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Rezime

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivano je uklanjanje fenola iz tecne hranljive podloge pomocu
soc¢ivice (Lemna minor L.) i bakterija njene rizosfere. Od ukupnog broja bakterijskih izolata rizosfere,
izolovano je 6 sojeva kao najbolji kandidati za uklanjanje fenola: Lelliottia sp. 11, Klebsiella oxytoca
14, Serratia marcescens 27, Hafnia alvei 37, H. paralvei 43, i S. nematodiphila 51. Socivice
inokulisane bilo kojim od ovih sojeva efikasnije u uklanjanju fenol od povrsinski sterilisanih so¢ivica
kao i od bilo kog od ovih sojeva u obliku slobodne suspenzije (bez soCivica). Soj H. paralvei 43, u
kombinaciji sa so¢ivicom, bio je najefikasniji u uklanjanju fenola. Ovaj bakterijski soj uti¢e i na
antioksidativni odgovor socivice §to se ogleda u pove¢anim enzimskim (GPX) i neenzimskim (ukupni
solubilni proteini biljnog tkiva, MDA i H>O;) parametrima oksidativnog stresa.Zimogramskom
detekcijom GPX utvrdeno je prisustvo pet razli¢itih izoformi u tkivu so€ivice gajenoj u prisustvu
fenola, dok su Cetiri izoforme detektovane kada su na korenu bile prisutne bakterije bez fenola
Fluorescentom mikroskopijom pokazano je da je K. oxytoca 14 endofit sa najizrazenijim efektom na
multiplikaciju socivica sa ili bez fenola. 1z hranljive podloge bez fenola u kojoj su gajene socivice i
K. oxytoca 14 izolovano je 6 fenolnih jedinjenja: luteolin 6,8-di-C-heksozid, p-hidroksibenzoeva
kiselina, kafeinska kiselina, apigenin 6-C-(2"-pentozil)heksozid i p-kumarinska kiselina. Rezultati
ove doktorske disertacije pokazuju da su odabrani bakterijski sojevi u kombinaciji sa biljkama
so¢ivice potencijalno resenje za bioremedijaciju vode zagadene fenolom.
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Abstract

In this dissertation, the possibility of phenol removal by the common duckweed (Lemna minor L.)
and by the bacteria of its rhizosphere, was investigated. Six bacterial strains, selected according to
their ability of growth on the minimal nutrient medium with phenol, high phenol-resistance,
sensitivity to typical antibiotics, biofilm formation, positive effect on the multiplication rates of the
plants and bacteria-plant interactions on the root surface were: Lelliottia sp. 11, Klebsiella oxytoca
14, Serratia marcescens 27, Hafnia alvei 37, H. paralvei 43, and S. nematodiphila 51. Duckweed
inoculated with any of the aforementioned strains were more efficient in phenol removal than the
surface-sterilized duckweed or the bacterial suspensions. The most efficient bacterial
strain/duckweed system is the one based on H. paralvei 43 and plants. This bacterial strain also
modulates the antioxidant response of the plant, indicated by the non-enzymatic (total AsA, soluble
proteins, MDA and H»>Oy) and the enzymatic parameters. The zymogram detection of GPX in the
plants showed 5 phenol-induced GPX isoforms, whereas the bacteria alone induced 4 different GPX
isoforms. Bacteria showed a tendency to lower the intensity of GPX expression in plants. K. oxytoca
14 is an endophyte which induced a rapid multiplication of the duckweed. Six phenolic compounds
were identified in the nutrient medium used to co-culture K. oxytoca 14 and the duckweed: lutheolin
6,8-di-C-hexoside, p-hidroxybenzoic acid, caffeic acid, apigenin 6-C-(2"-pentosyl) hexoside and p-
coumaric acid. The results of this dissertation show that the selected bacteria /duckweed systems
present an efficient solution for the bioremediation of the phenol-polluted wastewaters.
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1. Uvod

Zagadenje zZivotne sredine je gorué¢i problem modernog, globalizovanog sveta u XXI veku. VVodeni
ekosistemi su posebno osetljivi na zagadenje zbog specifi¢nosti tih stani$ta i njihove slozene
povezanosti. Kada zagadenje, bilo da je bioloskog ili hemijskog porekla dospe u vodeni ekosistem,
njegovi delovi se rasejavaju vodotokovima na velike daljine, a dekontaminacija zagadenog staniSta
postaje skupa, dugotrajna i sa neizvesnim krajnjim ishodom (Tilley i sar. 2014).

