BoZidar Radivojevi¢

Filogenetska karakterizacija
bakterijskih populacija
jezera Pocibrava otpornih na
teSke metale

Metode zasnovane na sposobnosti mikroorganizama
za pasivizaciju toksicnih supstanci ili njihovo pretva-
ranje u manje toksicne nazivaju se bioremedija-
cijom. Bioremedijacija voda zagadenih teskim meta-
lima, vrsi se pasivizacijom jona metala metabolitima
bakterija, biosorpcijom ili bioakumulacijom metalnih
jona u biomasi bakterija. U ovom radu su uspesno
izolovane dve bakterijske populacije koje su pokaza-
le rezistentnost ka cinku i dvebakterijske populacije
koje su pokazale rezistentnost ka bakru, olovu i ci-
nku. Koriscéenjem kombinacije PCR i RFLP metoda
pokazano je da su izolovane populacije medusobno
razlicite. Sekvenciranjem delova gena za 16S rRNK
kao i bioinformatickom analizom dobijenih sekvenci,
pokazano je da izolovane populacije pripadaju vr-
stama Aeromonas caviae, Aeromonas veronii, Lysi-
nibacillus sphaericus i Lysinibacillus boronitolerans.
Konstrukcija filogenetskih stabala koriscenjem me-
toda Neighbor-joining, Maximum parsimony i Quar-
tet puzzling potvrdila je poznate podatke o srodnosti
ovih vrsta.

Uvod

TeSki metali spadaju u opasne zagadivale zbog
organizama i hemijske stabilnosti tokom vremena
(Christophe et al. 2011). Kontaminacija zemljiSta
teSkim metalima je Siroko rasprostranjena (Giller
1998 et al.), a kontaminacija se sa zemlji$ta prenosi
na vodotokove i jezera spiranjem usled atmosferskih
padavina. Do kontaminacije uglavnom dolazi ljud-
skom aktivno$cu, eksploatacijom ruda i izbacivanjem
zgure, radom termocentrala i teSke industrije, pri-
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menom pesticida i dubriva koja u sebi sadrze teske
metale, kao i direktnim ispustanjem otpadnih voda u
prirodne vodotokove (Gehong et al. 2008). Prisustvo
jona teskih metala u veéoj koncentraciji ima veoma
negativan uticaj na zZivot mikroorganizama, izazi-
vajuci njihovu trenutnu smrt zaustavljanjem ili iz-
menom biohemijskih procesa unutar Celije. Takode,
prisutnost jona teSkih metala smanjuje ukupnu re-
produktivnu mo¢ bakterija, usled ¢ega dolazi do
osiromasenja populacija. Tako dolazi do stvaranja
evolutivnog pritiska, koji favorizuje opstanak onih
bakterija koje ve¢ imaju razvijen izvestan stepen re-
zistencije (Giller et al. 1998). Bakterije rezistentne na
jone teskih metala, specijalizovanim mehanizmom
aktivnog transporta izbacuju jone metala iz svoje ci-
toplazme. Takve bakterije imaju sposobnost reme-
dijacije, jer, iako jone teSkih metala samo izbacuju iz
citoplazme nazad u okolinu, ne ¢ineci jone manje
reaktivnim i opasnim po ostale organizme, ¢injenica
da preZivljavaju u sredini zasicenoj teSkim metalima
¢ini ih posrednim bioremedijatorima. Naime, njihova
aktivnost dovodi do povecanja pH okoline, dok nji-
hovi izluceni metaboliti imaju sposobnost taloZenja
jona te$kih metala, ¢ineci ih bezopasnim po ostale
organizme (Dietrich 2000).

Jezero Pocibrava (44.2498 SGS, 19.9252 IGD),
nastalo je veStackim pregradivanjem vodotokova dva
manja potoka. Iako se jo$ uvek smatra nezagadenim,
u vodi ovog jezera, usled ljudske aktivnosti, turisti-
¢kih poseta i spiranja materijala sa okolnih obradivih
povrsina, nalaze se supstance koje svojim negativnim
delovanjem na Zivotnu sredinu favorizuju rezistent-
nije oblike organizama. Filogenetske analize se zasni-
vaju na sekvenciranju i poredenju sekvenci dela gena
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za 16S rRNK. 16S rRNK se nalazi u svim bakto-
rijskim oblicima i mogude ju je umnoziti u reakciji
lancane polimerizacije (PCR) uz pomo¢ prajmera
specifi¢nih za deo 16S rRNK gena. 16S rRNK sadrzi
kako visoko konzervisane regione, tako i hipervarija-
bilni regioni, na osnovu kojih je mogude klasifikovati
i odrediti stepen srodstva bakterija (Marchesi et al.
1998).

Cilj ovog rada je izolacija bakterijskih sojeva re-
zistentnih na teSke metale iz vode Petnickog jezera,
testiranje izolovanih sojeva na rast u prisustvu jona
teSkih metala, kao i filogenetska karakterizacija dobi-
jenih sojeva.

