukazao je na

povecanu toleranciju biofilma u odnosu na slobodnozivecu bakteriju.
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Slika 28. Tolerancija biofilma Cupriavidus metallidurans CH34 na prisustvo Cd*" i Cu*'.
K — rast biofilma u MT medijumu bez dodatih metala. Rezultati predstavljaju srednju vrednost

dobijenu iz tri nezavisna eksperimenta.
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Soj P. aeruginosa PAOI je na &vrstoj podlozi rastao u prisustvu Cd** i Cr®, a PCR
reakcijom je detektovano prisustvo gena (copAl) za determinantu rezistencije na Cu”'.
Medutim, u te¢noj kulturi, P. aeruginosa PAOI nije rastao u prisustvu pojedinacnog Cr®’,
ve¢ je mogao da tolerise samo prisustvo 5 mM Cd*" i 10 mM Cu®’. Rezultati testiranja
tolerancije biofilma P. aeruginosa PAO1 su prikazani na slici 29 i1 pokazali su da je biofilm
ovog soja tolerantniji na prisustvo Cd*" i Cu®" u poredenju sa slobodnozive¢im sojem, s
obzirom da je imao sposobnost rasta u prisustvu 10 mM Cd*" i 15 mM Cu%, Sto su

koncentracije koje slobodnozive¢i soj nije mogao da tolerise.
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Slika 29. Tolerancija biofilma Pseudomonas aeruginosa PAO1 na prisustvo Cd*" i Cu®*. K — rast
biofilma u MT medijumu bez dodatih metala. Rezultati predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz

tri nezavisna eksperimenta.

4.5.3. Tolerancija bakterijskih biofilmova na prisustvo viSe teSkih metala istovremeno

U cilju ispitivanja sposobnosti bakterijskog biofilma da raste u prisustvu smese Cu®", Cd*" i
Cr®" koris¢ene su koncentracije metala navedene u odeljku 4.3.1. (5 mM Cu", 2,5 mM
Cd* i 1,5 mM Cr"") kao i dvostruko veée koncentracije koje slobodnoZiveée bakterije nisu
mogle da toleridu u te¢noj kulturi (10 mM Cu®", 5 mM Cd*" i 3 mM Cr®). Rast

bakterijskog biofilma u prisustvu dvostruko vecih koncentracija metala u smesi, potvrdio bi

95



pretpostavku da je biofilm tolerantnija forma od slobodnozivece i da predstavlja jedan od

nacina da se potencijalno resi problem kompleksnih zagadenja.

P. aeruginosa PAOL1 je jedini soj koji je samostalno rastao u prisustvu smese metala (Slika
22). Medutim, biofilm ovog soja rastao je u prisustvu smeSe metala nizih koncentracija
2000 puta slabije nego u MT medijumu bez metala, a u prisustvu dvostruko veéih
koncentracija metala u smesi rast je bio 7000 puta manji od kontrolnog tako da mozemo

zakljuciti da je biofilm znatno slabije rastao (Slika 30).
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Slika 30. Tolerancija biofilma Pseudomonas aeruginosa PAO1 u prisustvu smese Cd*", Cr*" i Cu™".

K — rast biofilma u MT medijumu bez smeSe metala. Rezultati predstavljaju srednju vrednost

dobijenu iz tri nezavisna eksperimenta.

96



Na osnovu sposobnosti bakterijskih zajednica, sastavljenih od slobodnozivecih bakterija, da
rastu u prisustvu smese Cu>", Cd*" i Cr®" (Slika 22) odabrane su &etiri bakterijske zajednice
sa najvecom sposobnos¢u tolerancije smeSe metala i1 testirana je tolerancija njihovih

biofilmova:

» Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113 i P. aeruginosa PAO1 (Slika
31 a);

» Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113 i1 P. aeruginosa PAO1 (Slika
31b);

» Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113 i C. metallidurans CH34
(Slika 31 c¢);

» Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113,
C. metallidurans CH34 i P. aeruginosa PAOL1 (Slika 31 d).

Biofilm zajednice koju su ¢inili Staphylococcus sp. MSIO8, Rhodococcus sp. TN113 i
P. aeruginosa PAO1 je u prisustvu smeSe metala nizih koncentracija, koje toleriSe i
zajednica slobodnozivecih bakterija, rastao 86 puta slabije nego u MT medijumu bez
metala (Slika 31 a). Biofilm zajednice koju su ¢Cinili Staphylococcus sp. MUIL0,
Rhodococcus sp. TN113 1 C. metallidurans CH34 (Slika 31 c) u prisustvu smese metala
nizih koncentracija pokazao je 23 puta slabiji rast od kontrolnog rasta u MT medijumu bez
metala. U prisustvu smeSe metala viSih koncentracija, koje zajednice slobodnoZivec¢ih

bakterija nisu mogle da toleriSu, nije bilo rasta ni navedenih biofilmova.

Biofilmovi preostale dve zajednice (Slika 31 b i d) nisu pokazali sposobnost rasta u
prisustvu smeSe metala, za razliku od istih zajednica sastavljenih od slobodnozivecih

bakterija, koje su tolerisale smeSu metala nizih koncentracija.
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Slika 31. Tolerancija na prisustvo smese Cd*", Cr*" i Cu®* kod biofilmova bakterijskih zajednica
sastavljenih od: a) Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113 i Pseudomonas aeruginosa
PAO1; b) Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113 i Pseudomonas aeruginosa PAO1;
¢) Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113 1 Cupriavidus metallidurans CH34 i d)
Staphylococcus sp. MSIO08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113, Cupriavidus
metallidurans CH34 1 Pseudomonas aeruginosa PAO1. K — rast biofilma u MT medijumu bez

smese metala. Rezultati predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz tri nezavisna eksperimenta.

4.5.4. Aktivnost enzima multi bakar oksidaze

Multi bakar oksidaze su enzimi koji oksiduju jednovalentni bakar, koji moze da ulazi u
bakterijske ¢elije, do dvovalentnog koji nema tu sposobnost. Kako su ovo obi¢no
periplazmati¢ni enzimi, oni svojom aktivno$¢u onemogucavaju ulazak bakra u celije 1

njegovo toksi¢no delovanje na ¢elijske komponente (Grass and Rensing, 2001).
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Iako je u ovoj studiji medu testiranim izolatima detektovano postojanje copAl gena koji
kodira multi bakar oksidazu (CopA), to nije bio pokazatelj postojanja aktivnog CopA
enzima 1 aktivnog mehanizma tolerancije. Kako CopA ima sposobnost oksidacije 2,6-
dimetoksifenola u prisustvu Cu", to je iskorii¢eno za indirektno odredivanje aktivnosti
CopA (odeljak 3.6.4.). Cetiri soja su imala sposobnost rasta u prisustvu Cu®" u te¢noj
kulturi i to su: Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113, C. metallidurans
CH34 1 P. aeruginosa PAOI1, pri ¢emu samo kod Staphylococcus sp. MUI10 nije
detektovano prisustvo gena za CopA, $to je ukazalo da neki drugi mehanizam obezbeduje
toleranciju ovog soja na Cu”". Aktivnosti enzima pojedinacnih sojeva prikazane su
horizontalnim linjjama na slici 32.  Aktivnost CopA nije detektovana kod soja
Staphylococcus sp. MUI10, §to je 1 oCekivano s obzirom na nepostojanje gena za ovaj
enzim. P. aeruginosa PAO1 je imao najvecu aktivnost CopA enzima, 1,1 put vecu od
aktivnosti CopA C. metallidurans CH34 1 3,7 puta ve¢u od CopA Rhodococcus sp. TN113.
Aktivnost CopA detektovana kod bakterijskih zajednica ova Cetiri soja prikazana je
vertikalnim stupcima na slici 32.  Zajednica sojeva C. metallidurans CH34 i
P. aeruginosa PAO1 povecala je aktivnost CopA enzima 1,5 puta u odnosu na aktivnost
enzima pojedinacnih izolata. Zajednica Rhodococcus sp. TN113 sa C. metallidurans
CH34 ili sa P. aeruginosa PAO1 smanjuje aktivnost enzima u poredenju sa pojedinacnim
sojevima i to 2,7 puta kad je u pitanju P. aeruginosa PAO1, odnosno 2,2 puta u slucaju
C. metallidurans CH34. Aktivnost CopA enzima zajednice C. metallidurans CH34 i
P. aeruginosa PAO1 smanjila se 3,2 puta dodavanjem Rhodococcus sp. TN113. Pokazano
je da Rhodococcus sp. TN113 smanjuje aktivnost CopA u zajednicama tako $to inhibira rast
C. metallidurans CH34 1 P. aeruginosa PAO1 (rezultati nisu prikazani). Dodavanje

Staphylococcus sp. MUI10 nije uticalo na nivo aktivnosti, §to je 1 o¢ekivano.
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Slika 32. Aktivnost enzima multi bakar oksidaze (CopA) izrazena kao koli¢ina produkta nastalog
oksidacijom 2,6-dimetoksifenola po 1 pg ukupnih proteina. Vertikalni stupci pokazuju nivo
aktivnosti CopA enzima bakterijskih zajednica, dok horizontalne linije pokazuju aktivnost CopA
enzima pojedina¢nih bakterijskih sojeva. Rezultati predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz tri

nezavisna eksperimenta.

4.6. Uticaj bakterijskih biofilmova na in vitro proces luZenja
Na osnovu sposobnosti pojedinacnih izolata i bakterijskih zajednica da rastu u prisustvu
viSe metala istovremeno (Slika 22) odabrani su:

1. P. aeruginosa PAOI, kao jedini izolat koji je samostalno mogao da raste u prisustvu

smeSe metala,

2. zajednica koju su Cinili Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113 1
P. aeruginosa PAOL i

3. zajednica koju su Cinili Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUI10,
Rhodococcus sp. TN113, C. metallidurans CH34 i P. aeruginosa PAO1

100



koji su pokazali najbolji rast u prisustvu smesSe metala i ispitan je uticaj njihovih biofilmova
na process bioluzenja in vitro. Prvo su biofilmovi hemijski okarakterisani, i analiziran je

uticaj prisustva teskih metala na prezivljavanje ¢elija u biofilmu.

4.6.1. Hemijska karakterizacija biofilma i uticaj metala na bakterijski biofilm

4.6.1.1. FT-IR spektroskopija

Analizom FTIR spektara tri testirana biofilma utvrdeno je prisustvo karakteristicnih
apsorpcionih traka koje odgovaraju strukturama tipi¢nim za polisaharidne i proteinske
molekule (Slika 33). Siroka kompleksna apsorpciona traka u oblasti 3000 — 3500 cm’™'
odgovara valentnim vibracijama O-H grupa kao i simetri¢énim i asimetri¢énim vibracijama
istezanja N-H veza. Apsorpcioni pik u oblasti 2920 — 2940 cm™ odnosi se na valentne
vibracije metilenskih -CH, grupa. Traka na 1020 cm™ pripisuje se valentnim vibracijama
C-O-C veza i preklapa se sa pikom na 1000-1100 cm™ koji se odnosi na vibracije istezanja
C-C veza i C-O-C veza glikozidno vezanih heksopiranoza. Prisustvo veceg sadrzaja
proteina u ispitivanim uzorcima moZze se uocCiti na osnovu intenzivne apsorpcije na 1635
cm’™, zatim pikova na 1520 cm™ i 1412 cm™ kao i §iroke trake u regionu 3000 — 3500 cm™.
Intenzivna traka na 1635 cm™ preklapa se sa apsorpcijom aromata, (C=C i C=0 vibracije
istezanja), Sto bi bila indikacija prisustva aromati¢nih amino kiselina, na $ta ukazuje i traka
na oko 1540 cm™ koja takode poti¢e od aromata. Traka na oko 1407 cm™ potice od
alifati¢nih grupa. Karakteristi¢ne trake slabog intenziteta i to pik na oko 890 cm™ ukazuje
na B-glikozidne veze, dok se trake na 920 cm” i 850 cm™ odnose na prisustvo

a-glikozidnih veza u polisaharidnoj strukturi biofilma.
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Slika 33. FT-IR spektri biofilmova: a) Pseudomonas aeruginosa PAO1; b) zajednice koju su Cinili

Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113 1 Pseudomonas aeruginosa PAO1; ¢) zajednice

koju su ¢inili Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113,

Cupriavidus metallidurans CH34 1 Pseudomonas aeruginosa PAOL.

4.6.1.2. Elementalna organska mikroanaliza i analiza Secera biofilmova

Ukupan sadrzaj azota (N), ugljenika (C), kiseonika (O) i sumpora (S) testiranih biofilmova
(odeljak 4.6.) prikazan je u tabeli 15.

102



Tabela 15. Rezultati elementalne organske mikroanalize uzoraka biofilmova.

Mikroanaliza (g kg™)
Uzorak biofilma N C H S

PAO1 76.9 431.9 26.4 /

MSIO08
TN113 81.0 441.6 42.0 /
PAO1

MSIOS8

MUI10

TN113 79.0 426.6 68.6 /
PAOI1

CH34

Sadrzaj ukupnog azota je varirao od 76,9 do 81,0 g kg suve mase biofilma u zavisnosti
sastava biofilma. Sadrzaj ugljenika bio je ujednacen u sva tri testirana biofilma, dok je
sadrzaj ukupnog vodonika u biofilmu sastavljenom od svih pet izolata bio 1,6 puta ve¢i od
biofilma sastavljenog od tri izolata i 2,6 puta ve¢i od sadrzaja vodonika u biofilmu
P. aeruginosa PAO1. Ni u jednom uzorku biofilma nije detektovano prisustvo sumpora

(Tabela 15).

Odredivanje sadrzaja proteina iz sadrzaja ukupnog azota se dobija mnozenjem sa
konverzionim faktorom 6,25 (Nitrogen to Protein Factor—NP Factor) koji se uobicajeno
koristi za preracunavanje sadrzaja ukupnih proteina iz sadrzaja ukupnog azota. Dobijeni
rezultati pokazuju da se sadrzaj proteina u ispitivanim biofilmovima nalazio u opsegu od
480 — 506 g kg™ suve mase biofilma, pri ¢emu je bio najveéi u biofilmu sastavljenom od tri

izolata.

Sastav Secera u uzorcima biofilmova odreden je na osnovu hromatografske pokretljivosti
poredenjem sa standardima. Utvrdeno je da je D-glukopiranoza bila dominantna
komponenta u sva tri ispitana biofilma, dok su D-galaktopiranoza i D-manopiranoza bile

zastupljene u znatno manjem stepenu.

103



4.6.1.3. Bojenje slobodnoZivecéih bakterija i biofilmova

Slobodnoziveée bakterije i1 bakterijski biofilmovi (odeljak 4.6.) uspesno su bojeni
kombinacijom boja: SYTO® 9 koja boji intaktne bakterijske ¢elije zeleno i propidijum

jodid koji boji mrtve bakterijske ¢elije sa oSteCenom ¢elijskom membranom crveno.