Zbog velikih, globalnih klimatskih promena koje ugrozavaju vodene ekosisteme i dostupnost vode
za ljudsku upotrebu, pristup pijacoj vodi je prepoznat kao ljudsko pravo izvedeno iz prava na
adekvatan zivotni standard tako da je Generalna skupstina Ujedinjenih Nacija usvojila istorijsku
rezoluciju o ,, pravu na bezbednu i cistu pija¢u vodu i sanitarne uslove kao ljudskom pravu koje je
neophodno za puno uzivanje svih ostalih ljudskih prava“ (Hall i sar. 2014).

Globalno, za ljudske aktivnosti upotrebe se ogromne zapremine vode. Tokom jedne godine, prema
izvestajima UN (,,The United Nations World Water Development Report 2017¢), utro$i se oko 4000
km?® vode, od ¢ega se samo manji deo, tj. oko 44% iskoristi kao pija¢a voda i za navodnjavanje
poljoprivrednog zemljista. Poseban problem za Zivotnu sredinu predstavlja ¢injenica da veéi deo
upotrebljene vode (oko 56% ili vise od 2000 km® godi$nje) zavrsava u otpadnim vodama poreklom
iz urbanih naselja, poljoprivrede i industrije (Slika 1).

Slika 1. Industrijske otpadne vode (efluenti) u akumulaciji nastaloj eksploatacijom ruda. U toku je nebioloski tretman
otpadne vode adsorpcijom na aktivnom uglju (Preuzeto sa: www.csiro.au)

Otpadna voda ili efluenti su, u najsirem smislu, definisani kao bilo koja voda na koje uticaj ima
ljudska aktivnost (Tilley i sar. 2014). Po svom sastavu, otpadna voda je slozeni vodeni rastvor sa
razli¢itim udelom materija bioloskog i hemijskog porekla, kao i ¢vrstog otpada koji potice iz urbanih
sredina, industrije, poljoprivrede, ali i plavnih voda koje su se izlile iz reka, jezera, mora ili okeana i
u kojima se nalazi razliciti otpad iz prirode i iz ljudskih naselja (Rashid-Sally i Jayakody, 2008).


http://www.csiro.au/

Na svetskom niovu, najveéi potrosa¢ vode i izvor otpadne vode je poljoprivreda (70%), dok je na
drugom mestu industrija (ukupno 19%, Slika 2). U industriji se koristi mali procenat ukupne vode u
toku same proizvodnje (3%), ali se otpusta nesrazmerno visok procenat otpadne vode (16%) koja po
pravilu sadrzi visoke koncentracije toksi¢nih supstanci. Samim tim je industrijsku otpadnu vodu teze
tretirati i detoksifikovati u odnosu na druge tipove otpadne vode (Mateo-Sagasta i sar. 2015).

16% 38%
S

- Potrosnja vode u poljoprivredi
- Poljoprivredne otpadne vode
Komunalna potros$nja vode

- Komunalne otpadne vode

. Industrijska potro3nja vode

Industrijske otpadne vode

Slika 2. Raspodela utrosenih i otpadne vode u razli¢itim oblastima (Preuzeto i modifikovano iz Mateo-Sagasta i sar.
2015)

Tretiranje otpadne vode drasti¢no zavisi od ekonomskog statusa zemlje. Razvijene zemlje tretiraju
oko 80% otpadne vode. Zemlje sa vi§im srednjim prihodom po glavi stanovnika, kojima pripada i
Srbija, tretiraju u proseku 38% otpadne vode, dok zemlje sa nizim srednjim prihodima i siromasne
zemlje tretiraju 28 odnosno 8% otpadne vode (Sato i sar. 2013).

Ovi podaci dovode do alarmantnog zakljucka da se i dalje oko 80% ukupne otpadne vode Sirom sveta
ispusta u vodotokove bez ikakvog prethodnog tretmana, izazivajué¢i nesagledive posledice po
ekosistem i zdravlje ljudi. Po poslednjim procenama, godi$nje Sirom sveta umire oko 1.8 miliona
dece zbog neadekvatnog tretmana i odlaganja otpadne vode (Corcoran i sar. 2010). Mnogi vodeni
ekosistemi nepovratno su izmenjeni ili uniSteni antropogenim faktorima, a pogotovo ispustanjem
netretirane otpadne vode u reke (Malmquist i Rundle, 2002). Negativan efekat otpadne vode je jedan
od najvaznijih problema u svetskoj javnosti, tako da je mnogo paznje usmereno ka donoSenju
efikasnih zakona za kontrolu kvaliteta voda, usavrSavanje postojecih tehnologija i pronalaZenje novih,
alternativnih pristupa za tretman otpadne vode (Gu i sar. 2017).