Materijal 1 metode

Uzorkovanje populacija. Mulj je uzorkovan na
tri mesta pri obali jezera Pocibrava (slika 1), za koje
bi se moglo pretpostaviti da reprezentuju bakterijske
populacije svojstvene svakom od tri vodotoka koji se
ulivaju u jezero. Uzorci su uzeti sa dubine od oko 5
cm od dna jezera, prethodno sterilisanom $patulom,
preneseni sterilno na ledu do laboratorije, gde su ¢u-
vani na temperaturi od 4°C.

Medijumi za rast bakterija. Za umnoZavanje
bakterija, kao i za ispitivanje njihovog rasta u prisu-
stvu teSkih metala, koriS¢ena je Metal toxicity pod-
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loga (MT). Litar te¢nog neselektivnog MT medijuma
sadrzi: 16.5 g natrijum piruvata, 2.13 g natrijum sul-
fata, 0.06 g kalcijum hlorida, 1 g amonijum hlorida,
0.5 g triptona, 0.05 g ekstrakta kvasca, 8.614 ¢ HE-
PES-a (Rajesh et al.. 2001).

Korekcije originalnog protokola su izvrSene na
sledeci nacin:

— umesto HEPES-a stavljen je PIPES u istom

molarnom odnosu

— umesto natrijum laktata stavljen je natrijum

piruvat u istom molarnom odnosu.

Selektivni MT medijum, pored navedenih kom-
ponenti, sadrZi i rastvor jona metala u onoj koncen-
traciji Ciji se uticaj Zeli ispitati. Za litar ¢vrstog MT
medijuma, dodaje se jo§ i 15 g agara.

Takode je koriSéena i LB podloga, za kontrolu
rasta pocetnih uzoraka, pri ¢emu litar teCne LB po-
dloge sadrzi: 10 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca, 10 g
natrijum hlorida. U litar ¢vrste LB podloge dodaje se
i 15 g agara. U petrijeve Solje sa ¢vrstim LB medi-
jumom je utrljano po 200 UL rastvora nistatina, konc-
entracije 50 pLg/mL, radi spreavanja razvitka gljiva.

Svi pravljeni medijumi su sterilisani dvadeseto-
minutnim autoklaviranjem na 120°C i pritisku od 2
bara.

UmnoZavanje bakterija. Od svakog uzorka je u
sterilnim uslovima odmereno po 1 g i rastvoreno u

Slika 1.
Lokacije uzorkovanja

Figure 1.
Bacterial sampling locations
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50 mM K-fosfatnom puferu. Nakon inkubacije uzo-
raka u puferu, u trajanju od 20 minuta, napravljena su
tri razblazenja uzoraka koncentracija 101, 102,
1073, Od svakog od 9 razblazenja (3 uzorka po 3
razblazenja), utrljano je po 200 pL u petri Solju sa
neselektivnom MT podlogom, kao i 200 puL u petri
Solju sa LB+nistatin podlogom koja je sluzila za
kontrolu rasta. Uzorci su inkubirani na temperaturi
od 30°C.

Nakon inkubacije, 25 kolonija koje su obeleZene
kao Ciste, prenesene su u po 5 mL te¢nog MT medi-
juma i ostavljene na inkubaciji na temperaturi 30°C.

Selekcija bakterija otpornih na prisustvo metal-
nih jona bakra, olova i cinka. Napravljeno je po 3 ra-
stvora razli¢itih koncentracija jona bakra, cinka i
olova (tabela 1):

Tabela 1. Koncentracije rastvora jona bakra, cinka
1 olova

Koncentracija [mM]

Rastvor 1  Rastvor 2 Rastvor 3
CuSOq4 0.05 0.75 2
ZnClp 0.01 03 1.5
Pb(NO3)2 0.3 1.5 2.5

Odabrano je 7 epruveta te¢nih MT kultura bak-
terija koje ce biti gajene na selektivnim medijumima.
Odabrane su kulture, koje su nastale iz uzoraka uze-
tih od morfoloski razlic¢itih bakterijskih kolonija koje
su rasle na ¢vrstom neselektivnom MT medijumu.
Suspenzija bakterijske kulture je sterilno utrljana na
svaku od 9 selektivnih MT medijuma. Medijumi su
ostavljeni na inkubaciji na 30°C.

PreciS¢avanje bakterijskih kolonija. Nakon 48
Casova od razmazivanja suspenzija, uzeti su Uzorci sa
¢vrstih kultura i preneti u 5 mL te¢nog neselektivnog
MT medijuma. Tako dobijene preciScene tecne kul-
ture su ostavljene da inkubiraju na 30°C. Nakon 48 h,
bakterije su oborene centrifugiranjem 1.5 mL te¢ne
kulture (1 min, 13400 rpm) i odlivanjem superna-
tanta, sa ponavljanjem navedenog ciklusa 3 puta.
Bakterije su resuspendovane 72 h kasnije u te¢noj ne-
selektivnoj LB podlozi.