Bojenjem slobodnozivecih bakterija i bakterijskih zajednica gajenih pod istim uslovima sa
jedinom razlikom u prisustvu to jest odsustvu smese metala, pokazano je da u kulturama
koje su gajene bez prisustva metala ima manje mrtvih bakterijskih ¢celija (Slika 34 a) u

poredenju sa kulturama gajenim u prisustvu metala (Slika 34 b).

Slika 34. Bojenje zajednica slobodnozivec¢ih bakterija Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus
sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113, Cupriavidus metallidurans CH34 1 Pseudomonas aeruginosa
PAOI1 gajenih: a) bez metala i b) u prisustvu smese metala. (Za mikroskopiranje je koris¢eno

uveliCanje 40x).

Svi bakterijski biofilmovi gajeni bez metala i u prisustvu smese metala posmatrani su pod
mikroskopom bez bojenja i izgledali su ujednaceno sa karakteristiénim egzopolisaharidnim
sluzavim strukturama, tako da su prikazani rezultati mikroskopiranja biofilma zajednice

svih pet sojeva (Slika 35).
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b)

Slika 35. Bakterijski biofilmovi zajednice Staphylococcus sp. MSIOS8, Staphylococcus sp. MUI10,
Rhodococcus sp. TN113, Cupriavidus metallidurans CH34 i Pseudomonas aeruginosa PAOL1 a)
gajeni bez metala i b) gajeni u prisustvu smese metala, posmatrani na mikroskopu bez bojenja. (Za

mikroskopiranje je koris¢eno uveliCanje 40x%).

Medutim, bojenjem je utvrdeno da kod biofilmova gajenih u prisustvu smeSe metala ima
manje zivih bakterijskih ¢éelija, Sto je 1 ocekivano (Slika 36 b, rezultati bojenja prikazani
samo za biofilm zajednice pet sojeva). Pokazano je da, bez obzira na smanjeni broj zivih
¢elija, 1 u prisustvu metala dolazi do formiranja biofilmova koji se po strukturi ne razlikuju

od biofilmova gajenih bez metala (Slika 36 a).
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Slika 36. Bakterijski biofilmovi zajednice Staphylococcus sp. MSIOS8, Staphylococcus sp. MUI10,
Rhodococcus sp. TN113, Cupriavidus metallidurans CH34 1 Pseudomonas aeruginosa PAOL1 a)
gajeni bez metala i b) gajeni u prisustvu smeSe metala; [ — bojenje Zivih ¢elija, Il — bojenje mrtvih
¢elija, III — preklopljene slike Zivih i mrtvih ¢elija. (Za mikroskopiranje je koris¢eno uvelicanje

40%).

4.6.2. Rast bakterijskog biofilma u prisustvu Acidithiobacillus ferrooxidans

Kao prvi korak u utvrdivanju moguénosti primene biofilmova u procesima bioluZenja, bilo
je neophodno utvrditi da li bakterijski biofilmovi (odeljak 4.6.) mogu da opstanu u
medijumu niske pH vrednosti kao sto je medijum 9K (pH 3,5), i da li utiCu na rast soja

A. ferrooxidans koji se tradicionalno koristi u bioluzenju. Kada su pojedinacni sojevi
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gajeni u medijumu pH vrednosti 2 1 4, samo je jedan izolat imao sposobnost rasta u
ovakvim uslovima (Tabela 13). Medutim u eksperimentu na mikrotitarskim plocama
(odeljak 3.5.3.) utvrdeno je da formirani biofilmovi mogu da prezive uslove gajenja u
medijumu niske pH vrednosti (kontrole na slici 37 a), kao i da mogu da opstanu u takvom
medijumu zajedno sa A. ferrooxidans tokom 10 dana inkubacije (Slika 37 a). Takode je
pokazano da veci broj ¢elija moze da prezivi uslove niske pH vrednosti medijuma kada je
soj A. ferrooxidans prisutan. Dok je broj prezivelih bakterijskih ¢elija bio ujednacen za
P. aeruginosa PAO1 1 zajednicu Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113 1
P. aeruginosa PAOI1, u slucaju zajednice svih pet sojeva (Staphylococcus sp. MSI08,
Staphylococcus sp. MUIL0, Rhodococcus sp. TNI113, C. metallidurans CH34 i
P. aeruginosa PAO1) nisku pH vrednost 1 prisustvo A. ferrooxidans prezivelo je 3 puta vise
bakterijskih ¢elija (Slika 37). S druge strane, A. ferrooxidans je rastao neometano u

prisustvu sva tri testirana biofilma (Slika 37 b).

a) 0.5q b)
0.4
E 031
]
(IS
(@]
S 0.2
*
0.1
0.0 \ Acidithiobacillus ferrooxidans |
' K PAO1 K PAO1 K PAO1 !
MSI08 CH34
TN113 MSI08
MUI10
TN113

Slika 37. a) Sposobnost rasta 3 biofilma u prisustvu 4. ferrooxidans u 9K medijumu, K — rast

biofilmova u 9K medijumu; b) rast 4. ferrooxidans u prisustvu biofilmova, K — 9K medijum.
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4.6.3. In vitro model luZenja

Za in vitro eksperiment bioluzenja jalovine u 9K medijumu, koji je raden je kao Sto je
opisano u odeljku 3.5.4., pored 4. ferrooxidans koris¢ene su i tri vrste biofilmova, a u
postavku eksperimenta su bila ukljuena i tri kontrolna modela (Slika 38). U svaki
erlenmajer, pored 9K medijuma, dodavan je 4. ferrooxidans, biofilmovi i jalovina poznatog

sastava 1 karakteristika (Tabela 6) po slede¢oj shemi:

1. A. ferrooxidans i jalovina;

2. A. ferrooxidans, biofilm soja P. aeruginosa PAO1 i jalovina;

3. A. ferrooxidans, biofilm zajednice P. aeruginosa PAOI1, Staphylococcus sp. MSI08,
Rhodococcus sp. TN113 1 jalovina;

4. A. ferrooxidans, biofilm zajednice P. aeruginosa PAO1, Staphylococcus sp. MSI08,
Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113, C. metallidurans CH34 i
jalovina;

5. kontrolni rast 4. ferrooxidans u 9K medijumu, bez dodate jalovine;

6. kontrolni rast sva tri biofilma u 9K medijumu sa dodatom jalovinom;

7. kontrola 9K medijuma sa dodatom jalovinom.

Slika 38. Eksperiment bioluzenja jalovine u 9K medijumu pomocu soja Acidithiobacillus
ferrooxidans 1 biofilmova. 1 — kontrolno luzenje jalovine samo sa sojem A. ferrooxidans, 2 — dodat
biofilm soja P. aeruginosa PAO1, 3 — dodat biofilm =zajednice P. aeruginosa PAOI,
Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113, 4 — dodat biofilm zajednice P. aeruginosa
PAOI1, Cupriavidus metallidurans CH34, Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUI10,
Rhodococcus sp. TN113; 5 — kontrolni rast 4. ferrooxidans u 9K medijumu; 6 — kontrolni rast sva

tri biofilma sa jalovinom u 9K medijumu; 7 — samo jalovina u 9K medijumu.
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Tokom inkubacije, crvena boja nastala u uzorcima 1 — 5 ukazivala je na normalan i
ujednacen rast 4. ferrooxidans u 9K medijumu (sli¢no kao S§to je prikazano na slici 37 b).
Kao S$to je bilo ocekivano, u odsustvu 4. ferrooxidans nije doslo do oksidacije gvozda iz
samog medijuma sa jalovinom, bez obzira na prisustvo biofilmova (Slika 38
uzorci 6 1 7). Ovi rezultati su se ogledali i u vrednostima pH i oksido-redukcionim
potencijalima izmerenim u medijumima nakon luzenja (Tabela 16). pH vrednost se snizila
za 0,23 jedinice, a oksido-redukcioni potencijal se nije promenio u uzorku gde su bili
prisutni samo biofilmovi i jalovina (uzorak 6). U ostalim uzorcima pH vrednost se snizila
za 0,44 — 0,75 jedinica tokom bioluzenja, dok se oksido-redukcioni potencijal povecao od
1,64 — 1,76 puta (Tabela 16). Najveéa promena i pH vrednosti i oksido-redukcionog
potencijala izmerena je u uzorku 4, gde je pored A. ferrooxidans bio prisutan uzorak

biofilma zajednice svih pet izolata (Tabela 16).

Tabela 16. pH i oksido-redukcioni potencijal medijuma na kraju eksperimenta in vitro luzenja.

oksido-redukcioni

Uzorak potencijal, mV
1 1.74 740
2 1.78 785
3 1.72 785
4 1.69 795
5 1.70 780
6 2.22 450
Podloga 9K 2.45 450

Nakon procesa bioluzenja, pomoc¢u ICP opticke emisione spektroskopije, odredene su
koncentracije elementarnih metala u rastvorima (Tabela 17). Vrednosti prikazane u tabeli
17 se odnose na koli¢ine metala izluzene iskljucivo iz jalovine (oduzimanjem vrednosti
uzorka 5 u kom je u medijumu bio prisutan samo A. ferrooxidans, bez dodate jalovine). Na
ovaj nacin je bilo moguce pratiti uticaj prisustva biofilmova na proces bioluzenja jalovine
pomocu A. ferrooxidans. Prikazani su takode i rezultati luzenja jalovine pomocu sva tri

biofilma, a bez prisustva 4. ferrooxidans (osencena kolona; Tabela 17).
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Tabela 17. Koli¢ina elemenata (mg kg™) izluzenih iz jalovine.

Prisustvo bakterija

A. ferrooxidans A. ferrooxidans  A. ferrooxidans A. ferrooxidans /
Biofilm Biofilm PAO1, Sva tri
Biofilm PAO1 PAO1,MSI0O8i  MSI08, MUI10, biofilma

Element TN113 TN113 i CH34
B 1.6 0.9 6.3 7.9 -6.5
Ba 1.9 0.1 0.2 0 0
Cr 0.3 0.3 0.3 0.3 0.1
Cu 0.6 0.4 0.6 11.6 0.5
Fe 407 184 19 -256 -696
Sr 1.7 0.2 1.0 0.8 -0.3
Ti 1.5 0.6 1.1 0.3 -0.7

U eksperimentalnim uslovima koji su koris¢eni za in vitro bioluzenje jalovine pomocu
A. ferrooxidans, najbolje je izluzeno gvozde (Fe) sa 407 mg kg, nesto manje su izluZeni
B, Ba, Sr i Ti, dok su najlogiji rezultati dobijeni za Cr i Cu, sa svega 0,3 i 0,6 mg kg
izluZzenih metala (Tabela 17). Uticaj prisustva biofilmova na luzenje metala iz jalovine
pomocu A. ferrooxidans, pod testiranim uslovima, bio je raznolik. Dodavanje nekog od tri
razli¢ita biofilma uglavnom je negativno uticalo na proces izluzivanja metala. Najvece
smanjenje koli¢ine izluZenog metala detektovano je u prisustvu biofilma sastavljenog od
svih pet sojeva, kada se koli¢ina izluZenog gvozda smanjila 21,4 puta. Medutim, prisustvo
biofilmova zajednica tri soja i svih pet sojeva pozitivho je uticalo na luzenje B,
povecavajuci koli¢inu izluzenog B 4, odnosno 5 puta. Biofilm zajednice svih pet sojeva
povecao je 1 koli¢inu izluZenog Cu cak 19 puta ukazujuc¢i na potencijal daljeg razvijanja

ovog pristupa optimizacije bioprocesa (Tabela 17).
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5. DISKUSIJA

5.1. Fizicko-hemijske karakteristike uzoraka sedimenata iz rudnika bakra

U ovoj studiji su kori§¢eni uzorci povrsinskog i podzemnog sedimenta prikupljeni iz
rudnika bakra u okviru rudarsko-topionicarskog basena Bor. Oba uzorka sedimenata su
bila relativno kisela, sa pH vrednostima 5,2 i 3,9, za povrSinski i podzemni kop respektivno
(Tabela 7). Ovi rezultati su uporedivi sa literaturnim podacima, gde su uzorci sedimenata
iz neposredne blizine napusStenog rudnika Avoca u Irskoj imali pH vrednosti u rasponu
5,7 — 6,8 (Herr and Gray, 1997), dok je uzorak podzemnog sedimenta iz rudnika bakra
Shen-bu u Kini imao pH vrednost 3,5 (Yang ef al., 2008). U poredenju sa drugim
studijama rudnika bakra Bor, prema kojima je detektovana pH vrednost jamske vode u
rasponu 1,93 — 2,19, pH vrednosti uzoraka sedimenata detektovane u ovoj studiji su

ocekivano vece (Conic et al., 2009).

Neocekivano, koncentracije analiziranih metala u sedimentima bile su u u okvirima
dozvoljenih vrednosti prema Pravilniku o dozvoljenim koli¢inama opasnih i Stetnih
materija u zemljiStu 1 vodi za navodnjavanje (EPA/Serbia, 1994). Jedino je koncentracija
bakra bila 2,5 puta veéa od dozvoljene (Tabela 7). Koncentracije kobalta, bakra, cinka,
nikla i arsena koje su u ranijim studijama detektovane u rudnicima kao i kontaminiranim
sredinama oko rudnika, uglavnom su veée u poredenju sa uzorkom povrsinskog sedimenta
iz rudnika bakra Bor (Passariello et al., 2002; Mendez et al., 2008; Rodriguez et al., 2009).
Passariello i saradnici su prilikom procene kontaminacije napustenog rudnika stibnita (ruda
antimona, Sb,S3) pronasli kadmijum i cink u koncentracijama koje su 15600 i 21 put vece
od koncentracija detektovanih u uzorku povrSinskog sedimenta iz rudnika bakra Bor
(Passariello et al., 2002). Koncentracije hroma i bakra detektovane u zemljistu u okviru
rudnika bakra Zhuji Lipu u Kini su bile do 30 puta vece, dok je koncentracija cinka bila 426
puta veéa od odgovaraju¢ih koncentracija povrSinskog sedimenta rudnika bakra Bor
(Sun et al., 2012). Koli¢ine bakra pronadene u rudniku bakra Zhong Tiaoshan u Kini su
bile slicne vrednostima detektovanim u uzorku podzemnog sedimenta rudnika bakra Bor,

dok su koli¢ine kobalta, arsena 1 nikla bile 16, 43 1 20000 puta vece (He et al., 2007).
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Sli¢no, u uzorku iz rudnika bakra Shen-bu u Kini, i bakar je detektovan u koncentraciji koja
je 19 puta veca, a kobalt, cink, kadmijum i hrom u koncentracijama koje su 10, 91, 38500 i
46 puta vece od izmerenih u uzorku podzemnog sedimenta rudnika u Boru (Yang et al.,
2008). Moze se zakljuciti da su uporedivi uzorci sedimenata iz rudnika bakra Bor u odnosu
na uzorke sedimenata iz rudnika u Kini siromasniji u koli¢inama razli¢itih metala §to moze
biti pripisano kako samim karakteristikama nalaziSta, nacinu uzorkovanja i izboru

sedimenata, tako 1 nac¢inu eksploatacije.

