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Uticaj UV-C zraka na
pre`ivljavanje, rast i
produkciju melanina kod
soja Bacillus thuringiensis

Primenom spektrofotometrijskog i metoda razre|e-
nja ispitan je uticaj sukcesivnih tretmana UV-C
zra~enja na pre`ivljavanje, rast i produkciju mela-
nina soja Bacillus thuringiensis. Dobijeni rezultati
pokazuju da ovaj tip zra~enja deluje negativno na
dati soj. Negativno dejstvo UV-C zra~enja se ogle-
da u smanjenom pre`ivljavanju u odnosu na rastu}i
broj tretmana. Zabele`en je i br`i rast sa izuzetkom
nakon tre}eg tretmana zra~enjem. Pored toga, dete-
ktovana je promenljiva produkcija melanina.

Uvod

UV zra~enje deluje negativno na mikroorgani-
zme. Njegovo dejstvo se ogleda u inhibiranju nji-
hovog rasta odnosno metaboli~kih procesa (Jemcev i
\uki} 2000; Kne`evi}-Vuk~evi} i Simi} 1997).
UV-C zra~enje talasne du`ine od 200 do 290 nm
deluje mutageno i letalno na mikroorganizme (Jem-
cev i \uki} 2000). Ovo zra~enje mo`e indukovati
stvaranje slobodnih radikala u }eliji. Slobodni radi-
kali reaguju sa makromolekulima u }eliji i inaktivi{u
ih (Chen et al. 2004). Glavni mehanizam koji uslo-
vljava letalni i mutageni efekat je stvaranje pirimi-
dinskih dimera na DNK lancu ~iji nastanak ometa
normalnu replikaciju i transkripciju DNK (Jemcev i
\uki} 2000). Ukoliko gre{ke na lancu DNK ostanu
fiksirane i u narednoj generaciji, mo`e se govoriti o
nastanku mutanata.

Da bi se dejstvo UV-C zraka ozna~ilo kao smr-
tonosno, rezultat zra~enja mora biti stvaranje ve}eg
o{te}enja na DNK nego {to }elija mo`e da popravi
(Wesley i Margaret 1988). Me|utim, }elije su razvi-
le mehanizme kojima popravljaju o{te}enu DNK.
Mehanizmi za reparaciju o{te}ene DNK su ~esto

geneti~ki uslovljeni. Pojedini pigmenti mogu imati
ulogu za{titnih sistema od negativnog dejstva UV
zra~enja (Jemcev i \uki} 2000). U tu grupu pigme-
nata spada melanin (Zhang et al. 2007). Prethodna
istra`ivanja su pokazala da mnogi sojevi B. thurin-
giensis imaju sposobnost da uz prisustvo tirozina u
sredini sinteti{u melanin (Ruan et al. 2004; Santos i
Stephanopoulos 2008; Zhang et al. 2007).

Cilj ovog rada je ispitivanje uticaja sukcesivnog
tretmana UV-C zra~enjem na soj B. thuringiensis.
Definisani su slede}i pojedina~ni ciljevi:

– utvr|ivanje i pra}enje pre`ivljavanja soja B.
thuringiensis pri sukcesivnom izlaganju od-
re|enim dozama UV-C zraka;

– pra}enje rasta datog soja bakterija, prethodno
izlo`enog UV-C zra~enju;

– utvr|ivanje i pra}enje produkcije melanina
tokom tretmana UV-C zra~enjem;

– pore|enje dobijenih rezultata.

Materijal i metode

Ispitivanje uticaja UV-C zra~enja na soj B. thu-
ringiensis se sastojalo iz dva dela. U prvom delu
ispitan je uticaj sedam razli~itih doza na pre`ivlja-
vanje soja B. thuringiensis. LB te~na hranljiva
podloga (1% kazein hidrolizat, 0.5% ekstrakt kva-
sca, 0.5% NaCl, 1000 mL destilovane H2O) sa da-
tom prekono}nom kulturom je centrifugirana 15 min.
na 2500 rpm. Zatim je talog resuspendovan u
0.01 M rastvoru MgSO4. Nakon toga Petri-kutije sa
ispitanim sojem bakterija u rastvoru 0.01 M MgSO4

su izlagane zracima UV-C (254 nm) lampe snage
30 W u intervalima od 5 do 35 s sa vremenskom
razlikom od 5 s izme|u tretmana. Kao negativna
kontrola kori{}ena je kultura koja nije izlagana
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UV-C zra~enju. Nakon 12 h inkubacije primenom
spektrofotometrijske metode na talasnoj du`ini
600 nm o~itane su vrednosti apsorbanci bakterijskih
suspenzija. Na osnovu vrednosti apsorbanci odabra-
na je jedna doza UV-C zra~enja za dalje ispitivanje.