Izdvajanje genomske DNK. Od svake od bakte-
rijskih kultura uzeto je po 1.5 mL suspenzije i preba-
¢eno u mikrotubu, a zatim je sadrzaj centrifugiran
(1 min, 13400 rpm), uz odlivanje supernatanta, sa po-
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navljanjem koraka jo§ dva puta. U svakoj od mikro-
tuba ostavljeno je priblizno 200 pL supernatanta. Na-
kon toga je dodato 30 pL 10% SDS i ostavljeno
10 min na 50°C. SadrZaj mikrotube je centrifugiran
10 min na 13400 rpm, a zatim je supernatant pre-
bacen u novu mikrotubu. Dodato je 250 UL rastvora
fenola i hloroforma (napravljenog u odnosu 1/24) a
zatim je sadrzaj centrifugiran 10 min na 13400 rpm,
izdvojeni supernatant je prebacen u novu mikrotubu,
a onda je ceo korak ponovljen jo§ jednom. Dodato je
50 pL 3 M natrijum acetata, pH 5.2 i 85 pL ohlade-
nog izopropanola. Mikrotube su ostavljene na 4°C,
10 min, nakon Cega je odliven supernatant i preostali
talog je ispran sa 1 mL 70% etanola. Talog je osuSen
i respuspendovan sa 20 pL sterilne vode. Koncentra-
cija dobijene DNK je izmerena aparatom NanoVue
(GE Health Care).

PCR umnozavanje 16S rRNK gena. Geni su
umnoZavani kori§éenjem univerzalnih bakterijskih
prajmera

20F: 5°- GTT TGA TCC TGG CTC AG -3’
1492R: 5°- TAC CTT GTT ACG ACT T-3’

Ocekivana duzina proizvoda bila je 1367 bp.

Pre dodavanja u reakconu smesu, uzorci bakte-
rijske DNK su razblazivani sterilnom vodom, do ko-
ncentracije DNK od 100 ng/uL.

Reakciona smesa za PCR reakciju ukupne zapre-
mine od 50 pL je sadrzala: 1 puL te¢ne MT kulture
¢istih sojeva bakterija, 29.1 nL dH,O, 1.5 pL
DMSO, 5 pL pufera specificnog za polimerazu (Re-
action Buffer B), 0.4 uL FIRE polimeraze, 1 pL 20F
prajmera, 1 uL 1387R prajmera, 5 uL dNTP i 5 pL
x10 MgCl,. Shema PCR reakcije za umnozZavanje
16S rRNK gena je data u tabeli 2.

Tabela 2. Shema PCR reakcije za umnoZavanje
16S rRNK gena

Temperatura [°C] Vreme Broj ciklusa

95 3 min 1

95 40 s

60 1 min } 30
72 2 min

72 10 min 1

RFLP analiza. PCR produkti su podvrgnuti di-
gestiji restrikcionim enzimom Hhal (Amersham
BioLabs). U smeSu posle PCR reakcije dodato je 3
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ML 1X Tango pufera M, kao i 1 pL Rsal enzima
(stok 10 U/uL). Smesa je inkubirana 2 h na 37°C.

Proizvodi digestije su analizirani na 1.5% agaro-
znom gelu. Elektroforeza je vrSena u IXTAE puferu
(40 mM Tris, 20 mM Na-acetat, 1 mM NapEDTA).
Vizuelizacija DNK omogucena je dodavanjem etidi-
jum-bromida u gel i osvetljavanjem gela UV svetlo-
$¢u talasne duZine 266 nm.

Sekvenciranje 16S rRNK gena. Od ukupno 18
uzoraka populacija, izdvojene su Cetiri populacije za
dalji rad, od kojih je svaka pokazivala drugaciji res-
trikcioni profil (profili nazvani D, K, P, R).

PCR produkti umnoZenog gena su preciséeni pre
sekvenciranja kitom za preciSéavanje PCR produkata
QIAquick PCR purification kit (QIAgeu), prema sta-
ndardnom protokolu proizvodaca (QIAquick PCR
purification microcentrifuge and Vacuum Protocol ).

Sekvenciranje DNK se vrSilo komercijalnim Big-
Dye Terminator v3.1 Cycle sequencing.

Reakcija sekvenciranja je vrSena u zapremini od
8 uL, koja je sadrzala 2/uL Ready Reaction Mix,
1/uL 20F-forward oligonukleotida, 1/uL 1492R-re-
verse oligonukleotida, 2/uL. PCR produkta, 3/uL
DH>O

Tabela 3. Program na kojem je vrSeno
umnoZavanje DNK

Temperatura (°C) Trajanje Broj ciklusa

96 1 min 1

96 10 s

50 5s } 25
60 4 min

Posle reakcije sekvenciranja, preciséeni su pro-
dukti reakcije. Napravljen je rastvor 1.2 mL 3 M Na-
-acetata, 25 mL etanola i 5.8 mL H2O, a zatim je u 8
UL reakcione smeSe dodato 40 UL tog rastvora. Sme-
Sa je centrifugirana 10 minuta na 13000 rpm, super-
natant je odliven, a talog ispran sa 200 uL 70%
etanola, a zatim je ovaj korak ponovljen jos§ jednom.
Smesa je ponovo centrifugirana 10 minuta na 13000
RPM, odliven je supernatant i osuSen je talog. Do-
dato je jo§ 20-25 pL HiDi Formamide i sadrZaj je
vorteksovan.