wew 7

1.1 Konvencionalni tretmani otpadne vode u postrojenjima za preciséavanje

Tretman otpadne vode se definiSe kao skup svih metoda za fazno pre¢is¢avanje otpadne vode i
smanjenje koncentracije polutanata na dozvoljene nivoe za date supstance. Optimalno, odvija se u
postrojenjima za preciS¢avanje vode 1 ukljuCuje pet faza (Tilley i1 sar. 2014). Minimalna obrada
otpadne vode neophodna pred otpustanje u otvorene vodene povrSine ukljuuje primarnu i
sekundarnu obradu vode (Slika 3).



Preliminarna obrada vode Primarna faza Sckundarna faza Odlaganje i reciklaza

O0000@ 1w

Otpadna voda Odvajanje krupnog i ¢ Ydvajanje Primarna Bazeni za Sckundarna Oslobadanje
Cvrstog otpada sitnog évrstog sedimentacija aeraciju sedimentaciia tretirane vode u
1 > . By °
otpada (ulja, masti) . okean

Kontrola Cvrsti bioloski Digestori Tercijarni i kvartenerni
mirisa otpad tretman otpadne vode
Slika 3. Pojednostavljeni shematski prikaz tretmana otpadne vode (preuzeto i modifikovano prema

WWW.watercorporation.com.au/)

Sekundarna faza je centralni deo tretmana otpadne vode koji se najve¢im delom zasniva na aerobnoj
biodegradaciji, odnosno na kori§¢enju meSovitih bakterijskih populacija poreklom iz otpadne vode.
Ove bakterije, koje nastanjuju sekundarne bazene u obliku bakterijske suspenzije, predstavljaju tzv.
aktivirani talog (activated sludge) (Carducci i Verani, 2013). Mnoga nauc¢na istrazivanja koja se bave
bioremedijacijom koriste upravo aktivirani talog kao izvor bakterijskih sojeva za biodegradaciju
(Cydzik-Kwiatkowska i Zielinska, 2016).

U tercijarnoj fazi, procesi iz sekundarne faze se usloznjavaju i rafiniraju (Slika 4, dole). Ovo je
ekonomski najskuplja faza tretmana otpadne vode, jer zahteva skupu infrastrukturu i specificne
uslove u bioreaktorima (Naughton i Rousselot, 2017). Ovo je takode faza u kojoj se uvodi
dezinfekcija (hlorinacijom), i faza u kojoj se bioloskim procesima izdvaja najveéi procenat fosfata i
nitrata iz otpadne vode, koji kasnije mogu biti iskoris¢eni za sintezu mineralnih dubriva (Ward, 2013).


http://www.watercorporation.com.au/
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Slika 4. Shematski prikaz konvencionalnog sistema zasnovanog na aktiviranom talogu (gore levo) sa primerom ovog
sistema u dva postrojenja za pre¢is¢avanje vode u Francuskoj; bazen sa aktiviranim talogom (gore desno) i tercijarna faza
sa anoksi¢no/oksi¢nim sistemom bioreaktora (A20) (desno dole). Shematski prikaz A20 sistema: dole levo (preuzeto i
modifikovano iz Naughton i Rousselot, 2017)

Dok postoji trend povecanja preciS¢avanja otpadne vode u jugoistocnoj Evropi od 2005. godine, u
Srbiji je procenat pokrivenosti pogonima za prec¢i$¢avanje otpadne vode i dalje vrlo nizak i iznosi oko
10%, kao i 2005. godine. Tada je Srbija imala 37 pogona za pre¢i$¢avanje komunalne otpadne vode
i 130 pogona za preiS¢avanje industrijske otpadne vode (Veljkovi¢ i sar. 2018). U Srbiji se
primenjuje primarna i sekundarna obrada vode — tercijarno pre¢is¢avanje postoji jedino u Subotici.
Direktive Evropske Unije (EU) za Srbiju, definisane Poglavljem 27, predvidaju 359 komunalnih
postrojenja za precis¢avanje vode u Srbiji, tj. da svako naseljeno mesto sa vise od 2000 stanovnika
ima sopstveno postrojenje za adekvatan tretman otpadne vode (Todi¢, 2015; Veljkovié i sar. 2018).