5.2. Mikrobioloski diverzitet uzoraka sedimenata iz rudnika bakra

Kako bi se dobio potpuniji uvid u strukturu mikrobioloSkih zajednica sedimenata
povrsSinskog i podzemnog lokaliteta iz rudnika bakra Bor, primenjena su metagenomska

analiza 1 tradicionalni pristup direktnom kultivacijom.

5.2.1. Metagenomski pristup u analizi diverziteta

KoriS¢enjem metagenomskog pristupa u analizi mikrobioloSkog diverziteta formirane su
dve biblioteke 16S rDNK klonova (odeljak 4.2.1.). Biblioteku klonova iz povrSinskog
sedimenta (MS) ¢inila su 124 klona, a biblioteku iz podzemnog sedimenta (MU) 194 klona.
ARDRA analizom klonova, na osnovu profila elektroforetske pokretljivosti na agaroznom
gelu, klonovi MS biblioteke su grupisani u 7 OTU, a klonovi MU biblioteke u 5 OTU.
Broj detektovanih OTU u ovoj studiji u odnosu na ukupan broj klonova MS i MU
biblioteka je bio mali u poredenju sa rezultatima drugih sli¢nih studija. Medutim, u ovoj
studiji je ARDRA analiza radena samo jednim restrikcionim enzimom, dok su u drugim
studijama uglavnom koriS¢ena dva enzima, pa samim tim su i prijavljeni rezultati u drugim
studijama naizgled kompletniji. He 1 saradnici su metagenomskim pristupom analizirali
bakterijski diverzitet jamske vode Zhong Tiaoshan rudnika, i medu 57 klonova detektovali
c¢ak 8 OTU (He et al., 2007). Ovi autori su u drugoj studiji diverziteta u okviru Dongxiang
rudnika bakra i Yinshan rudnika olova i cinka, medu 480 klonova iz 4 biblioteke
detektovali ukupno 31 OTU (He et al., 2008), a Yang i saradnici su analizirali uzorke sa 3

lokaliteta u okviru rudnika Shen-bu, i ukupno 384 klona iz tri biblioteke grupisali u 39
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OTU (Yang et al., 2008). Upotreba ARDRA metode u analizi diverziteta ima ogranicenja,
jer ne pruza dovoljno jednoznacnih informacija o vrsti mikroorganizama u uzorku i
dobijene profile je Cesto veoma teSko analizirati gel elektroforezom (Rastogi and Sani,
2011). Uzimaju¢i u obzir mane ARDRA metode kao 1 olakSanu dostupnost sekvenciranja i
relativno mali broj uzoraka, filogenetska analiza klonova MS i MU biblioteka finalno je
uradena sekvenciranjem dela gena za 16S rRNK (do 500 bp) a ne detaljnijom
ARDRA/RFLP analizom.

Medu klonovima MS biblioteke sekvenciranjem je detektovan veci diverzitet, sa 7 razli¢itih
filogenetskih grupa, u odnosu na MU biblioteku, ¢iji klonovi su bili rasporedeni u tri
filogenetske grupe (Slika 13). U poredenju sa rezultatima ARDRA metode, broj
filogenetskih grupa detektovan u MS biblioteci poklapa se sa brojem dobijenih OTU, dok u
sluc¢aju MU bilioteke dolazi do odstupanja. Naime, sekvenciranjem su detektovane tri
filogenetske grupe, dok su ARDRA metodom klonovi MU biblioteke grupisani u pet OTU,
ali imajuéi u vidu ograni¢enja ARDRA metode, jasno je da broj OTU ne ukazuje

jednoznacno i na broj filogenetskih grupa.

Raspodela filogenetskih grupa u MS biblioteci klonova je u korelaciji sa rezultatima drugih
slicnih studija, prema kojima su Proteobacteria, Actinobacteria, 1 Acidobacteria
najzastupljenije filogenetske grupe terestrijalnih ekosistema, kako netaknutih tako i onih
koji su kontaminirani teSkim metalima (Gremion et al., 2003; Jansen, 2006; Lin et al.,
2011). TIako su filogenetske grupe Bacterioidetes, Nitrospirae, Verrucomicrobia i
Gemmatimonadetes, bile slabije zastupljene medu klonovima MS biblioteke, njihovo
prisustvo nije bilo neocekivano u sredini zagadenoj teSkim metalima. Medutim, medu
klonovima MS biblioteke nisu detektovani predstavnici roda Firmicutes, dok je u sli¢nim
studijama ova filogenetska grupa bila medu najzastupljenijim (Yang et al., 2008; Islam and

Sar, 2011).

Smanjeni diverzitet medu klonovima MU biblioteke je bio ocekivan, s obzirom na
ekstremne uslove prisutne u sedimentima podzemnog kopa (Tabela 7). 92% klonova MU
biblioteke pripadalo je redu Nitrospirae sa Leptospirillum sp. kao jedinim detektovanim
predstavnikom, dok su preostali klonovi pripadali rodovima Actinobacteria i

Planctomycetes (Slika 13). Prisustvo Leptospirillum sp. u MU uzorku u ovako velikom
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procentu nije neobi¢no, s obzirom da se predstavnici ovog roda Cesto mogu naci u
sredinama sa niskim pH vrednostima, kao §to su podzemni sedimenti rudnika (Schrenk et
al., 1998). Ovi rezultati su uporedivi i sa rezultatima sli¢nih studija. He i saradnici su
medu klonovima iz jamske vode Zhong Tiaoshan rudnika bakra detektovali 29,2%, a iz
uzoraka rudnika Dongxiang 50% klonova koji su pripadali redu Nitrospirae (He et al.,
2007; He et al., 2008). Sa druge strane, Yang i saradnici su u uzorku podzemne vode Shen-
bu rudnika pronasli predstavnike rodova Acidobacteria, Proteobacteria i Firmicutes, ali ne
1 predstavnike reda Nitrospirae (Yang et al., 2008), iako je uzorak imao sli¢ne fizi¢ko-

hemijske karakteristike kao i sediment podzemnog kopa koris¢en u ovoj studiji.

5.2.2. Analiza diverziteta direktnom kultivacijom

Prilikom analize mikrobioloskog diverziteta tradicionalnim pristupom, mogu se koristiti
razli¢ite selektivne i neselektivne podloge za kultivaciju bakterija, zavisno od ciljeva
studije. Islam i Sar su za izolaciju bakterija iz rude uranijuma koristili 4 razlicita
medijuma: R2A (pH 7) i bogati PTYG (pH 7) medijum za kultivaciju heterotrofnih
neutrofilnih bakterija, MGY (pH 3) medijum za kultivaciju heterotrofnih acidofilnih
bakterija 1 9K (pH 2,3) za kultivaciju umereno acidofilnih bakterija (Islam and Sar, 2011).
Druge grupe autora su prilikom kultivacije bakterija iz uzoraka kontaminiranih teSkim
metalima koristile uglavnom razli¢ite vrste hranljivih agara (Ellis et al., 2003; Piotrowska-
Seget et al., 2005; Rajbanshi, 2008; Xie et al., 2010; Islam and Sar, 2011). U ovoj studiji,
upotrebom 9K medijuma (pH 3,5) dobijeno je svega nekoliko kolonija iz uzoraka
sedimenata povrSinskog i podzemnog kopa rudnika bakra Bor (iako je bilo ocekivano
prisustvo acidofilnih bakterija u uzorku podzemnog sedimenta) koje su izuzetno slabo rasle
presejavanjem na svezu podlogu. Kako je jedan od ciljeva ove studije bio ispitivanje
ukupnog mikrobioloskog diverziteta, druga podloga koja je koriS¢ena je neselektivni bogati
TG medijum karakteristiCan za izolaciju bakterija iz uzoraka zemljiSta. Dobijeni rezultati
za oba uzorka (Tabela 8) u skladu su sa rezultatima slicnih studija. U radu autora
Piotrowska-Seget, upotrebom hranljivog agara, izolovan je priblizno isti broj bakterija kao i
u ovoj studiji upotrebom TG medijuma, dok je u radu Ellis 1 saradnika iz zeml;jiSta
kontaminiranog teSkim metalima izolovano u proseku oko 10% manje bakterija (Ellis ef al.,

2003; Piotrowska-Seget et al., 2005).
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Trideset dva izolata iz povrSinskog sedimenta (MSI) i1 30 izolata iz podzemnog sedimenta
(MUI) taksonomski su identifikovani (odeljak 4.2.2.) i medu izolatima iz oba uzorka je
detektovano prisustvo predstavnika rodova Actinobacteria, Firmicutes 1 Proteobacteria
(Slika 14). Dok su medu izolatima iz povrSinskog sedimenta dominirali predstavnici roda
Actinobacteria, veéina izolata iz podzemnog sedimenta je pripadala rodu Firmicutes (Slika
14), sto nije u skladu sa rezultatima dobijenim metagenomskom analizom, po kojima
predstavnici roda Firmicutes uopste nisu detektovani u podzemnom sedimentu. Medutim,
ovi rezultati su u korelaciji sa rezultatima Islam 1 Sar, koji su iz uzoraka rude uranijuma
direktnom kultivacijom detektovali predstavnike istih rodova: sa 84,5% predstavnika roda
Proteobacteria — $to je 3,4 1 4 puta vise od detektovanih Proteobacteria medu MSI i MUI
izolatima, zatim 12,4% predstavnika Actinobacteria — Sto je 5 1 1,6 puta manje od
predstavnika ovog roda medu MSI i MUI izolatima 1 3,1% predstavnika Firmicutes — §to je
4 1 19 puta manje od predstavnika ovog roda medu MSI i MUI izolatima. U radu Ellis 1
saradnika, pored predstavnika ova tri roda detektovani su i predstavnici rodova
Bacteroidetes i Deinococcus-Thermus. U navedenom radu raspodela filogenetskih grupa
zavisila je od koli¢ine detektovanih metala u uzorku, tako da je u uzorcima sa najveCom
koli¢inom teSkih metala dominirala grupa Firmicutes, slicno kao medu izolatima iz

podzemnog sedimenta (Ellis ef al., 2003).

Moze se zakljuciti da je u ovoj studiji ve¢i mikrobioloski diverzitet detektovan upotrebom
metagenomskog pristupa. Medutim, direktnom kultivacijom su dobijene neke bakterijske
vrste koje metagenomskim pristupom nisu detektovane. Ovo se moZze objasniti time §to je
kod pojedinih bakterija, kao §to su predstavnici roda Firmicutes, veoma tesko lizirati celije
1 izolovati DNK u metagenomskom pristupu (Donachie et al., 2007), Sto je pretpostavlja se,
bio slucaj i u ovom radu. Rezultati ove i drugih studija pomenutih studija (Ellis et al.,
2003; Islam and Sar, 2011) samo istiCu zna¢aj primene obe metode u analizi diverziteta,

kako bi se u podacima o strukturi mikrobioloskih zajednica izbegle praznine.
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5.3. Aplikativni potencijal izolata tolerantnih na teSke metale

lako zagadenja sredine visokim koncentracijama teskih metala predstavljaju ozbiljnu
pretnju kako za zivotnu sredinu tako i za zdravlje ljudi, ove sredine ujedno predstavljaju i
dobar izvor mikroorganizama tolerantnih na teske metale, koji imaju potencijal za primenu
u bioremedijaciji 1 bioluZzenju. Preduslov za primenu u bioremedijaciji ili bioluZenju jeste
analiza sposobnosti ovih bakterija da toleriSu poviSene koncentracije kako pojedinacnih
teskih metala, tako i viSe njih istovremeno, kao i1 razumevanje mehanizama kojima tu

toleranciju ostvaruju.

5.3.1. Sposobnost rasta slobodnozZivecih bakterija u prisustvu teSkih metala u ¢vrstoj

podlozi

Sposobnost rasta u prisustvu Cu®", Cd**, Cr®", Fe*", Hg*", Ni*" i Zn®" u koncentracijama 20
puta ve¢im u odnosu na maksimalne koncentracije dozvoljene Pravilnikom o Stetnim
materijama Ministarstva Zivotne sredine, rudarstva i prostornog planiranja (EPA/Serbia,
1994) (Tabela 1), analizirana je kod bakterija izolovanih u ovoj studiji kao i kod sojeva za
koje je tolerancija na metale prethodno opisana u literaturi (Tabela 2). Od ukupno 62 soja
izolovana u ovoj studiji, njih 6 (priblizno 10%) je tolerisalo poviSene koncentracije jednog
ili vise navedenih metala (Cu**, Cd*", Cr°" i Ni*") (Tabela 9), pri ¢emu su tri soja pripadala
rodu Arthrobacter a tri rodu Staphylococcus (Tabela 10). Sojevi roda Arthrobacter su
imali sposobnost rasta samo u prisustvu Ni*". U literaturi postoje podaci o toleranciji
pripadnika ovog roda na prisustvo Ni*" (Stoppel and Schlegel, 1995), pri éemu su Margesin
1 saradnici izolovali, iz zagadenih industrijskih sredina, vrste roda Arthrobacter sposobne
da rastu u prisustvu 25 mM Ni*', &to je 1,5 puta veée od koncentracije korii¢ene u ovoj
studiji (Margesin and Schinner, 1996). U literaturi postoje podaci i o toleranciji vrsta roda
Staphylococcus na prisustvo teskih metala. Staphylococcus sp. izolat iz otpadnih voda
fabrike u Indiji (Sagar ef al., 2012) mogao je da raste u prisustvu sli¢ne koncentracije Ni**
koja je koriiéena u ovoj studiji, dok je koncentracija Cr*" bila dva puta manja od
koncentracije koju su tolerisali pojedini sojevi izolovani u ovoj studiji.

U radu autora Islam i Sar, sojevi izolovani iz rude uranijuma, bili su sposobni da toleriSu
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Ni*", Cr®" i Cu*, ali u koncentracijama koje su 8,5, 77 i 21 put ni%e od koncentracija
koris¢enih u ovom radu. Sli¢no, autohtoni sojevi izolovani u studiji Albarracin i saradnika
(Albarracin et al., 2005), mogli su da tolerisu koncentracije Cu®" pet puta manje od
koncentracija na kojima su sojevi iz ove studije mogli da rastu. Ovo ukazuje na znacaj
rezultata ove studije, pogotovo ako se uzme u obzir da su u radovima navedenih autora
ispitivanja tolerancije na tesSke metale radena na podlogama koje su poznate po moguénosti
da kompleksuju teske metale, te se ne moze sa sigurnoS¢u tvrditi da su koriS¢ene
koncentracije metala ostale nepromenjene u podlozi, dok je u ovom radu koriS¢en MT
medijum kod kog su precipitacija i kompleksovanje teSkih metala svedeni na minimum
(Sani et al., 2001). Iz tog razloga se i rezultati Nithyia i saradnika mogu uzeti sa rezervom,
jer je u ovoj studiji prijavljena tolerancija izolovanih sojeva na 300 mM koncentracije Cd*",
Cu*, Hg"" i Zn** (Nithya er al., 2011), ali u hranljivom agaru, gde prisustvo fosfata
znacajno uti¢e na kompleksovanje teskih metala i time smanjuje koncentraciju slobodnih

jona metala u podlozi.