Bioinformaticka analiza dobijenih sekvenci.
Identifikacija sojeva sekvenciranih bakterija, izvrSena
je poredenjem njihovih 16S rRNK gena sa bazom po-
dataka poznatih 16S rRNK sekvenci, koriS¢enjem
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servisa NCBI-BLASTN (link u prilogu 1). Provera
dobijenih rezultata je izvrSena koriS¢enjem online
servisa Ribosomal database project (web 1).

Dobijene sekvence su poravnate kori§¢enjem
ClustalW servera (web 2), a zatim je dobijeno pora-
vnanje konvertovano u PHYLIP format. Na osnovu
dobijenog poravnanja sekvenci Cetiri ispitivane bakte-
rijske kulture, kreirana su tri ukorenjena filogenetska
stabla, koriS¢enjem metoda Neighbor-joining, Maxi-
mum parsimony i Quartet puzzling. Dobijene 4 sek-
vence su zatim poravnate kori§¢enjem ClustalW
servera i sa poznatim sekvencama gena za 16S rRNK,
5 razli¢itih gram negativnih bakterija. Bakterije su
odabrane tako da budu dovoljno srodne, da bi bilo
mogude izvrSiti kvalitetno poravnanje, a sa druge
strane, dovoljno filogenetski odvojene, da bi mogle
posluziti kao referenti za odredivanje medusobne sro-
dnosti sekvenciranih sojeva. Sekvence bakterija Ed-
wardsiella tarda, Escherichia coli, Neisseria sicca,
Pseudomonas fluorescens 1 Vibrio cholerae, preuzete
su iz online baze podataka ,,NCBI Gene-Bank data-
base” (link u prilogu 1). Poravnanje je konvertovano
u PHYLIP format i na osnovu dobijenog poravnanja
odabranih 9 sekvenci, kreirana su jo§ tri ukorenjena
filogenetska stabla, kori§¢enjem metoda Neigh-
bor-joining, Maximum parsimony i Quartet puzzling.

Neighbor-joining filogenetsko stablo je kreirano
koris¢enjem Neighbor-joining metoda programa
Neighbor iz phylip 3.67 paketa, a na osnovu distance
matrice kreirane kori$¢enjem dnadist programa iz
paketa phylip 3.67. Maximum parsimony filoge-
netsko stablo je kreirano koriS¢enjem Maximum par-
simony metoda iz programa dnapars iz phylip 3.67
paketa. Quartet puzzling filogenetsko stablo je kre-
irano koriS§éenjem Quartet puzzling metoda programa
puzzle iz Tree-Puzzle 5.2 paketa sa ugradenim boot-
strapom. Bootstrap analiza za Neighbor-joining i
Maximum parsimony stabla je uradena programom
BioEdit.

Rezultati

Od 29 te¢nih preciScéenih kultura bakterija, izdvo-
jeno je 7 kultura, Ciji su reprezenti na ¢vrstim nese-
lektivnim MT podlogama bile kolonije koje su se
morfoloski razlikovale, pod oznakama D, K, O, P, Q,
R, V. Tih sedam te¢nih kultura su izdvojene za dalju
analizu i zasejavanje na selektivnom medijumu.

Nakon 20 h od zasejavanja na selektivne medi-
jume, uoceno je sledece (tabela 4):
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Tabela 4. Pregled razvitka bakterijskih kolonija na ¢vrstim selektivnim podlogama

Metal Koncentracija
blaga (konc. 1) srednja (konc. 2) letalna (konc. 3)

Cu razvijene kolonije D, K, O, razvijena kolonija D, nema razvijenih bakterijskih
P,Q, R,V pristuna kolonija K kolonija

7n razvijene kolonije D, K, O, razvijene kolonije D, K, O, razvijena kolonija D, slabo
P,Q,R,V P, R, prisutna kolonija Q, prisutne kolonije K, O, P, Q

slabo prisutna kolonija V
Pb razvijena kolonija Q, razvijena kolonija Q, slabo  prisutna kolonija Q, slabo

Pristuna kolonije D, K

prisutne kolonije D, K

prisutne kolonije D, K

Od analiziranih sedam predstavnika bakterijskih
kultura (D, K, O, P, Q, R, V), njih Cetiri je pokazalo
razlicite restrikcione profile gena za 16S rRNK (D,
K., P, R). Da se radi o razli¢itim bakterijskim popula-
cijama, potvrdu je dalo sekvenciranje gena za 16S
rRNK ovih populacija. Dobijeni rezultati sekvenci-
ranja gena, bile su sekvence od 827 nukleotida, 867
nukleotida, 820 nukleotida, 835 nukleotida, za ba-
kterije profila secenja D, K, P, R, respektivno (sek-
vence su date u prilogu).