U narednom delu istra`ivanja ispitan je uticaj
prethodno odabrane doze zra~enja na pre`ivljavanje,
rast i produkciju melanina soja B. thuringiensis.
Ponovljen je proces pripreme prekono}ne kulture za
zra~enje. Nakon zra~enja uzorak je preba~en u LB
podlogu sa dodatkom L-tirozina (0.05%) radi pra-
}enja rasta i produkcije melanina. U odre|enim
vremenskim intervalima (0, 30, 60, 120, 180, 240 i
300 minuta) na spektrofotometru pri talasnoj du`ini
od 600 nm o~itavana je apsorbanca bakterijskih
suspenzija. Pored toga, metodom razre|ivanja su za-
sejani ispitivani sojevi. Kao negativna kontrola kori-
{}en je soj bakterija koji nije izlagan UV-C zracima.

Kulture bakterija iz eksponencijalne faze rasta su
preba~ene u LB podlogu sa dodatkom tirozina. Zra-
~ene kulture iz eksponencijalne faze su pripremljene
za naredni tretman zra~enja. Celokupan proces je
ponovljen jo{ ~etiri puta. Nakon 24 h izbrojane su
razvijene kolonije. Broj kolonija je iskori{}en za ra-
~unanje broja }elija po mL podloge (Kne`evi}-
-Vuk~evi} i Simi} 1997). Nakon petog tretmana
zra~enjem bakterije su bojene po Gramu radi mor-
folo{kog pore|enja sa bakterijama koje nisu tretirane
zra~enjem.

Broj~ane vrednosti dobijene o~itavanjem poda-
taka sa spektrofotometra i ra~unanjem broja }elija
po mL podloge upotrebljene su za konstruisanje
krive rasta. Broj }elija nultog minuta tj. odmah na-
kon ozra~ivanja je iskori{}en za konstruisanje krive
pre`ivljavanja. Tako|e, broj }elija po mL podloge
izme|u dva vremenska intervala je iskori{}en za
odre|ivanje vremena generacije. Vreme generacije
se mo`e izra~unati preko slede}e formule:
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�
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gde X 0 predstavlja broj }elija prvog vremenskog
intervala, Xt broj }elija drugog vremenskog inter-
vala, a t vreme izme|u X 0 i Xt (Kne`evi}-Vuk~evi}
i Simi} 1997).

Pored rasta pra}ena je i produkcija melanina.
Naime, 20 h nakon ozra~ivanja hranljiva podloga sa
sojem B. thuringiensis je centrifugirana 15 min na
2500 rpm. Nakon toga primenom spektrofotome-
trijske metode na talasnoj du`ini od 400 nm izme-

rena je apsorbanca supernatanta (Zhang et al. 2007).
Merenja vezana za produkciju melanina su pona-
vljana nakon svakog tretmana zra~enjem.

Rezultati i diskusija

Rezultati prvog dela istra`ivanja su prikazani na
slici 1. U intervalu od 0 do 15 sekundi prime}uje se
da sa porastom du`ine zra~enja opada apsorbanca tj.
brojnost }elija. Pri ozra~ivanju du`ine 20 i 25 s se
bele`i rast apsorbance. Ova pojava je verovatno
posledica aktivacije i uspe{nih reparacija pri izla-
ganju pomenutim dozama UV-C zra~enja. Nakon 25
sekundi apsorbanca ponovo opada. Za dalje ispi-
tivanje odabrana je du`ina zra~enja od 25 sekundi.

Na slikama 2a i 2b prikazan je rast UV tretira-
nog soja B. thuriengienis. Sa pove}anjem broja tre-
tmana UV-C zra~enja bele`i se manji broj }elija po
mL podloge u odnosu na kontrolni soj. Sa pove}a-
njem broja tretmana UV-C zra~enja opada i pre`i-
vljavanje (slika 3a).