Medu Staphylococcus izolatima iz sedimenta povrSinskog kopa, koji su tolerisali poviSene
koncentracije teskih metala, posebno se istakao izolat MSIO8, koji je na ¢vrstoj podlozi
rastao u prisustvu Ni**, Cd*" i Cr®" (Tabela 9). Ovaj izolat je najveéi procenat identi¢nosti
nukleotidne sekvence gena za 16S rRNK (95%) pokazao sa sojem Staphylococcus
haemolyticus CCGE3068 (Tabela 10), medutim od ovog soja se razlikovao po svojoj
sposobnosti koris¢enja eskulina ali ne i arginina i glicerola (Tabela 14). Stoga je ovaj soj
oznacen kao potencijalno nova vrsta roda Staphylococcus. Da bi se ovo potvrdilo,
neophodno je pored biohemijskih testova sprovesti i detaljniju genetsku analizu koja bi

podrazumevala DNK-DNK hibridizaciju i analizu hromozomalnog G — C sadZaja.

Sojevi za koje su ve¢ postojali literaturni podaci o toleranciji na poviSene koncentracije
metala, ocekivano su rasli u prisustvu metala, pri ¢emu je pet sojeva moglo da tolerise 1 100
mM koncentracije pojedinih metala (rezultati nisu prikazani). Medu poznatim sojevima tri
su pripadala rodu Rhodococcus, po dva soja rodovima Cupriavidus i Pseudomonas, 1 jedan
soj je pripadao rodu Bacillus. Soj Cupriavidus metallidurans CH34, koji poseduje
genetiCke determinante tolerancije na veliki broj razlicitih teSkih metala, pokazao je

sposobnost rasta samo u prisustvu povienih koncentracija Cd*" i Cr®" (Tabela 9), $to
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ukazuje da su kori§éeni uslovi eksperimenta aktivirali samo mehanizme tolerancije na Cd**
i Cr*". U radu Zhao i saradnika, izolovan je soj C. metallidurans (99% sli¢nosti sa
C. metallidurans CH34) sa sposobnoi¢u tolerancije Cd*" u koncentraciji duplo veéoj, a Ni**
i Cu®™ u koncentracijama 5,6 i 9 puta manjim od koris¢enih u ovoj studiji (Zhao e al.,
2012), s tim $to su Zhao 1 saradnici testove tolerancije radili samo u te¢noj podlozi. Kada
su u pitanju ostali rodovi, u literaturi postoje podaci i o njihovoj toleranciji na teske metale.
Malik 1 Jaiswal su iz zemljiSta tretiranog otpadnim vodama izolovali sojeve roda
Pseudomonas, koji su tolerisali 26 puta veéu koncentraciju Cd*" i 1,25 puta manju
koncentraciju Cr®" nego sojevi roda Preudomonas koriiéeni u ovom radu (Malik and
Jaiswal, 2000). U radu Alam i saradnika, u zemljiS§tu kontaminiranom teskim metalima,
detektovano je prisustvo rodova Pseudomonas 1 Bacillus, sa sposobnosc¢u tolerancije
razli¢itih metala. Koncentracije Cr®" i Cd*" koris¢ene u toj studiji, bile su 1,6 i 3,3 puta
veée, dok je koncentracija Cu®" bila 2,5 puta manja u poredenju sa koncentracijama
koris¢enim u ovoj studiji (Alam et al., 2011). I u radovima drugih grupa autora izolovani
su sojevi Pseudomonas 1 Bacillus, tolerantni na razlicite teSke metale ¢ije su koncentracije
bile manje od koncentracija koriS¢enith u ovom radu (Hassan et al., 2008; Velusamy et al.,
2011), medutim autori ovih radova su za testove tolerancije koristili minimalni medijum sa
ciljem smanjenja kompleksovanja teskih metala sa komponentama medijuma. Sojevi roda
Rhodococcus koriséeni u ovom radu, pokazali su sposobnost rasta u prisustvu Cu®" i Hg"
Iako postoje literaturni podaci o toleranciji roda Rhodococcus na razliCite teske metale, kao
sto su Cd*", Hg™", Co™, Ni*" i Cr®", informacije o toleranciji na bakar su oskudne (Oyetibo

etal.,2010).

5.3.2. Sposobnost rasta slobodnoZiveéih bakterija u prisustvu teSskih metala u te¢noj

podlozi

Uobicajeno je da neke bakterije koje imaju sposobnost rasta u prisustvu teskih metala, ve¢u
toleranciju na poviSene koncentracije teSkih metala pokazuju na ¢vrstoj podlozi u poredenju
sa te¢nom podlogom (Hassen et al, 1998; Yilmaz, 2003), Sto je pokazano i za pet
odabranih izolata iz ovog rada (odeljak 4.4.) (Tabela 12). Razlog za to su razli¢iti uslovi
difuzije, kompleksovanja i dostupnosti teSkih metala u tecnim medijumima u poredenju sa

¢vrstim (Yilmaz, 2003). Staphylococcus izolat MSIO08, tolerantan na prisustvo 3 metala na
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&vrstoj podlozi, u te¢noj kulturi je rastao samo u prisustvu Cr®', i to na koncentraciji koja je
bila 13 puta manja od koncentracije na kojoj je rastao na c¢vrstoj podlozi. Drugi
Staphylococcus izolat, MUI10, na &vrstom medijumu tolerantan na Cd*" i Cu®", tolerisao je
16 puta manju koncentraciju Cu®", ali nije imao sposobnost rasta u prisustvu Cd*" u te¢noj
kulturi. Medutim, iako ovaj soj na évrstom medijumu nije rastao u prisustvu Cr", u te¢noj
kulturi je mogao da toleriSe i ovaj teski metal (Tabela 12). Rhodococcus sp. TN113 i
Pseudomonas aeruginosa PAO1 su u tecnoj kulturi tolerisali tri puta manju koncentraciju
Cu*,a C. metallidurans CH34 6 puta manju koncentraciju Cu®* od one koriséene za &vrste
podloge, iako i P. aeruginosa PAO1 i C. metallidurans CH34 na ¢vrstoj podlozi nisu
tolerisali prisustvo Cu®", a tolerisali su Cr®" za koji nisu pokazali rast u te¢noj kulturi.
Medutim, kada je u pitanju Cd*", na kom su navedena dva soja rasla na &vrstoj podlozi, u
te¢nom medijumu je maksimalna tolerisana koncentracija ovog teskog metala bila cak 10
puta ve¢a od maksimalne koriiéene za &vrste podloge. Sli¢an trend za Cd*" su dobili i Xie
i saradnici, u ¢ijem radu su testirani sojevi u te¢noj kulturi mogli da rastu u prisustvu 1,8
puta veée koncentracije Cd*" nego na &vrstom medijumu, s tom razlikom $to su testirani
sojevi u ovoj studiji nekoliko generacija gajeni u prisustvu Cd*" pre nego $to su dostigli
prijavljenu koncentraciju (Xie et al, 2010). Generalno, ¢es¢a je pojava smanjenja
tolerancije teskih metala u tecnoj u odnosu na ¢vrstu podlogu, §to je u svom radu pokazao i
Yilmaz (Yilmaz, 2003). Maksimalne tolerisane koncentracije teskih metala u te¢noj kulturi
koje je Yilmaz u svom radu prijavio, bile su manje od koncentracija prijavljenih u ovoj
studiji, i to koncentracija Cd*" 2,5 puta, a koncentracija Cu®" pet puta manja (Yilmaz,
2003). Sa ovim rezultatima su uporedivi i rezultati Wei i1 saradnika, kod kojih su
maksimalne tolerisane koncentracije Cu®" i Cd*" u te¢noj kulturi bile 2 mM (Wei et al.,
2009). Rezultati ove studije prate trend smanjenja tolerancije teskih metala u tec¢noj
podlozi u poredenju sa ¢vrstom, a prijavljene maksimalne tolerisane koncentracije metala
mogu se smatrati preciznim s obzirom da je za testove koriS¢ena podloga u kojoj je

kompleksovanje teSkih metala svedeno na minimum.

5.3.3. Prisustvo genetickih determinanti za toleranciju na teSke metale

Prisustvo genetickih determinanti za toleranciju na pet teSkih metala (Tabela 3) analizirano

je kod ukupno 14 sojeva: 6 sojeva tolerantnih na teSke metale koji su izolovani u ovoj
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studiji i 8 sojeva za koje je tolerancija na metale prethodno opisana u literaturi, od kojih su
4 soja deo laboratorijske kolekcije (Tabela 2). C. metallidurans CH34 je koris¢en kao
pozitivna kontrola, s obzirom da je iz literature poznato da poseduje gene za determinante
rezistencije na sve teSke metale testirane u ovoj studiji. Ukoliko ne racunamo rezultate
dobijene za C. metallidurans CH34, od 13 testiranih sojeva dva soja su posedovala gen za
toleranciju na Cu®" (Staphylococcus sp. MSI08 i Staphylococcus sp. MUIL0), dva na Cd**
(Staphylococcus sp. MSIO8 i Staphylococcus sp. MUIL0) i dva na Cu®" (Rhodococcus sp.
TN113 1 P. aeruginosa PAOL), §to je potvrdeno i sekvenciranjem PCR produkata (Tabela
11). Ne ratunajuéi C. metallidurans CH34, od 6 sojeva tolerantnih na Ni*" na &vrstoj i u
te¢noj podlozi, ni kod jednog soja nije detektovana geneticka determinanta te tolerancije,
kao $to ni kod jedinog soja tolerantnog na Hg*" nije uo€eno prisustvo gena za toleranciju na
Hg”". Od pet sojeva tolerantih na Cd*", gen za toleranciju detektovan je kod dva soja. Od
tri soja koji su tolerisali Cu*" bilo na &vrstoj bilo u te¢noj podlozi, dva su posedovala
geneti¢ku determinantu te tolerancije, a od Getiri soja tolerantna na Cr", takode su samo

dva posedovala odgovarajuci gen.

Sli¢nu, ali opsezniju studiju sproveli su i Abou-Shanab i saradnici 2007. godine, kada su
izolovali bakterije iz sedimenata obogaéenih Ni*" i iz rizosfere biljke Alyssum murale
(Abou-Shanab et al., 2007). Testirajuci 45 izolata tolerantnih na teSke metale, na prisustvo
Getiri gena za toleranciju ova grupa autora je potvrdila prisustvo gena za toleranciju na Cd*"
kod svih 11 izolata koji su rasli u prisustvu ovog teskog metala, kao i prisustvo gena za
toleranciju na Cr®" kod svih 11 izolata tolerantnih na Cr®". Medutim, od 11 izolata sa
sposobnod¢u rasta u prisustvu Hg®", njih 6 je posedovalo geneticku determinantu
tolerancije, a od 14 izolata tolerantnih na prisustvo Ni*", samo dva su imala gen za

toleranciju na ovaj metal (Abou-Shanab et al., 2007).

U principu, svaki soj kod kog je u ovom radu detektovano prisustvo gena za toleranciju na
neki teski metal, mogao je i da raste u prisustvu tog teskog metala, bilo na ¢vrstoj podlozi,
bilo u te€cnom medijumu. Zanimljivo je da je izolat Staphylococcus sp. MUI10 1 na ¢vrstoj
i u tenoj podlozi imao sposobnost tolerancije Cu’’, ali nije posedovao geneti¢ku
determinantu za toleranciju na ovaj metal, §to potvrduje da Staphylococcus sp. MUI10

poseduje neki drugi mehanizam kojim aktivno i uspesno regulise homeostazu Cu”". Ovo je
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potvrdeno i eksperimentom oksidacije 2,6-dimetoksifenola (DMP), kojim je ispitana
aktivnost enzima multi bakar oksidaze, odgovornog za toleranciju na Cu®", kod sojeva koji
su posedovali gen za ovaj enzim. Naime, sojevi Rhodococcus sp. TN113, P. aeruginosa
PAOL1 i1 C. metallidurans CH34 , kod kojih je detektovano prisustvo gena za multi bakar
oksidazu, imali su aktivan enzim (Slika 32). Staphylococcus sp. MUI10 koji, iako je rastao
u prisustvu Cu”", nije posedovao gen za toleranciju, niti je imao aktivan enzim multi bakar
oksidazu. Medutim, ne treba zanemariti podatak da Staphylococcus sp. MUI10, kada se
doda u zajednicu tri soja koji poseduju gen za multi bakar oksidazu, svojim mehanizmom
tolerancije doprinosi ukupnoj toleranciji ovakve zajednice na povidene koncentracije Cu®”

(Slika 23).

5.3.4. Sposobnost rasta u prisustvu vise teSkih metala istovremeno

Kako je zivotna sredina kontaminirana kompleksnim smeSama teSkih metala 1 drugih
zagadivaca, za proces remedijacije posebno su znacajne bakterije sposobne da se izbore sa
istovremenim prisustvom vise teSkih metala. Ovakvi mikroorganizmi su izuzetno pogodni
za primenu u aktivnoj bioremedijaciji ili potencijalno u procesima izluzivanja metala, jer
smanjuju potrebu za uvodenjem viSe razli€itih sojeva u zagadenu sredinu. Sposobnost rasta
u istovremenom prisustvu Cu*, Cd*" i Cr*", ispitana je kod pet sojeva iz ove studije koji su
odabrani za dalju analizu (odeljak 4.4), medutim, jedino je P. aeruginosa PAO1 mogao da
toleriSe smeSu metala (Slika 22). Ve¢ je pokazano da vrste roda Pseudomonas mogu imati
sposobnost tolerancije i do 8 teSkih metala istovremeno na Cvrstoj podlozi u
koncentracijama znatno ve¢im od koncentracija metala koje su koriS¢ene u ovoj studiji
(Malik and Allem, 2011). Treba ista¢i da su Malik i Allem sve testove tolerancije na teske
metale radili na hranljivom agaru. Ovo dovodi u pitanje ta¢nost koncentracija metala
navedenih u ovom radu, jer poznato je da bogati medijumi kompleksuju jone teskih metala,
stoga se ne mogu sa sigurnos$¢u znati koncentracije prisutnih slobodnih jona odgovaraju¢ih

metala.