Nakon NCBI-BLASTN 2.2.25+ pretraZivanja ba-
ze bakterijskih gena za 16s rRNK dobijeni su sledeci
rezultati:

— sekvenca gena bakterijskih populacija sa pro-
filima secenja D i K se poklapa 99% sa ro-
dom Aeromonas

— sekvenca gena bakterijskih populacija sa pro-
filima seCenja P i R se poklapa 99% sa ro-
dom Lysinibacillus

Takode, NCBI-BLASTN pretragom je utvrdeno,
iako sa manjom sigurno$¢u (bududi da je ocekivana
duZina PCR produkata 1367 bp, a duZina ¢itljivog de-
la sekvenci izmedu 820 bp i 867bp), da:

— sekvenca gena bakterijske populacije sa pro-
filom secenja D se poklapa 97% sa Aeromo-
nas caviae

— sekvenca gena bakterijske populacije sa pro-
filom secenja K se poklapa 94% sa Aeromo-
nas veronii

— sekvenca gena bakterijske populacije sa profi-
lom secenja P se poklapa 98% sa Lysiniba-
cillus sphaericus

— sekvenca gena bakterijske populacije sa pro-
filom secenja R se poklapa 93% sa Lysiniba-
cillus boronitolerans
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Nakon uspeSnog poravnanja dobijene Cetiri sek-
vence koriséenjem ClustalW servera, dobijena su tri
filogenetska stabla prikazana na slikama 2, 3 i 4.

Dobijene sekvence su zatim poravnate sa jo§ pet
poznatih sekvenci ClustalW servera, a zatim kons-
truisana 3 filogenetska stabla prikazana na slikama 5,
617.

0.02
0.018 —
— D - Aeromonas
0.164
[0.048 K - Aeromonas
0.012
—. P - Lysinibacillus
0.163

&R - Lysinibacillus

Slika 2. Neighbor joining filogenetsko stablo koje
prikazuje stepen srodnosti izmedu 4 sekvencirana soja
bakterijskih kultura

Figure 2. Neighbor joining phylogenetic tree that shows
the degree of similarity between the four sequenced
strains of bacterial cultures
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Slika 3. Maximum parsimony filogenetsko stablo koje prikazuje stepen srodnosti izmedu Cetiri sekvencirana
prikazuje stepen srodnosti izmedu 4 sekvencirana soja soja bakterijskih kultura

bakterijskih kultura

Figure 3. Maximum parsimony phylogenetic tree that
shows the degree of similarity between the four
sequenced trains of bacterial cultures
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Figure 4. Quartet puzzling phylogenetic tree that shows
the degree of similarity between the four sequenced
strains of bacterial cultures

Slika 5. Neighbor joining
filogenetsko stablo koje prikazuje
stepen srodnosti izmedu 9 sojeva
bakterijskih kultura

Figure 5.

Neighbor joining phylogenetic
tree that shows degree of
relatedness between 9 strains of
bacterial cultures

BIOMEDICINA - 293



}—0.05— Slika 6. Maximum parsimony

filogenetsko stablo koje prikazuje
0.040 L .
——— P - Lysinibacillus stepen srodnosti izmedu stepen
0.184 srodnosti izmedu 9 sojeva
bakterijskih kultura
0.073 R - Lysinibacillus
0.035 .
Figure 6.
0.049 i i i
D - Aeromonas Maximum parsimony phylogenetic
0.061 tree that shows degree of relatedness
between 9 strains of bacterial
0.067
L——— K - Aeromonas cultures
0.034 Vibrio cholerae
0.025 0.028
- Edwardsiella tarda
0.027
0.126 Escherichia coli
0.016
0.060
Pseudomonas fluorescens
0.032 | 0.114
Neisseria sicca
Slika 7. Quartet puzzling
filogenetsko stablo koje prikazuje
stepen srodnosti izmedu 9 sojeva
0.02 co .
0.0113 — bakterijskih kultura
— P - Lysinibacillus
0.156 ]
Figure 7.
0.076 . .
R - Lysinibacillus Quartet puzzling phylogenetic tree
that shows degree of relatedness
0.025 between 9 strains of bacterial
——— D - Aeromonas cultures
0.074
0.053
K - Aeromonas
0.041
0039 Vibrio cholerae
ol 0.033
0.050 0.010 —— Edwardsiella tarda
- 0.032
L— Escherichia coli
0.018
0.044
0.067
Pseudomonas fluorescens
0.110 . S
Neisseria sicca

294 « PETNICKE SVESKE 69 DEO I



Diskusija

U poslednje vreme, sve je viSe zagadivaca Zivo-
tne sredine, te je stoga razvijen znatan broj fizickih i
hemijskih metoda za njihovo uklanjanje (tabela 5).
Postoje tri osnovna nacina na koji su bakterije spo-
sobne da preciste vode zasiCene metalnim jonima:

— Biosorpcijom jona metala u biomasi mrtvih
bakterijskih celija, inaCe sposobnih za deobu
u surovom okruZenju (adsorpcijom na celij-
skom omotacu, vezivanjem jona za proteinska
mesta, mikrotaloZenjem soli metala unutar
mrtve celije).

— Bioakumuluacijom jona metala, gradenjem
organskih kompleksa potrebnih za funkcioni-
sanje bakterija, sintezu njihovih organo-
metalnih zaStitnih omotaca ili taloZenjem
nerastvornih soli metala unutar Zive celije.

— Pasivizacijom jona metala, gradenjem njiho-
vih taloZnih soli u reakciji sa proizvodima
metabolizma Zivih bakterijskih celija (Zoubo-
ulis 2002).