Ovi podaci idu u prilog tvrdnji da su mutanti
znatno osetljiviji na dejstvo mutagenih agenasa za
razliku od kultura koje nisu izlagane dejstvu istih
(Kne`evi}-Vuk~evi} et al. 2009). Niske apsorpcione
vrednosti (slika 2b) su posledica velike smrtnosti }e-
lija indukovane UV-C zra~enjem.

Pored niskih vrednosti zabele`ene su i vrednosti
apsorbance jednake nuli. Ove vrednosti su verovatno
posledica prisustva spora B. thuringiensis u ispi-
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Slika 1. Apsorbanca ozra~enog soja B. thuringiensis u
zavisnosti od du`ine zra~enja

Figure 1. Absorbance of B. thuringiensis strain at
diffrent irradiation times (shown in seconds)



t ivanom uzorku (Bhatta et al . 2007; Vary i
Halvorson 1965). U nepovoljnim situacijama B.
thuringiensis prelazi u stanje endospora. Vary i
Halvorson (1965) svojim istra`ivanjem pokazuju da
je mogu}e da }elije sporuli{u jo{ u prvih 25 sekundi,
tokom trajanja tretmana UV-C zra~enjem. Samim
tim rezistentnost endospora na dejstvo ultravioletnog
zra~enja je 10-50 puta vi{a (Nicholson et al. 2000).
Prethodna istra`ivanja su pokazala da prisustvo
melanina u }eliji smanjuje UV indukovanu ina-

ktivaciju }elija (Chen et al. 2004). Me|utim, odgo-
vor za opadaju}e pre`ivljavanje verovatno mo`e biti
i u ja~ini doze tj. du`ini tretmana zra~enjem.

Prate}i rast (slike 2a, 2b i 3b), vidi se br`i rast sa
pove}anjem tretmana. Pored toga, prime}uje se do-
sta slabiji rast nakon tre}eg tretmana. To mo`e biti
posledica lo{eg odabira bakterijskih kultura za pri-
premu tre}eg tretmana. Sa druge strane, ova pojava
mo`e biti i posledica pada tolerancije na o{te}enja
prouzrokovanih zra~enjem. Pored mnogih repa-
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Slika 2. Broj }elija B. thuriengiensis tretiranih UV-C zracima (a) i apsorbanca na 600 nm (b) u zavisnosti od
vremena

Figure 2. Number of cells per mL of nutrient media (a) and absorbances at 600 nm (b) as a function of time
(shown in minutes). The control group is represented with the black circle.

Slika 3. Udeo pre`ivelih }elija u procentima (negativna kontrola – 100%) (a) i vremena generacija (b) u zavisnosti
od broja tretmana UV-C zra~enjem

Figure 3. Cell survival percentage (negative control – 100%) (a) and generation times (b) as a function of the
number of UV-C treatments



racionih mehanizama }elije sadr`e i mehanizme koji
omogu}avaju toleranciju o{te}enja geneti~kog
materijala. Ve}oj toleranciji doprinosi SOS odgovor
na ra~un ve}e mutageneze (Kne`evi}-Vuk~evi} et
al. 2009). Postoji mogu}nost da je nakon prva tri
tretmana tolerancija opala tako da su nakon tre}eg
tretmana pre`ivljavanje i rast izuzetno oslabili, od-
nosno usporili. SOS odgovor favorizuje pre`ivlja-
vanje populacije bakterija izlo`enih dejstvu UV-C
zraka tako {to pove}ava geneti~ku varijaciju unutar
same populacije. Kapacitet za nastavak reparacije u
prisustvu o{ete}enja mo`e biti koristan za jedno-
}elijske organizme u evolucionom smislu (Kne`e-
vi}-Vuk~evi} et al. 2009). To zna~i da postoji
mogu}nost da je nakon ~etvrtog tretmana do{lo do
selekcije unutar populacije. Odre|eni deo bakte-
rijskih }elija je nakon nekoliko uspe{nih deoba
uginuo, {to se mo`e videti na slici 2a (UV4). Zahva-
ljuju}i geneti~koj varijabilnosti unutar populacije
deo bakterija sa mogu}no{}u br`eg razmno`avanja
je pre`iveo. Nakon petog tretmana, vreme generacije
(slika 3b) se smanjuje, odnosno brzina razmno-
`avanja se pove}ava. Da bi se sa sigurno{}u tvrdilo
da vreme generacije opada sa pove}anjem tretmana
neophodno je ponoviti tretmane UV-C zra~enjem jo{
nekoliko puta, gde bi se pratio rast datog soja.