Posto je utvrdeno da je samo jedan soj (P. aeruginosa PAO1) mogao da raste u prisustvu tri
teSka metala u slobodnozive¢em obliku, na problem istovremene tolerancije pokusali smo

da odgovorimo definisanjem bakterijskih zajednica na osnovu rezultata dobijenih u
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pocetnoj analizi (Tabela 9, Slika 16). Od 10 testiranih bakterijskih zajednica, Cetiri su se

posebno istakle po sposobnosti rasta u istovremenom prisustvu Cu*", Cd*" i Cr*":
» Staphylococcus sp. MSI108, Rhodococcus sp. TN113 1 P. aeruginosa PAO1;
» Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113 1 P. aeruginosa PAOI,
» Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113 i C. metallidurans CH34;

» Staphylococcus sp. MSIO08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113,
C. metallidurans CH34 i P. aeruginosa PAO1

od kojih je zajednica sainjena od pet sojeva pokazala najbolji rast (Slika 22). Iako je za
proces bioremedijacije pozeljnije koristiti jedan soj sa sposobnos¢u istovremene tolerancije
vise metala, u ovom slucaju pokazalo se da zajednica koju €ini pet sojeva ipak efikasnije

raste pod ovim uslovima.

Problematikom istovremenog uklanjanja viSe teSkih metala iz zagadene sredine
biosorpcijom bavi se veliki broj studija (Bueno et al., 2008; MacHado et al., 2010; Nanda
et al., 2011; Siddiquee et al., 2013). Uklanjanje zagadivaca biosorpcijom je pasivan
proces, za koji je dovoljna i mrtva biomasa. Tako su Bueno i saradnici ispitivali uklanjanje
Pb>", Cr’" i Cu®" pomocu bakterije Rhodococcus opacus, i detaljno analizirali kinetiku i
medusobni uticaj prisustva razli¢itih kombinacija metala na efilkasnost procesa biosorpcije
(Bueno et al., 2008). Iz rezultata sli¢nih studija moze se zakljuciti da je biomasa razli¢itih
vrsta gljiva efikasnija u procesima uklanjanja viSe metala. Sposobnost tolerancije i
biosorpcije Zn*", Pb*", Ni*" i Cu®" je pokazana kod filamentoznih gljiva roda Trichoderma
(Siddiquee et al., 2013), dok je Saccharomyces cerevisiae bio efikasan u uklanjanju Cr°",

Cu*" i Ni*" iz otpadnih voda poreklom iz procesa galvanizacije (MacHado ef al., 2010).

5.4. Aplikativni potencijal bakterijskih biofilmova

Biofilmovi, kao specifi¢no organizovane zajednice mikroorganizama vezanih za razlicite
povrsine, pruzaju bakterijama prednosti koje u slobodnoziveéem obliku ne poseduju.

Formiranjem biofilmova bakterije povecavaju toleranciju na negativne sredinske uticaje
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kao Sto su ekstremne vrednosti pH i temperature, isuSivanje, prisustvo antibiotika i teSkih
metala. Ove karakteristike biofilmova su sa medicinskog aspekta nepovoljne, jer tretiranje
upornih infekcija uzrokovanih veoma tolerantnim bakterijskim biofilmovima predstavlja
veliki problem. Sa druge strane, zbog velike biomase i sposobnosti biofilmova da
imobilizuju teske metale, otvara se mogucnost njihove primene u remedijaciji zagadenih

sredina.

5.4.1. Sposobnost bakterijskih izolata da formiraju biofilm

Kod svih sojeva koji su u ovom radu pokazali toleranciju na prisustvo povecanih
koncentracija teskih metala na ¢vrstoj podlozi (Tabela 9) ispitana je i pokazana sposobnost
formiranja biofilma u polistirenskim mikrotitarskim plo¢ama sa 96 otvora (Slika 16). Ovaj
rezultat nije bio neocekivan, jer su sojevi koji su pokazali veliki potencijal za formiranje
biofilmova pripadali rodovima Staphylococcus, Rhodococcus, Pseudomonas 1 Cupriavidus,
o Cijim sposobnostima formiranja biofilmova postoje i brojni literaturni podaci. Pokazano
je da formiranje biofilmova uti¢e i na povecanje tolerancije na antimikrobijalne agense §to
je vrlo Cesto 1 uzro¢nik mnogih upornih i hroni¢nih infekcija (Costerton et al., 1999).
Uobicajena bakterija koja se javlja na kozi, Staphylococcus epidermidis, nekad je smatrana
bezopasnom, a danas se zna da je oportunisticki patogen i da je, zahvaljuju¢i biofilmovima
koje formira, ¢est uzro¢nik infekcija ljudi posredstvom katetera (Gotz, 2002). Pored vrsta
roda Staphylococcus 1 predstavnici roda Pseudomonas su poznati po formiranju biofilmova,
zapravo S. epidermidis predstavlja model organizam za biofilmove Gram-pozitivnih
bakterija, a P. aeruginosa za biofilmove Proteobacteria (Klausen et al., 2003). Dok su
Diels 1 saradnici pokazali da C. metallidurans CH34, zahvaljujuci sposobnosti formiranja
biofilma, moze preziveti i u veoma nepovoljnim uslovima sredine (Diels et al., 2009), u
radu Orr 1 saradnika pokazano je da Rhodococcus ruber ima sposobnost formiranja
biofilma na polietilenu, Sto mu olakSava proces biodegradacije ovog substrata (Orr et al.,
2004). U ovoj studiji, sposobnost formiranja biofilma in vitro je uvrSéena kao kriterijum za
odabir izolata koji su pokazali rast u prisustvu povecanih koncentracija teskih metala, kako
bi se zatim testirala tolerancija tih biofilmova na prisustvo jednog ili viSe teskih metala, sve
sa ciljem eventualne primene takvih izolata u bioremedijaciji i poboljSanju procesa

bioluZenja.
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5.4.2. Tolerancije bakterijskih biofilmova na prisustvo pojedinacnih i viSe teSkih

metala istovremeno

U ovoj studiji testirane su tolerancije pojedinacnih biofilmova pet odabranih sojeva:
Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUIL0, Rhodococcus sp. TN113,
C. metallidurans CH34 i P. aeruginosa PAO1 na prisustvo Cd**, Cr*" i Cu**, kao i
tolerancija biofilma P. aeruginosa PAOI1 i biofilmova 4 odabrane zajednice (odeljak 4.5.3.)
na prisustvo smese ova tri metala. Povecana tolerancija biofilma na prisustvo teskih metala
u odnosu na slobodnozivece forme pokazana je za tri soja: Rhodococcus sp. TN113 (Slika
27), C. metallidurans CH34 (Slika 28), &iji biofilmovi su bili tolerantniji na prisustvo Cu®",
kao i za P. aeruginosa PAOI, &iji je biofilm sem na Cu®", veéu toleranciju pokazao i na
prisustvo Cd*" (Slika 29). Poveéana tolerantnost biofilmova na prisustvo metalnih jona nije
dovoljno razjasnjena u literaturi, zbog duZine izlaganja biofilmova dejstvu teskih metala.
Tako su autori Teitzel i Parsek pokazali da je biofilm P. aeruginosa PAOI1 tolerantniji na
prisustvo Cu®", Zn*" i Pb>" od slobodnoziveée forme u uslovima kratkog izlaganja biofilma
(4 h) dejstvu teSkih metala (Teitzel and Parsek, 2003). Ovakve rezultate su dobili i
Harrison 1 saradnici pod slicnim uslovima izlaganja biofilma (2-6 h)
P. aeruginosa i S. aureus dejstvu Cak 17 razli¢itih metala (Harrison ef al., 2004). Medutim,
u istoj studiji pod uslovima duzeg izlaganja istih biofilmova teSkim metalima (24 h),
pokazano je da su biofilmovi tolerisali iste koncentracije metala kao i slobodnozivece
bakterije (Harrison et al., 2004). Stoga se moze zakljuciti da postoji vremenska zavisnost
tolerancije biofilmova od duzine izlaganja metalima, i da povecana tolerantnost nije
nepromenljivo svojstvo biofilmova. Tokom ove studije nedvosmisleno je pokazano da
biofilmovi Rhodococcus sp. TN113, C. metallidurans CH34 1 P. aeruginosa PAOI1
pokazuju poveéanu toleranciju na prisustvo Cd*" i Cu®*, &ak i nakon tri dana izlaganja

dejstvu ovih metala.

Iako su podaci o toleranciji biofilmova vrsta roda Rhodococcus na prisustvo teskih metala
retki, interesantno je da je Gao tokom svoje studije izolovao Rhodococcus sp. iz vode za
pice ¢&iji biofilm je pokazivao sli¢an nivo tolerancije na prisustvo Ag”” kao i slobodnoziveéi
oblik (Gao, 2011). Iako predstavlja model soj za izuCavanje genetickih determinanti koje

obezbeduju tolerantnost na teSke metale, C. metallidurans CH34 nije izuavan u smislu
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tolerantnosti njegovog biofilma na teSke metale, ali je poznato da biofilmovi
C. metallidurans CH34 imaju sposobnost biomineralizacije zlata (Reith et al, 2009).
Naime, C. metallidurans CH34 moze da formira biofilm na zrnima zlata i akumulira u
citoplazmi toksi¢ne Au’* komplekse iz sredine, nakon Gega se formiraju Au'" — S
kompleksi koji se transportuju u periplazmati¢ni prostor. Sli¢no kao joni drugih metala, i
Au kompleksi su toksi¢ni za bakterije i kao odgovor na njihovo prisustvo C. metallidurans
CH34 indukuje ekspresiju gena za toleranciju na teske metale 1 oksidativni stres, i
kombinacijom efluksa, redukcije i verovatno metilacije Au kompleksa, dovodi do
formiranja Au'" — C jedinjenja i Au’ nano&estica (Reith ef al., 2009; Wiesemann et al.,
2013). Postoje indikacije da je sistem pomocu kog C. metallidurans CH34 reguliSe
homeostazu Cu, takode odgovoran i za biomineralizaciju Au (Wiesemann et al., 2013).
Ovaj aspekt je veoma zanimljiv za naSu studiju, s obzirom da je detektovana povecana
tolerancija biofilma C. metallidurans CH34 na prisustvo Cu®’, §to zajedno sa sposobnoséu
biomineralizacije Au moze uciniti C. metallidurans CH34 pogodnim sojem za remedijaciju

rudnika bakra u Boru.

Uzimajuéi u obzir da je, u poredenju sa slobodnozive¢im oblikom, biofilm P. aeruginosa
PAOI bio tolerantniji na Cu®" i Cd** (Slika 29), a da je slobodnoZive¢i oblik tolerisao
prisustvo smese Cd*", Cr®" i Cu®* (Slika 22), pretpostavljeno je da ¢e biofilm P. aeruginosa
PAOL biti tolerantniji i na smeSu tri metala, medutim to nije pokazano (Slika 30). Takode,
ni biofilmovi Cetiri odabrane zajednice, koji su u slobodnozivecoj formi rasli u prisustvu
smese tri metala (Slika 22), nisu pokazali sposobnost rasta. Moguci razlozi za to su sami
uslovi eksperimenta. Naime, ukoliko nije nagajena dovoljna koli¢ina biofilma i/ili ako je
on zatim predugo bio izlagan dejstvu smeSe metala, to je moglo uticati na dobijene

rezultate, Sto ostavlja moguénost dalje optimizacije ovog pristupa.

Kao i u slucaju slobodnoziveéih formi bakterija (odeljak 5.3.4.), vise teSkih metala je
moguce istovremeno ukloniti iz zagadene sredine biosorpcijom pomocu bakterijskih
biofilmova. Bakterijski biofilmovi imaju veliku biomasu i stoga veliki potencijal da
adsorbuju teske metale i1 tako ih uklone iz sredine. Pokazano je da biofilmovi zajednice
vrsta Bacillus subtilis i Bacillus cereus mogu biosorpcijom ukloniti Cr’™ iz otpadnih voda

fabrika (Sundar et al., 2011). Takode je pokazano da su biofilmovi Escherichia coli bili
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efikasni u uklanjanju Cr®", Cd**, Fe*" i Ni*" iz otpadnih voda biosorpcijom (Quintelas ef al.,
2009a; Quintelas et al., 2009b). Izrazena sposobnost biosorpcije kod biofilmova koristi se i
u uklanjanju drugih polutanata kao Sto su aromati¢na jedinjenja, sinteticke boje i1 plasti¢an

otpad (Das et al., 2012).

5.4.3. Uticaj biofilmova na in vitro proces bioluZenja

Poznato je iz literature da bakterije koje ucestvuju u bioluzenju, kao $to su vrste roda
Acidithiobacillus, imaju sposobnost formiranja biofilmova i ti biofilmovi uti¢u na sam
proces bioluzenja (Fu et al., 2004; Donati et al., 2009). U procesu bioluZenja veoma je
vazna interakcija mikroorganizma sa povrSinom metala. Prvi kontakt 4. ferrooxidans sa
povrSinom metala je nespecifican i zasniva se na elektrostatickim, hidrofobnim i
hidrofilnim interakcijama. Nakon §to se uspostavi prvi kontakt, u toku slede¢ih nekoliko
dana formira se biofilm i povrSina metala se prekriva vancelijskim matriksom koji
omogucava kontakt bakterije 1 izvora energije, a time je omoguceno i dalje formiranje
biofilma 1 interakcije bakterija sa substratom (Vu et al., 2009). Medutim, u sredini u kojoj
se odvija bioluzenje prisutne su i druge, autohtone bakterije koje svakako opstaju u toj
sredini 1 imaju odredenu ekoloSku ulogu u zajednici mikroorganizama. Proucavanjem
dostupne literature nije pronadena studija koja se bavila moguc¢im efektom biofilma

bakterija koje nisu poznate po sposobnosti bioluzenja na taj proces.

Tokom ove studije je po prvi put ispitivan uticaja biofilmova P. aeruginosa PAO1 1 dve
odabrane bakterijske zajednice (odeljak 4.6.) na in vitro proces bioluZzenja pomocu
A. ferrooxidans. Pokazano je da pomenuti biofilmovi opstaju u prisustvu 4. ferrooxidans,
kao 1 da mogu imati razli¢it uticaj na efikasnost ovog procesa (Tabela 17). Iako je
prisustvo biofilma uglavnom imalo negativan uticaj, u tri slucaja je dovelo do povecanja
koli¢ine izluzenog metala. Mehanizam kojim ovi biofilmovi uti¢u na proces bioluzenja nije
poznat. Sa jedne strane, oni mogu poboljsati interakcije A. ferrooxidans sa povrSinom
metala, dok sa druge strane mogu produkovati signalne molekule ili organske kiseline koje
pospesuju rast odnosno aktivnost bakterije A. ferrooxidans. Dodavanjem biofilmova sa

ovakvim pozitivnim efektom na proces bioluzenja u bioreaktore za luzenje koncentrata
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ruda, mogla bi se poboljsati efikasnost procesa. Dobijeni rezultati ostavljaju otvorenom

moguénost daljeg razvijanja ovog pristupa optimizacije procesa bioluzenja.
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6. ZAKLJUCCI

Analiza prisustva teSkih metala u uzorcima povrSinskog i podzemnog sedimenta
poreklom iz rudnika bakra Bor pokazala je neocekivano nizak sadrzaj metala. Osim
povisene koncentracije bakra u uzorku podzemnog sedimenta, koncentracije drugih
teskih metala bile su u okvirima dozvoljenih vrednosti prema Pravilniku Republike
Srbije o dozvoljenim koli¢inama opasnih 1 Stetnih materija u zemljistu 1 vodi za

navodnjavanje.