Prema izvestaju nadleznog Ministarstva iz 2001. godine (,,Vodoprivredna osnova Republike Srbije*),
u centralnoj Srbiji se dnevno oslobodi ¢ak 1 630 000 m? industrijske otpadne vode. Najveée
opterecenje poticalo je od prehrambene industrije i na drugom mestu, od hemijske industrije.

Dakle, vodotokovi u Srbiji su pod velikim uticajem otpadne vode, kako komunalnog, tako i
industrijskog porekla, od kojih skoro 90% nije tretirano pre otpustanja u vodotokove. Po svom odnosu
prema problemu otpadne vode, Srbija se priblizava rangu najsiromasnijih zemalja sveta koje tretiraju
manje od 10% svojih otpadnih voda iako je formalno zemlja sa viSim srednjim prihodima po
podacima Svetske Banke (Sato i sar. 2013). Ovakva situacija predstavlja ogroman socioekonomski i
ekoloski problem Srbije i celog Balkana.

1.2 Fenol i zagadenje vode

Fenol je jedan od glavnih zagadivaca vodenih ekosistema u celom svetu, a pogotovo u zemljama u
razvoju (Santana i sar. 2009). Zagadenje voda fenolom je, prvenstveno, posledica masovne upotrebe
fenola, njegove toksi¢nosti, korozivnosti, rastvorljivosti i relativne stabilnosti (Crawford i sar. 2008).
Ogromne koli¢ine fenola — oko 11 miliona tona godi$nje — sintetiSu se kao prekursor za dalju upotrebu
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u industriji i privredi (tekstilnoj, hemijskoj, petrohemijskoj, metalurskoj, Stamparskoj,
drvnopreradivackoj, kozmeti¢koj, farmaceutskoj i medicinskoj), a fenol se koristi i u domacinstvima.
Kao nusproizvod fenol nastaje u proizvodnji plastike (fenol-formaldehidne smole), lekova,
eksploziva, pesticida i deterdZzenata (Lurascu i sar. 2009). Kao prekursor, fenol ima ogromnu
komercijalnu primenu u sintezi epoksidnih smola, adheziva, boja, farbi i pesticida, kao i u izradi
plastike, guma, kao i u obradi drveta (Pilato i sar. 2010).

Kao sporedni, ali nezanemarljivi, izvori fenola su i procesi sagorevanja (sagorevanje fosilnih goriva,
Sumski pozari, spaljivanje ¢vrstog otpada, termicka obrada hrane u mesnoj industriji i domacinstvima,
sagorevanje cigareta), kao i metaboli¢ka aktivnost nekih Zivih organizama (Mihalowicz i Duda,
2007).

Zbog svoje toksi¢nosti i masovne proizvodnje i upotrebe, sve zemlje sveta imaju stroge zakone koji
reguli$u upotrebu i transport fenola. U EU, fenol se tretira kao opasan otpad (Alders, 1991). Evropska
direktiva 2455/2001/EC odreduje maksimum ukupne koncentracije fenola od 0.5 pg L™ u pijacoj vodi
i ne vise od 0.1 ug L pojedinih fenolnih derivata (Fontaine i Neyts-Uyttebroeck, 2001).

Americ¢ka agencija za zastitu zivotne sredine (Environmental Protection Agency of USA, EPA)
klasifikuje fenol, zajedno sa mnogim njegovim derivatima, kao jedan od 129 prioritetnih polutanata
(Santana i sar. 2009). Prema preporukama iste agencije (EPA), dozvoljena koncentracija fenola za
slatkovodne ekosisteme ne sme prelaziti 600 pg L2, dok je maksimalna dozvoljena koncentracija
fenola u pija¢oj vodi 1 pg L (Babich i Davies, 1981).

Dozvoljene gornje granice fenola u vodi za pi¢e u velikoj veéini zemalja nisu vise od 1 - 2 pg L
zbog rizika da nedetektovane koli¢ine fenola, koje ulaze sa otpadnim vodama u postrojenja za
preciS¢avanje, budu podvrgnute hlorinaciji, u kojoj nastaju karcinogeni hlorofenoli (Paisio i sar.
2016). U Srbiji se koncentracija fenola iznad 1 pg L™ u vodi za pi¢e smatra visokom (Marinovié i
sar. 2016). Uprkos strogoj kontroli kvaliteta vode, kontaminacija pijac¢ih voda hlorofenolima, koji su
nastali slu¢ajnom hlorinacijom fenola, se javlja i dalje, ¢ak i u zemljama tzv. prvog sveta (Barry i sar.
2007).

lako su regulative koje se ti¢u rukovanja, transporta i koris¢enja fenola rigorozne u EU, i dalje se
periodi¢no prijavljuju veca izlivanja fenola, uglavnom pri transportu u severnoevropskim lukama i u
vezi sa petrohemijskom industrijom (Haakkinen i Posti, 2014).