Vecina poznatih nebioloskih metoda za remedi-
jaciju ili dovodi do nastanka toksi¢nih intermedijera
ili je njihova primena neefikasna i skupa (slika 4),
dok bioremedijacija kao prirodan metod za ukla-
njanje zagadivaca predstavlja ekonomican, efikasan i
ekoloski prihvatljiv pristup. Stoga se sve viSe pos-
veduje paznja automatizaciji i optimizaciji metoda za
izolaciju autohtonih bakterija, ve¢ priviknutih na us-
love sredine koje bi mogle biti upotrebljavane u
nekom od metoda bioremedijacije (Drino 2010).

Vrsta Aeromonas caviae je jedan od standardnih
stanovnika stajacih voda, kod koje je ve¢ ispitivana

primena u remedijaciji vode zasi¢ene Cr(VI) jonima,
putem adsorpcije jona u biomasi bakterija ovog tipa.
Bakterije ove vrste su pokazale mogucénost razmno-
Zavanja u vodi obogaéenoj hromom, dok je prime-
¢eno da mrtve bakterijske celije adsorbuju deo jona
hroma iz vode, pasivizujuci ih (Maria et al. 2004).

Vrsta Aeromonas veronii je kao i ostale bakterije
njenog roda endosimbiont mnogih vodenih vrsta.
(Joerg et al. 1999). Kao i Aeromonas caviae,
Aeromonas veronii ima sposobnost preZivljavanja u
okruZenju nepogodnom za Zivot veéine bakterija. U
ovom radu je pokazano da Aeromonas veronii pre-
Zivljava i ima sposobnost deobe u okruZenju zasice-
nom teSkim metalima. Mehanizam preZivljavanja
Aeromonas veronii jo§ nije poznat. Kako je pokazano
da su Aeromonas veronii 1 Aeromonas caviae u blis-
kim filogenetskim odnosima, moZe se pretpostaviti
da bi Aeromonas veronii mogao koristiti isti meha-
nizam kao A. caviae.

Vrsta Lysinibacillus boronitolerans kod koje je veé
ispitana sposobnost da raste u sredinama zasi¢enim
borom, ima izuzetno otporne spore, ¢ije se primene
jo$ mogu ispitivati u bioremedijaciji voda zagadenih
Sirokim spektrom zagadivaca (Iftikhar ez al. 2007).

Za vrstu Lysinibacillus sphaericus nije pronadeno
da pokazuje sposobnost remedijacije voda zasi¢enih
jonima teSkih metala. Medutim, kako je za Lysiniba-
cillus boronitolerans ispitivana sposobnost reme-
dijacije i preZivljavanja u zagadenim sredinama,
moguce je pretpostaviti da sposobnost remedijacije
ima i Lysinibacillus sphaericus, a na osnovu poka-
zane filogenetske srodnosti i pokazane sposobnosti
prezivljavanja obe vrste bakterija u sredinama zasi-
¢enim cinkom.

Tabela 5. Prednosti i mane konvencionalnih metoda za prec¢i§cavanje voda zasicenih teSkim metalima

metoda mane

prednosti

hemijsko taloZenje

teSko odvajanje taloga, talog moze

jednostavna i relativno jeftina

biti takode toksi¢an, nije narocito

efikasna
elektrohemijski tretman

primenljiv za visoke koncentracije

izdvojeni metal se reciklira

metala, osetljiva metoda, ne moze se
koristiti u prirodnim sistemima

reverzna osmoza

Je skupa

jonoizmenjivaci osetljiva na prisustvo Cestica, suvise
je skupa

adsorpcija nema efekta na sve metale

primenjuje se visok pritisak, suviSe

veoma Cista teCna faza, metal se
moze reciklirati

veoma efektivna, uz moguéu
reciklazu metala

koriste se konvencionalna sredstva
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Zakljucak

U ovom radu su izolovane populacije bakterija
koje su sposobne da preZive u sredini sa koncentra-
cijom jona bakra, cinka i olova, toksi¢nom za vecinu
mikroorganizama. Kombinacijom PCR i RFLP meto-
de zaklju€eno je da su izolovane Cetiri razlicite popu-
lacije bakterija, obelezene kao D, K, P, R.

Sekvenciranjem gena za 16S rRNK ovih popula-
cija, otkriveno je da, od sekvenciranih sojeva, D-soj
pripada vrsti Aeromonas caviae, K-soj vrsti Aeromo-
nas veronii, P-soj vrsti Lysinibacillus sphaericus i
R-soj vrsti Lysinibacillus boronitolerans. Na osnovu
ve¢ radenih ispitivanja na Aeromonas caviae i bak-
terijama roda Lysinibacillus u njihovoj primeni u
bioremedijaciji, kao i pokazane sposobnosti prezivlja-
vanja ovih bakterija u sredini zasienoj teSkim meta-
lima, moZe se pretpostaviti da bi dalja istraZivanja
osobina ovih sojeva mogla imati znacaj za ostvari-
vanje njihove primene u remedijaciji voda kontami-
niranih teSkim metalima.