Metagenomskom analizom je u sedimentima iz rudnika bakra Bor detektovan veci
mikrobioloski diverzitet u poredenju sa tradicionalnim pristupom, medutim nije
pokazano prisustvo pojedinih sojeva koji su tradicionalnim pristupom uspesno
kultivisani. Metagenomska analiza je pokazala ve¢i mikrobioloski diverzitet u
uzorku povrsinskog sedimenta, sa 7 identifikovanih filogenetskih grupa, u odnosu

na uzorak podzemnog sedimenta sa 3 identifikovane filogenetske grupe.

Testiranjem sposobnosti rasta ukupno 70 izolata u prisustvu povisenih koncentracija
teskih metala pokazano je da je 14 sojeva (20%) imalo sposobnost rasta u prisustvu

jednog ili viSe metala:

O 6 sojeva je raslo u prisustvu nikla, 6 u prisustvu kadmijuma, 4 u prisustvu

bakra, 3 u prisustvu hroma i 1 je rastao u prisustvu Zive.
0 Nijedan od sojeva nije rastao u prisustvu gvozda 1 cinka.

0 Izdvojio se izolat Staphylococcus sp. MSI08 koji je jedini rastao u prisustvu

tri teSka metala.

O Medu testiranim izolatima njih 5 je raslo u prisustvu izuzetno visokih

(100mM) koncentracija metala.

Medu 13 sojeva kod kojih je ispitano prisustvo genetickih determinanti za
toleranciju na teSke metale kod dva soja je detektovano prisustvo gena za toleranciju

na kadmijum, kod dva soja prisustvo gena za toleranciju na hrom i kod dva soja je
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detektovano prisustvo gena za toleranciju na bakar. Aktivnost gena za toleranciju

na bakar je potvrdena enzimskim esejem.

Testiranje sposobnosti 14 sojeva da formiraju biofilmove pokazalo je da svi sojevi
imaju sposobnost formiranja biofilma na polistirenu, ali do razliitog nivoa.
Najveci potencijal za formiranje biofilmova su pokazali Staphylococcus sp. MUI10,
Arthrobacter sp. MSI31, Pseudomonas aeruginosa PAO1 1 Cupriavidus
metallidurans CH34, dok su Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113,
Pseudomonas putida KT2440 1 Cupriavidus necator H16 pokazali neSto slabiji

potencijal za formiranje biofilmova.

U uslovima viSednevnog izlaganja bakterijskih biofilmova dejstvu teSkih metala
pokazano je da biofilmovi sojeva Rhodococcus sp. TN113, C. metallidurans CH34 i
P. aeruginosa PAO1 imaju povecanu toleranciju na teSke metale u poredenju sa

slobodnozive¢im bakterijama.

Analizom tolerancije slobodnoZzivecih bakterija i bakterijskih zajednica na teSke
metale, pokazano je da se na problem zagadenja sredine sa vise razliCitih teskih

metala moze odgovoriti:
0 Upotrebom soja P. aeruginosa PAOL.
0 Upotrebom cetiri definisane bakterijske zajednice:

= Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113 1 P. aeruginosa
PAOI;

= Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TN113 1 P. aeruginosa
PAOI;

»  Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp. TNI113 1
C. metallidurans CH34;

= Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus
sp. TN113, C. metallidurans CH34 1 P. aeruginosa PAO1

koji su imali sposobnost rasta u prisustvu smese bakra, kadmijuma i hroma.
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e [spitivanjem uticaja biofilmova na in vitro proces bioluzenja pomocu

Acidithiobacillus ferrooxidans pokazano je da biofilmovi:
O P. aeruginosa PAOI;

0 Staphylococcus sp. MSI08, Rhodococcus sp. TN113 i P. aeruginosa PAOI,;

0 Staphylococcus sp. MSI08, Staphylococcus sp. MUI10, Rhodococcus sp.
TN113, C. metallidurans CH34 1 P. aeruginosa PAO1

mogu povecati efikasnost procesa bioluZzenja pojedinih metala i da se ovaj pristup

moze dalje optimizovati u pravcu poboljSanja procesa bioluzenja.
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Prilog I: Poravnanja nukleotidnih sekvenci gena za determinante rezistencije

na teSke metale, umnoZenih u ovoj studiji i sekvenci gena sa kojima su pokazali

najvecu slicnost u GenBank bazi podataka

a) Poravnanje czcA gena za determinantu rezistencije na ca* Staphylococcus sp.

MSI08, Staphylococcus sp. MUI10 i Cupriavidus metallidurans CH34

MUI10
CH34
MSIO08

MUI1O0
CH34
MSIO8

MUI10
CH34
MSIO8

MUI10
CH34
MSI08

MUI1O0
CH34
MSIO08

MUI1O0
CH34
MSIO08

MUI10
CH34
MSIO8

———————————————————————————————— CTAACGATG-CTGGTC-TGCTCGCCGTG
ATGTTTGAACGTATCATTAGTTTCGCCATCCAGCAGCGATGGCTGGTCCTGCTCGCCGTG
———————————————————————————— TCCA------ATGCTTGGTCCTGCTCGCCGTG

* %k khkkkk khkkkkkkkkkk

TTTGGA-TGGCCGGGTTAGGGATTTTCAGCTACAACCGACTACCGATCGACGCGGTCCCT
TTTGGAATGGCCGGGTTAGGGATTTTCAGCTACAACCGACTACCGATCGACGCGGTCCCT
TTTGGA-TGGCCGGGTTAGGGATTTTCAGCTACAACCGACTACCGATCGACGCGGTCCCT

dodkeok ok ke ok vk ok % ke sk ks ke ke ok sk ok ke ok % gk sk sk ok ke ke sk sk Sk sk ok s ok sk ok ke ke ke sk ok e ok ok s sk sk ok ok ke sk ke e ok ke ke ke ke

GACATTACCAACGTTCAGGTTCAGGTCAATACCTCGGCACCAGGCTATTCACCGCTCGAA
GACATTACCAACGTTCAGGTTCAGGTCAATACCTCGGCACCAGGCTATTCACCGCTCGAA
GACATTACCAACGTTCAGGTTCAGGTCAATACCTCGGCACCAGGCTATTCACCGCTCGAA

F ok Kk gk g ok sk ok % ke gk sk ke ke ke ok sk ok sk ok %k gk b ok ke ke ok ok Sk sk ok gk ok ok ok e ke ok ok ok Tk ok ok gk ok ok ok ke ke gk ke e ok ok ok ke ok

ACCGAACAGCGTGTTACGTATCCGATCGAGGTCGTGATGGCCGGCCTGCCGGGACTCGAA
ACCGAACAGCGTGCTACGTATCCGATCGAGGTCGTGATGGCCGGCCTGCCGGGACTCGAA
ACCGAACAGCGTGCTACGTATCCGATCGAGGTCGTGATGGCCGGCCTGCCGGGACTCGAA

Fh A A A d kA drhdd Ao hdk kA r kb kbbb hk ko hrr kb bk ko hk ko khhk

CAGACGCGTTCCCTGTCCCGCTATGGCTTGTCGCAGGTGACGGTCATCTTCAAGGATGGC
CAGACGCGTTCCCTGTCCCGCTATGGCTTGTCGCAGGTGACGGTCATCTTCAAGGATGGC
CAGACGCGTTCCCTGTCCCGCTATGGCTTGTCGCAGGTGACGGTCATCTTCAAGGATGGC

Fhhkhkhkhkh kA rhhdhhhhhdhhk ok kb hdrhdrhhhhhk ok kb hkd bbbk hrhhkdhhhhdhhk

ACGGACGTCTATTTCGCGCGCCAACTCGTCAACCAGCGCATCCAGGAAGCCAAGGACAAT
ACGGACGTCTATTTCGCGCGCCAACTCGTCAACCAGCGCATCCAGGAAGCCAAGGACAAT
ACGGACGTCTATTTCGCGCGCCAACTCGTCAACCAGCGCATCCAGGAAGCCAAGGACAAT

KAk hkhkhkhhkhkh ok kA kA hh Ak h kA A A AN Ak Ak Ak A kA A kA A Ak Ak hkhhk kA hhkhhhkhkhhkkhhhk kK

CTGCCTGAAGGCGTTGTGCCGGCGATGGGGCCTATTTCGACCGGCCTCGGGGAGATCTAT
CTGCCTGAAGGCGTTGTGCCGGCGATGGGGCCTATTTCGACCGGCCTCGGGGAGATCTAT
CTGCCTGAAGGCGTTGTGCCGGCGATGGGGCCTATTTCGACCGGCCTCGGGGAGATCTAT

hhk Ak kA A I kA A kA A I A A A A A A Ak A kA A dhd Ak Ak kA r kA Ak Ak hkxh kA Ak hkh k&

CTATGGACCGTTGAAGCCGAAGAGGGTGCTCGCAAAGCTGACGGGACTGCCTATACGCCG
CTATGGACCGTTGAAGCCGAAGAGGGTGCTCGCAAAGCTGACGGGACTGCCTATACGCCG
CTATGGACCGTTGAAGCCGAAGAGGGTGCTCGCAAAGCTGACGGGACTGCCTATACGCCG

R
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MUI10
CH34
MSIO8

MUI10
CH34
MSIO08

MUI10
CH34
MSIOS8

MUI10
CH34
MSIO08

MUI10
CH34
MSIO8

MUI10
CH34
MSI08

MUI10
CH34
MSIO08

MUI10
CH34
MSIO8

ACAGATTTGCGCGARATCCAGGATTGGGTGGTACGGCCGCAACTGCGTAACGTGCCCGGT
ACAGATTTGCGCGAAATCCAGGATTGGGTGGTACGGCCGCAACTGCGTAACGTGCCCGGT
ACAGATTTGCGCGAAATCCAGGATTGGGTGGTACGGCCGCAACTGCGTAACGTGCCCGGT

dIhkkhkrkhkdkhkhkkhkhkhkhkdkhkhdhkdhhhkrdkrhdhkhkhkhhkhhkhkkdrdrrrdrdrhkhkhkkrhkhkhhkkhhhkk

GTCACCGAGATCAATACTATCGGTGGTTTCAACAAGCAGTACCTGGTCGCGCCGAGTCTT
GTCACCGAGATCAATACTATCGGTGGTTTCAACAAGCAGTACCTGGTCGCGCCGAGTCTT
GTCACCGAGATCAATACTATCGGTGGTTTCAACAAGCAGTACCTGGTCGCGCCGAGTCTT

% d g gk sk kK g gk ke ok ok sk sk sk ke ke e ok sk ok ke ke sk ok ke ok %k gk sk sk Sk ke ok gk ok ke ok ok sk sk sk ok e sk ok sk Yk ke ok sk ke b ok e ke ok ok

GAACGGCTAGCGTCGTACGGGCTGACGCTGACCGACGTCGTCAATGCGCTGAACAAGAAC
GAACGGCTAGCGTCGTACGGGCTGACGCTGACCGACGTCGTCAATGCGCTGAACAAGAAC
GAACGGCTAGCGTCGTACGGGCTGACGCTGACCGACGTCGTCAATGCGCTGAACAAGAAC

%k d ke kg gk ke ok ok ok gk ok e g e ok sk ok ke ok ok ok ke ok % ok ke ok Tk ok sk ok Tk ok % ke gk ok ok Sk ok ok ok Tk ke ok ok ok ok ok e ke ok ok

AACGACAACGTGGGTGCGGGCTACATCGAGCGTAGGGGCGAGCAGTATCTGGTT-CGTGC
AACGACAACGTGGGTGCGGGCTACATCGAGCGTAGGGGCGAGCAGTATCTGGTT-CGTGC
AACGACAACGTGGGTGCGGGCTACATCGAGCGTAGGGGCGAGCAGTATCTGGTTTCGTGC

Fhkhkhkhkdrdkhhhhrhhbhkhkhdk bbb hr bbbk bk bk kb kb kb d kb dhddkh Kk dkdokok

GCCGGGTCAGGTT-GCGTCCGAAGACGACATCCGCAACATTATTGTCGGTACAGCGCAGG
GCCGGGTCAGGTT-GCGTCCGAAGACGACATCCGCAACATTATTGTCGGTACAGCGCAGG
GCCGGGTCAGGTTTGCGTCCGAAGACGACATCCGCAACATTATTGTCGGTACAGCGCAGG

RS EE S SRS ESEEE SRR R RS SRS SRR R EREREEEEEEEEEEESEE S

GGCAGCCGATCC-GCATTCGCGACATCGGGGATGTGGA-GATTGGCAAGGAACTGCGTAC
GGCAGCCGATCC-GCATTCGCGACATCGGGGATGTGGA-GATTGGCAAGGAACTGCGTAC
G-CAGCCGATCCCGCATTCGCGACATCGGGGATGTGGAAGATTGGCAAGGAACTGCGTAC

* kkkhkxhkhkhhkhk Khhkhkhkhkdkhkdhhhhkhkdkhkhkrrhhkrhhkhddh khkkdhkrhhhhkhhkhhkhhhhhkk

C-GGTGCGGCAACCG-AGAATGGC-AAGGAAGT-GTGC-TGGGC-ACGGTATT-CATGCT
C-GGTGCGGCAACCG-AGAATGGC-AAGGAAGTTGTGC-TGGGC-ACGGTATT-CATGCT
CCGGTGCGGCAACCGGAGAATGGCCAAGGAAGTTGTGCCTGGGCCACGGTATTTCATGCT

k kkkkkhkhkhkhkhhkhkk khkhkhkhhhkh dhdkhkirhhk kkkk khhdhk drdkhkirkhkhdk *hkhkk

CATCGG-CGAAAACAGCCCGG-CTGTGTCAAAAGCGGTTCGAT-GAAAAGGTCGCTTTCC
CATCGG-CGAARAACAGCCGGG-CTGTGTCAAAAGCGGT-CGAT-GAAARAGGTCGCTT-CC
CATCGGGCGAAAACAGCCCGGTCTGTGTCAAAGTCGGGTCGATTGAAAGGGTCGCCTTCC
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MUI10
CH34
MSIO8

MUI10
CH34
MSIO08

MUI1O0
CH34
MSIO8

MUI10
CH34
MSIO8

MUI10
CH34
MSIO08

MUI1O0
CH34
MSIO8

MUI1O0
CH34
MSIOS8

MUI10
CH34

ATTAACCGGTACGAATGCTGCA-GGTGTGA-GATCGTA-CGGTATACGAACCGACACGTC
ATTAACCG-TACGA-TGCCGGAAGGTGTGAAGATCGTAACGGTATACGACCGGACACGTC

ATTTA-——==== === —m—mmmmmmmmmo ACCGTA-—==========——————o—
*kkk Kk * k%k%%k
TGGTCGA-=============——————— - ACCC------ AGGCCC-—---====-=

—mm AT T = TG — = == = == = =
TCGTAATTCTGTTCCTTTTCCTGGGTAACATCCGCGCGGCGCTGATTACCGCGACGATCA

GTCAGCTCATCATTATGATCGTCTACCTGCCGATCTTTGCGCTGACGGGGGTGGAAGGCA
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b) Poravnanje chrB gena za determinantu rezistencije na cr® Staphylococcus sp.