Na slici 4 prikazane su }elije B. thuringiensis
pre tretmana (levo) i nakon petog tretmana (desno)
UV-C zra~enjem. Prime}eno je da su }elije pre zra-
~enja dosta krupnije u odnosu na one koje su tre-
tirane zra~enjem. Tako|e je zapa`en ve}i broj }elija
po vidnom polju u uzorku koji nije tretiran zra~e-
njem.

Pored pra}enja rasta pra}ena je i produkcija me-
lanina (slika 5). Prema podacima iz literature prisu-
stvo melanina je uo~ljivo 20 h nakon po~etka rasta
populacije sojeva B. thuringiensis (Ruan et al. 2004;
Chen et al. 2004). Prate}i produkciju melanina u
zavisnosti od tretmana UV-C zra~enjem vidi se da
apsorbanca raste izme|u prva dva i izme|u tre}eg i
petog tretmana. Nakon tre}eg tretmana dolazi do
naglog pada apsorbance. Obja{njenje za ovaj pad u
produkciji melanina se verovatno podudara sa pre-
thodno datim obja{njenjem o slabijem rastu kultura
nakon tre}eg tretmana zra~enjem. Posledica prome-
nljive produkcije melanina mo`e biti i ja~ina doze
zra~enja. Naime, razli~iti sojevi vrste B. thuringien-
sis poseduju razli~ite }elijske kapacitete za produkci-
ju melanina (Ruan et al. 2004). Postoji mogu}nost
da je odabrana du`ina tretmana UV-C zra~enja bila
prejaka za pra}enje sinteze melanina kod datog soja.
Intezitet produkcije melanina jedne populacije bakte-
rija tako|e zavisi od hranljive podloge u kojoj se
nalazi (Hoti i Balaraman 1993). Me|utim, produkci-
ja melanina, kao pre`ivljavanje i rast, verovatno bi
bili druga~iji da je u hranljivu podlogu ispitivanog
soja B. thuringiensis dodat L-tirozin jo{ pre prvog
tretmana UV-C zra~enjem.

Zaklju~ak

UV-C zra~enje deluje negativno na soj B. thu-
ringiensis. Negativan uticaj ove vrste zra~enja se
ogleda u sve manjem pre`ivljavanju u odnosu na ra-
stu}i broj tretmana. Sa pove}anjem broja pona-
vljanja prime}en je br`i rast, sa izuzetkom nakon
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Slika 4. Kontrolni mikroskopski preparat
B. thuriengiensis (levo) i mikroskopski preparat
B. thuriengiensis nakon petog tretmana UV-C zra~enjem
(desno)

Figure 4. Control microscopic sample B. thuriengiensis
(left) and microscopic sample B. thuriengiensis after
fifth UV-C treatment (right)

Slika 5. Produkcija melanina u zavisnosti od broja
tretmana UV-C zra~enjem

Figure 5. Change of melanin production after UV-C
treatments



tre}eg tretmana zra~enjem. Pored toga, detektovano
je prisustvo melanina. Produkcija melanina je bila u
porastu izme|u prvog i drugog tretmana, kao i izme-
|u tre}eg i petog tretmana. Izuzetak je ponovo bio
tre}i tretman zra~enjem nakon koga nije detektovano
prisustvo melanina kod soja B. thuringiensis. U
budu}im istra`ivanjima bilo bi interesantno prou~a-
vati uticaj ni`ih doza UV-C zraka pri ve}em broju
sukcesivnih tretmana na produkciju melanina, pre`i-
vljavanje i rast soja B. thuringiensis.
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Marjan Bio~anin

Effect of UV-C Radiation on Survival,
Growth and Melanin Production in
Bacillus thuringiensis

The effects of successive treatments of UV-C ra-
diation on survival, growth and melanin production
of Bacillus thuringiensis strain were surveyed using
spectrophotometry and pour plate technique. Results
showed that this type of radiation has negative ef-
fects on survival of this strain. Bacterial cells after
the fifth round of irradiation were significantly
smaller than the ones which were not irradiated.
Also, generation time decreases with an increase of
the number of UV-C treatments. On the other hand,
unsteady melanin production was detected.
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