U buducnosti bi se mogla posvetiti paznja ispiti-
vanju primene pripadnika roda Aeromonas u biosor-
pciji jona bakra, cinka i hroma iz vodenih okruZenja
zasi¢enih jonima ovih metala kao i ispitivanju prime-
ne roda Lysinibacillus u bioakumulaciji ili bio-
apsorpciji cinka, iz vodenih sredina zasi¢enih ovim
metalom i utvrdivanje tatnih mehanizama remedija-
cije koje bi ove bakterije bile sposobne da izvrse.

Takode, s obzirom na pokazanu filogenetsku sro-
dnost Lysinibacillus boronitolerans i Lysinibacillus
sphaericus, kao 1 na srodnost Aeromonas veronii i
Aeromonas caviae, u buducnosti bi se mogao istrazi-
vati bioremedijacioni potencijal drugih bakterija pri-
padnika rodova Aeromonas i Lysinibacillus, a na
osnovu mehanizama koji bi bili pronadeni kod ba-
kterija pripadnika vrsta ispitivanih u ovom radu.

Zahvalnost. Veliku zahvalnost dugujem Ivi Pru-
ner, na svesrdnoj pomoci i savetima tokom pisanja
ovog rada, Aleksandri Nikoli¢ za pruZenu pomo¢ to-
kom sekvenciranja izolovanih bakterijskih populacija,
kao i Ivani Mori¢ na pruZenoj moguénosti da prisus-
tvujem njenim predavanjima iz bioinformatike name-
njenim studentima doktorskih studija biologije.
Takode, veoma sam zahvalan Institutu za moleku-
larnu genetiku i geneticko inZenjerstvo u Beogradu,
na pruzenoj prilici da iskoristim njegove resurse. Na
kraju, zahvaljujem se i Filipu Ilicu, na pruZenoj logi-
sti¢koj podrSci tokom prve faze pisanja ovog rada,
kao i pravovremenom obaveStavanju o rokovima za
predaju finalne verzije.
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BoZidar Radivojevi¢

Phylogenetic Characterization of Heavy
Metal Resistant Bacterial Populations
of Pocibrava Lake

The methods which exploit the capabilities of mi-
croorganisms to passivize toxic substances or to
derease their toxicity are named bioremediation. Bio-
remediation of heavy metal ions polluted water is
done by passivization of metal ions with bacterial
metabolites, by biosorption or bioaccumulation of
metal ions in bacterial biomass. In this research two
bacterial strains which have shown resistance to Zn**
and two more bacterial strains which have shown re-
sistance to Zn2*, Pb2* and Cu?* ions were successfu-
Ily isolated. By using the combination of PCR and
RFLP methods, it has been shown that isolated strains
belong to different species.

Sequencing of the parts of the genes for 16S
rRNK and bioinformatic analysis have shown that
isolated strains belong to species Aeromonas caviae,
Aeromonas veronii, Lysinibacillus sphaericus and
Lysinibacillus boronitolerans. Construction of phylo-
genetic trees, using Neighbor-joining, Maximum par-
simony and Quartet puzzling methods confirmed
already known data about similarity of examined
strains. Further research could include examination
of survival mechanisms of bacteria isolated in this re-
search in environments polluted with different types
of pollutants and also examination of usability of
these bacterial strains in bioremediation of water pol-
luted with copper zinc and lead. More attention
should be given to the exploration of bioremediation
potential of the other members of Aeromonas and
Lysinibacillus families, on the basis of proven phylo-
genetic similarity of bacteria isolated and examined
in this research.
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Prilozi

Sekvence dobijenih bakterijskih profila
D — Aeromonas caviae:

CTTGGGGAGGGCTACCATGCAGTCGAGCG
GCAGCGGGAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGG
CGAGCGGCGGAGGGGTGAGTAATGCCTGGG
AATTTGCCCAGTCGAGGGGGATAACTGCTGG
AAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACG
GGGGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGC
GATTGGATATCCCCAGGTGGGATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGAT
CCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAC
ACTGGAACTGACACACGGTCCACACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
GTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTT
TCAGCGAGGAGGAAAGGTCGGTAGCTAATAT
CTGCTGGCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAG
CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGA
TAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACC
TGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGA
GTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAAT
ACCGGTGGCGAACGCGGCCCCCTGGACAAAG
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGAGAG
CAAACAGATATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCCATAAACGATGTCTATTTGGGAGGCTGT
GTCCCTTGAGACGTGTCTTCCAGC

K — Aeromonas veronii:

AAACATTAGGTCTACCATGCAGTCGAGCG
GCGCGGGAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGC
GAGGGGGGAGAGGGAGAAATGCCTGGGGAT
CTGCCCAGTCGAGGGGGATAACTACTGGAAA
CGGTAGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGG
GAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGAT
TGGATGAACCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG
GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCA
GCGAGGAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAACTG
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CCAGCTGTGACGTTGCTCGCACAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
GCGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGTAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGCATAA
GTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGG
GCATTGCATTTGAATACTGTCCATCTAGAGTC
TTGTAGAGGGAGGGTAGAATTCCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCTTAGAGATCTGGATGTATAC
CGAGTGGCGACGGCGGGCCCCCTGTACCAAG
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGAGGGAG
GCAATCAGGTATTCAGATACCCTGCAGCTCC
ACGCCGTAGACGATGACGATTAGGAGGGCTG
TGTTCTTTGGAGACGTCGCCTCCCTGGAAGCT
TAACGGCGTTAAATTCATACCGGCCTTGCCG