MSI08, Staphylococcus sp. MUI10 i Cupriavidus metallidurans CH34

MSTOB === mmmmmm e e e e e
CH34  CTAGCGTTTGCGCGGGCTTGAGAAATGCGTGTACAGCGAGTCGAGGACATAGCCGACTTC
MUT10  ——mmm e mm oo m o oo
MSTOB  —mmmm o m o m oo oo o
CH34  ATCCAGCAGTGCGTCGTCGTTAGGGAGGCGTTCCCGGGCGCCTGCCAGCACTGCCTCARA
MUTL10  mmmmmmmmmm o oo oo o oo
MSI08  mmmmm oo oo oo
CH34  GCCACTGGCTTCGGCAACCGGTGTGCCGCCGACATCCAGAACATGGATCATCTGGCCGAG
MUTL0  mmmmmmmmmm oo s oo oo
MST08  —mm oo
CH34  GCGGGCGAGCCCTTTGTCTTCGTCTAGTCCGAAGCTGGCGAGCAGCACCTCAAACGAAAC
MUTL10  — == mm oo s oo s oo oo o oo o o
MSTOB  — == mmmm s o m o oo oo o
CH34  GCGGTCGCCAATGTGTGTGAACGTCGCGCCATCGAAGTCGAATCCAAGTGCGTCGTCAGG
MUT10 =
MSI0B  mmmmmmmmmm oo -
CH34  GCACTGACGGACATCTTCGAGCCAGAGAAAAGTGGCATGGGGATCGATAAAGCGCCGGAT
MUT L0 = oo
MSI08  —mmmm oo GCTTACACCT
CH34  CAACCAAGCGCAGGCGACACGGTCTACCCATAGATGCTGGCGGGTCGCCCACTGGCGCCC
MUIL0 —mmmmmmm oo oo oo oo oo oo GTGGACACAG
* ok
MSIO8 CT———=m—— = mm o CTCG-----
CH34  CTGATACTGGGTCGGGTCACGTCGCGGAATGTTGCCGGCTACTCCGTGCGGCTCGCCGGG
MUTI10 GTmmmmmmmm = e e e CTGT---—-
* * *

MST08 ——=————mmmmmmmmmmmmmmm oo AGACGCA----——==—= TCGGC-CGGGCGGA
CH34  CGAAAGCAAGATGTCGATCGCTGCATTGAAGTCGCGCCACTGCAATTCGGCACGGGCGGA
MUI10 —=———=—————————m————m——— GAT----=======-- TAGGC-CGGGCGGA

* * kkk  kkokokokokokok

MSI08 CGCCTCGTTAGGGAAAAA-TCGACCTTGCGGATAGCGTCGATCCCTCGACCGTGCCGGCG
CH34 CGCCTCGTTAGGGAARAAAATCGACCTTGCGGATAGCGTCGATCCCTCGACCGTGCCGGCG
MUI10 CGCCTCGTTAGGGAGAAA-TCCACCTTGCGGATAGCGTCGATCTG-CGACCGTGCCGGAG

Kk hkhkkkhkhk ok kkhkn hhkk hhk hhhkhhhhhrdhhhhdhhkkhxh* Khkhkhkkkhknokkk *
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MSIO08
CH34
MUI10

MSIO8
CH34
MUI1O0

MSIO8
CH34
MUI1O0

MSI08
CH34
MUI10

MSI08
CH34
MUI10

MSIO08
CH34
MUI10

TGCCACGCGCAGCAGCTCCGCCTCGTCCGAATCGGACAATGTTGAGCGGGCGCTGGAGAG
TGCCACGCGCAGCAGCTCCGCCTCGTCCGAATCGGACAATGTTGAGCGGGCGCTGGAGAG
TGCCACGCACAG-AGCTCCGCCTCGTCCGAATCGGACAATGTTGAGCGGGCGCTGGAGAG

Kook ok ok ok ok ek ok ok ko ok ok ok o ke ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ke ke o ok ke ok ke ok ok ok e ok e ok ke e ok ok ke e ke ok ok e ok

TTCGACCATCCATTCGGCATATTCGGTGGACCGGTCGAACAACGCGCGATACTCCGCCTC
TTCGACCATCCATTCGGCATATTCGGTGGACCGGTCGAACAACGCGCGATACTCCGCCTC
TTCCACCATCCATTCGGCATATTCGGTGGACCGGTCGAACAACGCGTGATACTCCGCCTC

dhk Ak kk Ak hkkkkhhkkhkhhhkhh bk hh Ak khhhkhkkhhkhkhhkokkdh hhkhhkdkdkkdhkhkk

CTGCTGGTCGTCAGCGGCCTGTACGGACAGCATCCAGACCTTGCCATCCTCACTGGCCGC
CTGCTGGTCGTCAGCGGCCTGTACGGACAGCATCCAGACCTTGCCATCCTCACTGGCCGC
CTGCTGGTCGTCAGCGACCTGTACGGACAGCATCCAARACCTTGCCATCCTCACTGGCCGG

Fhkkhkkhkhkkhkdkhkhhkhkhdh dhhkhdkhkhhkhkhdkohkdkhkhkdkdhkhhkok ook ko gk ok ko ok ook gk ok ok ok ok ok ok ok

ATCGGTTGCCAGTGTCTGCAAAGGTGCCCGCAGTCCTGGCAGATTGGGGAGTAGATAGGC
ATCGGTTGCCAGTGTCTGCAAAGGTGCCCGCAGTCCTGGCAGATTGGGGAGTAGATAGGC
ATCGGTTGCCAGTGTCTGCAAAGGTGCCCGCAGTCCTGGCAGATTGGGGAGTAGATAGGG

s % %k K %k % ok Kk ok e ok Kk ok ok Kk ok ok k% ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ke ok e ok ok e ok ke ok e ok ke ok

CCCGTCCCGCAGTGCTGTGGCGCCAAGCGCCTTGATCCCGCGCCAGAATCGCATGCGCGC
CCCGTCCCGCAGTGCTGTGGCGCCAAGCGCCTTGATCCCGCGCCAGAATCGCATGCGCGC
CCCGTCCCGGAGTGATGTGGCGCCAAGCGCCTTGATCCCGCTCCCGACACGCATGCGCGC

Kk hkkhkhhkhkhk Khkhkhk Kk khkkhhkhhhhkhhhkhrhkhkhkhkhhd *k *x % Kk oKk ok ek ok

AGTGGAGGCGGATGTTGGCAAGCTAACGACA-——————— === - ——————————————
AGTGGAGGCGGATGTTGGCAAGCTAACGACGAGCAGTAGCCAGGCAGTCTCGGGAGAGGA
AGTGGAGGCGGATGTTGGCAAGCTAACGACAATTGACCGCGAC-================

e de de ok ok ok e e o e e e sk ok o ok ok e e o ke ok e ok ok e ok e ke
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¢) Poravnanje copAl gena za determinantu rezistencije na Cu®* Pseudomonas

aeruginosa PAO1 i Pseudomonas putida W619

PAO1
w619

PAO1
Welo

PAO1
W619

PAO1
We1l9

PAO1
W61l9

PAO1
W619

PAO1
W619

PAO1L
Wel9

PAO1
Wel9

PAO1
W619

PAC1
W619

PAO1L
W619

PAOL
W6l9

PAO1
Wel9

PAO1
Wel1l9

CCACATGCCGTGCAGATGGATGGGGTGAGTCATCATGGTGTCGTTGACCAAGGTAATACG

% d oKk ok ko

—--—-ACGCTCGCCATATTTCA-CCGCAGCGGTTCAGCGTCGGAGAATTTGATACCGTCGAA
CAGGCGCTCGCCGTACTTGAGCCGCAGCGGCTCTGCGTCAGAAAACTTGATCCCATCGAA

dkkdkkkdkk Kk Kk Kk kkkkkdkkkk kk khkkkk kk kk kokkkk kk Kok kokk

CGACCACGCGAACTTCTCCATGTGGCCGGTAAGGTGCAGTTCGATTGTCCGTCCAGGCTC
GGACCAAGCGAACTTTTCCATATGCCCGGTAAGGTGCAGTTCGATTGTCCGGCCAGGTTC

kkkkdk dkkrkdkkxkk Fhkdkkk kk kkkkkkkkhkkkkrdhkkkkkkdkkkdkkx kxkkhkk Kk

TCGACCATCGGGATCGATGAAGGTGCTCCGCAGATCGGCGTACGTCAGCACTCGACGCCC
CCGGCCGTCAGGGTCGATGAAGGTGCTACGCAAATCCGAATACGTGAGAACCCGACGCCC

KK KKk kk kk KA KA AKAAAAAkAAK KAhkhkx khk K KAkKKkKX Kk kk Kkhkhkhkkhkhk

GTTGTTGCGTAGGCCAATTCCCGGATCGTTCAGCTTTGGCGTTGGCGACATAGTCTGCAT
GTTATCGCGAAGCCCGATCCCCGGATCGCTCAGCTTTGGCGTAGGGGTCATGGTCTGCAT

kkk Kk khkk kk kk khk Kkhkhkkkhkhhkhkhk KhkhkAhkhkhkhk kA hkhkk kk k kkk khkhkhkkhkhkk

ATCGACCAGTGGGTTGTTTGTCTCGGAAGCCGGATGGCTTTGCATTGCGCCGCT -~~~
ATCGACCAGAGGGTTGTTTGTTTCGGAGGCGGGATGGTTCTGCATGGCACCGCTGGCGGC

KAKKKAKXA K, * HdAhAdAAhAdAhAhxhhx *hhhdx *k *HhAhkhd*x * **Axhk*x ** **xkrk*x

CATATTGCTTTGGTCCATACCGGTCATGTTGCCGTGGTCCATGCCAGCCATCTTGCTATG

—-—--CATGCCGGCCATGCCTTCATTGCCCATCCCAGTCATCTTGCTGTGGTCCATACCGGC
GTCCATACCGGCCATGCTGCCGTGGTCCATGCCAGCCATCTTGCTATGGTCCATACCGGC

kkk Khhkkhkrkkkkk * k Kk khkkk hhkhkk khkhkhkhkhkhkhkk khhkkhkkrkhkArkhkhkhk ki

CATGCTGCCGTGGTCCATTCCAGCCATCTTGCTGTGATCCATGCCGGCCATGCTGCCCTG
CATGCTGCCGTGGTCCATGCCAGCCATCTTGCTATGGTCCATACCGGCCATGCTGCCGTG

KA KKK A AR KA I kA hkhhhh KA hhhdhhhkhhhdhd hk Fhhuohk Kxdhhdhhdrdkhd *k

GTCCATGCCAGCCATGCTGCCATGATCCATTCCGGCCATGCTGCCCTGGTCCATGCCAGC
GTCCATGCCAGCCATCTTGCTATGGTCCATACCGGCCATGCTGCCGTGGTCCATGCCAGC

ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok dkokhk khkk Kkhkhkkk KhkkhkAkhkk kA kA A Kkkok Ak khkkkkkokkokokokk

CRT = s rim s i e i i i GCTGCCATGATCCATTCCGCCCATGCTGCCGTG
CATCTTGCTGTGGTCCATACCGGCCATGCTGCCGTGATCCATGCCACCCATGCTGCCGTG
%* %k K khkhkhkhhk Khkhkdhkhkhkdhkk hx hkkkdkkkdhokhkkkhkhk

GTCCATGCCCATATCGCTCATGGCGATGATCGGGCGTGGATCTACCGCCGGTACGGGCGC
GTCCATCCCCATATCACTCATGGAGATGAGAGGCCTTGGATCTACAGCCGGCACCGGTGC

Ak hhkhkk Hhhkhkhkhkhdkhk Fhkkkhkkk hohkhkok dhk ok kkkkkhkhkkk hokkkk kk hk  kk

TTGCAAGCCTTCGCGAACTGCCAGGGTGCCTCGGGAATACCCGGTACGGTCCATGGATTG
CTGCAGGCCCTCACGGACAGCCAAGGTACCCCTTGAATAGCCGGTGCGATCCATGGATTG

*khkhkk khkk kk *k *k khkkk khkk kk * Fhkhkokk Fhkkkk ok kokokokokokokkokokk
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PAO1
W61l9

PAO1
W6l9

PAOL
Wel9

PAO1L
W61l9

PAO1L
Wel9

PAO1
W61l9

PAC1
Wel9

PAC1
Wel9

PAO1
W6l9

PAO1
W6l9

PAO1
Wel9

PAO1
Wel9

PAOL
W619

PAQC1
W619

PAO1
Wels

CGCGAARATCGTATAGGCCTGTTCGTTTTCAGGCTCGACGATGACATCGTAGGTTTCAGC
AGCAAAGATGGTGTAAGCCTGCTCGTTTTCAGGCTCGACAATGACATCGTAGGTTTCAGC

dk dkk dkk kok kk kokdkokok ok vk kb ok ok ok stk ok sk sk kb ok ok ke ok Sk ok ok ke ok ok ok ok sk ok ok T ok ok e ke ok ok ok

AACGGCGATCCGGAACTCATCGACCGATACGGGTTTGACGTACTGGCCGTCGGCAGCCAC
AACGGCAATCCGGAATTCATCGATCGACACTGGCTTAACGTACTGACCGTCGGCTGCGAC

Fhkkkhkhk KAk hkhkkkhkdk Fhkdkrhhkx dhkk kk *k Kk Khkkkhkkkk Khkkxxhkhkkk kk kk

AACCGTCATCTTGAGCCCAGGAATCCGGACATCGAAATAGGTCATGGCCGAGCCGTTGAT
AACCGTCATTTTCAAGCCGGGGATCCGCACGTCGAAATAGGTCATCGCCGAGCCATTGAT

*khkkkhkhkhhkkx Kk * Kk kk kkhkhkk KKk KAk khkhhkhkhkA A Ak kA, KAk kAkhkhkhk Hhkkkk

GAATCGCAGGCGGATCT-CTCGCCGGGCTTGAAGATACCCGTCCAGTTGCCGTC-GGAGC
AAAGCGAAGCCGGATTTTCTCCCCTGGCTTGAAGATTCCCGTCCAGTTCCCATTTGGCGC

Kk hhk kk khkhkhkh k Khhkk kk hhkhkhkAhkhkkkhkhk KhkAhkaAhkhhkkhkohkhk hhk Kk * ok kok

TTGCCCGTTCATGAGGTAGGTGTAGGTATACCCGCTCACATCTGCGAGGTTCGTGGGGCT
CTGGCCGTTCATGAGGTAGGTGTAGGTGTGCCCGCTCACGTCAGCGAGATCGGTTGGGCT

khk hhkkhkhkhkkhhkhkdAhhk bk hkkdhkhkh * Fhdkdkhhkkkk Kk Fhkhkhkk dok ok ok ok ok

CAATCTCCATTTCAGGTCTCAAGTCTC-CGATCCGT-ACAGC-GCGAACCAGCTTTTCTC
CA-TCTTCATCTCGG--CCCACATCTTTCGATCGGCCACAGCAGCAGACCAACCTTTCTC

*k Khkk kkk K*k K * ok ok * kK *hkkkk K kokk ok k kK kokkk Kk kkkokkk

G === e e GCTC=mmmmmmmmmmmmm e
GCTCACGTCGTCGACGAAGTCGCCAACGGTGCGCTTGTGGAAGTTGTAATAGTCCGACTG
* * %k ok

CAGGCCTTTGACGAATGAACGTCTCGTGGTTTTGCTTTGCAT
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d) Poravnanje copAl gena za determinantu rezistencije na Cu’" Rhodococcus sp.

TN113 i Pseudomonas putida ND6

TN113
ND6

TN113
ND

TN113
ND

TN113
ND

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
Nd6

TN113
ND6

TN113
ND

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

CCACATGCCATGAAGGTGGATGGGGTGAGTCATCATGGTGTCGTTAATCAAGGTGATACG

* ok k *

-—-GCGCTCTC-GTACTTGAGGCGCAGGGGGGCGGCATCGGAAAACTTGATGCCGTCGAA
AAGGCGCTCTCCGTACTTGAGGCGCAGGGGGGCGGCATCGGAARACTTGATGCCGTCGAA

hhhkhkokhhh hhhhhkhhhhhhhdhhhkhhhhhhrhhhkhhkhkhhkhhhhhhhodhhkhokdhdkhrk

GGACCAGGCGAATTTCTCCATGTGACCCGTCAGGTGCAGCTCGATATTCCGGCTAGGCTC
GGACCAGGCGAATTTCTCCATGTGACCCGTCAGGTGCAGCTCGATATTCCGGCTAGGCTC

KAk A KA A kA A AR Ak A AR A AR KRR A AR AR AR A AR AN A AR RNk ANk Ak Ak hhk kA ok kkhkhkhh*

TCGTCCATCTGGGTCGATGAAGGTGCTCCGCAGGTCTGCATAGGTCAGGACGTGGCGGCC
TCGTCCATCTGGGTCGATGAAGGTGCTCCGCAGGTCTGCATAGGTCAGGACGCGGCGACC

R R R

GTTGTTACGTAGCCCGATGCCCGGGTCATCCAATTTTGCCGTCGGGGTCATCGTCTGCAT
GTTGTTACGTAGCCCGATGCCCGGGTCATCCAATTTTGCCGTCGGGGTCATCGTCTGCAT

IE RS R RS SR RS R SRR SRR RS R R RS RS R REE SRR R R R R EEEE RS

GTCGACCAATGGGTTGTTGAGCTCTGAGTCTGGATGACTCTGCATTTCCTTACTCATGCC
GTCGACCAATGGGTTGTTGAGCTCTGAGTCTGGATGACTCTGCATTTCCTTACTCATGCC

R RS S S S S S E R SRR SRR SRR SRR R R R R EREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S

GGCCATGCTGCCGTGGTCCGTGCCAGCCATCTTGCTGTGATCCATGCCGGCCATGCTGCC
GGCCATGCTGCCGTGGTCCATGCCAGCCATCTTGCTGTGATCCATGCCGGCCATGCTGCC

Fhhhhhhhhkhhrhkhkhhhhd hhhhkhhhrhhdhhkhdhh ok bk hkd bk bk d bk hhhbhhohkhdhhn

GGG T CCmm m mm m oo oo -
GTGGTCCATGCCAGCCATCTTGCTGTGATCCATGCCGGCCATGCTGCCGTGGTCCATGCC

Kk kkkk*k

GTGATCCATGCCGGCCATGCTGCCGTGGTCCGTGCCAGCCATTTTGCTGTGATCCATGCC

——————————————————— GTGCCAGCCATTTTGCTGTGATCCATGCCGGCCATGCTGCT
GGCCATGCTGCCGTGGTCCGTGCCAGCCATTTTGCTGTGATCCATGCCGGCCATGCTGCT

e ok o ok gk e o de ke % e ok ok sk ok ok e ok e ok e ke ok ok ke ok ok ok ke ok e ke e e ok ek ke ok
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TN113
ND6

TN113
ND

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

GTGGTCCATGCCCATATCATTCATGGAAATGAGGGGGCGTGGGTCAATGGTTGGAACAGC
GTGGTCCATGCCCATATCATTCATGGAAATGAGGGGGCGTGGGTCAACGGTTGGAACAGC

Khhhkdkhkhkkhkkdrhhrhkhhhkhdhkhkdkhkhrhkhhbhbhbhkrdr bbbk hkkhhrhkhhdkk ddkkhkdkhkhhkhkhhk

AGCTTGCAAGCCTTCACGGATGGCCAGGGTGCCCCTGGAAAAGCCCGTACGGTCCATGGA
AGCTTGCAAGCCTTCACGGATGGCCAAGGTGCCCCTGGAAAAGCCCGTACGGTCCATGGA

Khkhkhkhkhk ok hhhhhhhhhhhhhhhhhdx hhhhhhrhhkrh bk hrhhrkh bk ok hkrhhkkhhk

TTGAGCGAAGATGGTGTATGCCTGTTCGTCTTCTGGCTCAACAATGACATCGTAGGTTTC
TTGAGCGAAGATGGTGTATGCCTGTTCGTCTTCTGGCTCAACAATGACATCGTAGGTTTC

% % g ok Kk gk gk ok % gk k% sk sk ke ke gk ke ok ok ok ok gk ok ok ok gk ok ok ok ke ok ok sk ok o ok ok e gk ok e ok gk ok ok gk ok ok ok ok ke ok ke ke ok ke ke ok

GGCTACTGCGATACGGAACTCGTCGACCGAGACCGGATGGACATACTGCCCATCCGCTGC
GGCTACTGCGATACGGAACTCGTCGACCGAGACCGGATGGACATACTGCCCATCCGCTGC

IR RS R R RS E RS EEEE SRR E R R R R R R R R R EREEERE SRR R EEEEERSESSES

AACCACTGTCATTTTCAGGCCAGGAATGCGTACATCGAAATACGTCATGGCGGAGCCGTT
AACCACTGTCATTTTCAGGCCAGGAATGCGTACATCGAAATACGTCATGGCGGAGCCGTT

hhk Ak hkhk Ak hkhhhh kA h kA hhkh kA Ak Ak kA Ak Ak kA Ak hkwhk kA Ak ko h kA A hkkhhk

GATGAACCGAAGCCGGATTTTCTCGCCAGGCTTGAARACACCCGTCCAATTTCCATCCGG
GATGAACCGAAGCCGGATTTTCTCGCCAGGCTTGAARACACCCGTCCAATTTCCATCCGG

khkhkkkhkhhhkhdhhkrhhkhhhkhkhhhkhdhhrhhhkhhkhhhhrhdhhrhhhhhkhhdhhdhrdbhhrhhhk

AGCCTGGCCGTTCATGAGGTAGGTGTAGGTATACCCGCTCACATCCGCGAGATCAGTGGG
AGCCTGGCCGTTCATGAGGTAGGAGTAGGTATACCCGCTCACATCCGCGAGATCAGTGGG

sk % de %k de g sk vk sk vk ok ok ko ke e ke e e gk sk ok ok ok sk ok ok Tk ok ke ke ok gk ke ok ok ok sk ok ok Sk ok e Sk ok gk ke ok sk ok sk ok ke Sk ke ke ke ke

GCTCATCTTCATCTCGGGCCCACATCTTGCGATCGGGCCATCGCAGCAGACCAGCCCATT
GCTCATCTTCATCTCGG-CCCACATCTTGCGATCGG-CCATCGCAGCAGACCAGCCCATT

KHh Ak A rhkhkhkdhbhhhkhdhh dhddkdkhdbhrhbhhhrdhhdd dhkdhrhkhrhhdhddhdhkhhhhdkh

TCGCTTACGTCGTTGACGAGTTCACCCACGGTC-GCT-GTGGAG--TGTAGTAGTCAGAC
TCGCTTACGTCGTTGACGAAGTCACCCACGGTCCGCTTGTGGAAGTTGTAGTAGTCAGAC

* ok kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kxkkhkkkhkhkkkdkk Khkhk kkkkk Kok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok

TGGCTTCTTAGGCT--GATAGA==-CGGGCAG==================——————————
TG-CTTCTTAAGCTTGGATAGAACGTGGGCAGGGTCCTCATCCGTCCAGTCGCTGAGCAT

kk kkkokkkk kkk % d ¥ ok ok % % Kk Kk k ok

—————————— TCTCAATC-—==============GGTTC-======—======———————

AACCACGTAATCCCGGTCATAGGCGARAGGCTCGGGTTCTTTCGCGTCGATGACCAGTGC
* * * * K * ok ok kK

GCCTGGGACACCGTCCATGTTCGCCGGCAGGATGATGCCGTGCCAGTGGATCGAGGTGTC

*k khkkkkk
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TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

TN113
ND6

== TTmmmmmm e AGCGTAAC-——==—=====—==—~- CCAC----GCGT
CTGTTTCAAGCGGTTGCGCACACGAAGCGTAACGATATCGCCTTCACGCCACCGAAGCGT

* * kA kkxkkh * Kk k k * K kK
TAGT === === = == == m = m m -

* Kk x

AGCCAGGCCTTTGACGAAGGAGCGTCTGGTGGTTTTGCTTTGCATGCCGTTGCGTCCACT

CAT
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Prilog I1: Krive rasta izolata u prisustvu teSkih metala u te¢noj kulturi

Kriva rasta Staphylococcus sp. MSI08 u prisustvu Cd** i Cr®"

Agoo
2.5 1

—_—
1 ———25uM cd®*
——50uM Cd”
——200pM Cd**
05
0 T T i
3 6 9 12 15 18 21 24
vreme, h
Asoo
2.5
2-
1.5
1 K
1mM Cré*
3mM Crb*
051 5mM Cré*
0 T T T T L L] T L]
0 3 6 9 12 15 18 21 24

vreme, h

157



Kriva rasta Staphylococcus sp. MSUI10 u prisustvu Cd**, Cr®* i Cu®*

Asoo
2.5+

K -
25uM Cdz‘
50uM Cd

2+

vreme, h

Agoo
2.5

1.5+

K

1mM Cr*

05 3mM cr®*
0
0

vreme, h

—

1mM Cu?"
2mM cu®*
5mM Cu?*

T
0 3 6 9 12 15 18 21 24
vreme, h
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Kriva rasta Rhodococcus sp. TN113 u prisustvu Cu**

vreme, h

K "
2mM Cu
5mM Cu®*
7mM Cu?*
10mM Cu?*
15mM Cu®*
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Kriva rasta Pseudomonas aeruginosa PAO1 u prisustvu Cd**, Cr®" i Cu**

Asoo
3

K
500uM Cd>*

1mM Cdi:
2mM Cd>*
5mM Cd

10mM cd?*

vreme, h

Asoo
3 -
25
2 -
’ B
| MM Cre’
s 2mM Cr o,
5mM Cr
1 -
0.5 4
0 T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24
vreme, h
A so0
3 -
K
5mM Cu®*
10mM Cu®*
15mM Cu?*

0+ : ; ; ; T T T 1

0 3 6 9 12 15 18 21 24
vreme, h
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Kriva rasta Cupriavidus metallidurans CH34 u prisustvu Cd**, Cr®" i Cu**

Asoo
3.

2.5 1

Asoo
3 -

Aso
3 -

2.5 1

—K
1mM Cd;:
2mM Cd>”
5mM Cd
10mM Cd*

vreme, h

K

2mM Crb+
3mM Cr®*
4mM Cr®*

; . e —————— ]

6 9 12 15 18 21 24
vreme, h

K
2mM Cu?*
3mM Cu?*

5mM Cu?*
10mM Cu®*

3 6 9 12 15 18 21 24

vreme, h
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1. AyTopcTBO - [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBake, AUCTpubyumjy M jaBHO caoniuTaBake
nena, u npepage, ako ce Haesede ume ayTopa Ha HadvH ogpefieH of cTpaHe ayTopa
Unn gasaola nuueHLe, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoBogHuja of, CBUX
nueHun.

2. AyTOpCTBO — HeKkoMepumjanHo. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, ANcTpubyumjy 1 jasHo
caonwiTtaBawe fena, u npepaje, ako ce HaBeae MMe aytopa Ha HauvH oppefieH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa Komepuujandy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [losBorbasare yMHOXaBak-e,
OucTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnuvkosara unu
ynotpebe gena y CBoOM Aeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ofpeheH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOrbaBa Komepuujandy
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane fNuueHLUe, OBOM FIMLEHLIOM Ce orpaHuyaBsa
Hajsehn obum npasa kopuLhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTu nod WUCTUM ycrnosuma. [ossorbasare
yMHOXaBame, ANCcTpubyumjy 1 jaBHO caonwitaBake Aena, u npepage, ako ce HaBene
uMe aytopa Ha HauuH ogpefeH of CTpaHe ayTopa unu Jasaoua fMUEHLE U ako ce
npepaga aucTpubyupa nog WMCTOM WAM CruMYHOM nuvueHuoM. OBa nuvueHua He
[o3BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTte yMHOXaBake, AUCTPUOYLMjy U jaBHO
caoniuTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe genay csom geny,
aKo ce HaBele uMme ayTopa Ha HauuH oapeheH op cTpaHe ayTopa wnu fasaola
nuueHue. Oa nuueHua go3BorbaBa kKomepuumjanHy ynotpedy gena.

6. AyTopcTBO - genutM nog wuctuMm ycnosuma. [los3sorbaBaTe YyMHOXaBarbe,
ancTpubyumjy 1 jaBHO caorwiTasawe Aena, U npepage, ako ce HaBeae nMe ayTopa Ha
HauuMH ofdpefeH on CTpaHe ayTopa WnM JdaBaola NUUEHUE W ako ce npepaga
aucTpubympa nog WCTOM uNM CnuyHOM nuueHuom. OBa nuueHua [03Borbasa
KoMmepumjanHy ynotpedy gena u npepaga. CnuyHa je codTBEepCKMM nuueHuama,
OOHOCHO nuLeHLamMa OTBOPEHOT Koaa.
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