P — Lysinibacillus sphaericus:

CGGTATACCGTTTATCCTGCAGTCGAGCG
GCAGAGGAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAG
CGGCGGAGGGAGAGGAACACGTGGGCAACC
TACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAAC
CGGGGCTAATACCGAATAATCTTTTGTCCCTC
ATGGGACAATACTGAAAGACGGTTTCGGCTG
TCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAA
CGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAA
CTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAG
TAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAA
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGT
TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC
AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCAA
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCTGGTC
TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCCTGGTAGTC
CACCGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGGTT
AGGGGGGTCTTCGGCC

R - Lysinibacillus boronitolerans:
TGACCGTGCTCTGATCATGCTCTCGGCGA

CTCAAGGAGCTTGCTGTTTTGACGTTAGGGG
GAGGAGAGAAGCCGTGGGCAACGTAAACGA
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TAGTTTGGGATAATGCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGA
AAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGCCGCTAT
AGGATGGGCCCGCGGCGCATTGGCTAGTTGG
TGAGGTAACGGTTCACCAAGGCGACGATGCG
TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGATACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGC
GAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG
TAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGC
TGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCGGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCACCCGTG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTG
CAGAAGAAGAAAGTGTAATTCCAAGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACC
AGCGGCTAAGGCGACTTTCTGTTCTGTAACTG
ACGCTGAGGCGCGAACAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATGTATATACCCCCGATAGTCCACGC
CGTAACACCATGAACTGCTTAAGAGTTAGGG
GGGTCTTCCGCCCCCTTAGTGCTGCCCCCTA

Sekvence preuzete iz GeneBank baze
podataka

Escherichia coli:

ACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCT
GGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTAC
TGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCG
CAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCT
TGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT
AGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGAC
GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTA
CTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAA
TACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTT
GTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTT
GAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
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ATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGC
CCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGT
TAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ATGCAACGCGAAG

Neisseria sicca:

GCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACATAT
CGGAACGTACCGAGCAGTGGGGGATAACTAA
TCGAAAGATTAGCTAATACCGCATATTTCTTG
AGGAAGAAAGCAGGGGACCATTTGGCCTTGC
GCTGTTTGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTG
GTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG
ATCAGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAA
TGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTCTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGGAC
TTTTGTCAGGGAAGAAAAAGATAGGGTTAAT
ACCCCTGTCTGATGACGGTACCTGAAGAATA
AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGGGCGCAGACGGTTA
CTTAAGCAGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCCGGGAACTGCGTTCTGAACTGGGTGACTA
GAGTGTGTCAGAGGGAGGTAGAATTCCACGT
GTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ATACCGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGGATA
GCACTGACGTTCATGCCCGAAAGCGTGGGTA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCCTAAACGATGTCGATTAGCTGTTGGGCA
GCTTGACTGCTTAGTAGCGAAGCTAACGCGT
GAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAA
GATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
GCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCG
ATGCAACGCGAAG

Pseudomonas fluorescens:

GAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAAGCCT
AGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTT
CGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCT
ACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTG
CGCTATCAGATGAGCCCAGGTCGGATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGAC
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GATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGT
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCA
CTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAA
TACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATA
AGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTT
GTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTA
GAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTA
ATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAG
CCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATT
AAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAG

Vibrio cholerae:

GCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
GGGAAATTGCCCGGTAGAGGGGGATAACCAT
TGGAAACGATGGCTAATACCGCATAACCTCG
CAAGAGCAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTG
CGCTACCGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGAC
GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTA
CTTTCAGTAGGGAGGAAGGTGGTTAAGTTAA
TACCTTAATCATTTGACGTTACCTACAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTT
GTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCTGGGCTCAA
CCTAGGAATCGCATTTGAAACTGACAAGCTA
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GAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGA
ATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAG
ATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGC
CCTAGAGTCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGT
TAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAA
GATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGNCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ANNCAACGCGAAG

Edwardsiella tarda:

ACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCT
GGGGATCTGCCTGATGGAGGGGGATAACTAC
TGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCG
CAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCA
TGCCATCAGATGAACCCAGATGGGATTAGCT
AGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGAC
GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTA
CTTTCAGTAGGGAGGAAGGTGTNCGTGTTAA
TAGCACGTACAATTGACGTTACCTACAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTT
TGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTTA
ACCTGGGAACTGCATCCAAGACTGGCAAGCT
AGAGTCTCGTAGAGGGAGGTAGAATTCCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGG
AATACCGGTGGCGAAGGCGGCCTCCTGGACG
AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTG
CCCTTGAGGCGTGGCTTCCGAAGCTAACGCG
TTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC

GATGCAACGCGAAG

DEO I