Najpoznatiji slucaj izlivanja fenola zabeleZen je u Juznoj Koreji 1991. godine kada je, zbog pucanja
cevi u hemijskoj fabrici, preko 30 tona ¢istog fenola iscurelo u obliznju reku Nakdong, §to je izazvalo
ogromno zagadenje Zivotne sredine i na desetine hiljade sluc¢ajeva akutnog trovanja fenolom (Kim i
sar. 1994). Drugi slucaj dogodio se u Vijetnamu, 2016. godine, kada je izlivanje nepoznate koli¢ine
fenola, gvozde-hidroksida 1 cijanida iz fabrika za proizvodnju plastike i obradu gvozda izazvalo
masovni pomor ribe i vodenih beski¢menjaka, medu kojima i mnogih zaSti¢enih vrsta (Nguyen,
2016). Nekoliko meseci posle izlivanja, preko 10% uzoraka mekusaca i zglavkara iz dubokog mora
bilo je i dalje kontaminirano fenolom (Hoang i sar. 2018).

Uz navedena akcidentna izlivanja, ogromnu opasnost po Zivotnu sredinu, a posebno po vodene
ekosisteme, predstavlja konstantno, nepropisno dreniranje kanalizacije i industrijskih otpadne vode.
Smatra se da industrijska otpadna voda sadrzi fenol u veoma visokoj koncentraciji od 50 do 600 mg
L (Paisio i sar. 2009). Kada se sumiraju podaci na svetskom nivou, dolazi se do zabrinjavajuce
procene da se oko tri miliona tona fenola godi$nje ispusti kroz industrijsku otpadnu vodu u otvorene
vode (Paisio i sar. 2016). Oksidacija fenola u vodi je usko povezana sa velikom potro$njom
rastvorenog kiseonika $to je jos jedan indirektan, negativan uticaj koji zagadenje fenolom ima na Zivi
svet (Davidenko i sar. 2004).

U Srbiji, prema podacima Agencije za zaStitu zivotne sredine Republike Srbije (SEPA), kao
najugrozeniji vodotokovi 1 izvori pijace vode kad je re¢ o zagadenju fenolom su sledeci: Ibar (zbog
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rada TE ,,0bili¢* 1 naglog rasta drvno-preradivacke i tekstilne industrija u novopazarskom okrugu),
Drina (usled aktivnosti drvnopreradivacke industrije na obe obale reke), povrsinske vode u okolini
Bora (usled visedecenijske eksploatacije u Rudarsko-topioni¢arskom kompleksu ,,Bor, Slika 5),
Dunav i Tamis$ u okolini Panceva (zbog rada Naftne Industrije Srbije, NIS) (Veljkovi¢, 2018).

/

Slika 5. Otpadna voda rudnika pored flotacijske deponije u rudarsko-topioni¢arskom basenu ,,Bor* (preuzeto sa:
WWW.EeC0-vest.com)

1.3 Fenol: hemijska svojstva i bioloski efekti

Fenol (hidroksibenzen, karbolna kiselina) je aromati¢no jedinjenje, molekulske formule CsHsOH. To

je kristalno, higroskopno jedinjenje bez boje u ¢istom stanju. Moze biti bledoroze boje usled prisustva
primesa (Slika 6).

Prag mirisa u vazduhu je 0,04 ppm i, ako je rastvoren u vodi, u opsegu izmedu 1 ppm i 7,9 ppm.
Relativno visok prag mirisa fenola u vodi predstavlja bezbedonosni problem, jer ovaj visok prag znaci

da fenol moze pro¢i nedetektovano u toku tretmana otpadne vode ili posle direktnog izlivanja u
vodeni ekosistem (Amoore i Hautala, 1983).

Slika 6. Kristali ¢istog (>99.5%) fenola


http://www.eco-vest.com/

Fenol ima slabo kiselu reakciju (pKa = 10) i delimi¢no disosuje u rezonantno stabilisani, reaktivni
benzoksi-anjon (Slika 7). Tacka topljenja fenola je 43°C. Ima karakteristi¢ni neprijatni miris koji se
Cesto opisuje kao antisepticki miris. Relativno je lako rastvorljiv u vodi i velikoj vecéini organskih
rastvaraa kao Sto su aromati¢ni ugljovodonici, alkoholi, ketoni, etri, kiseline i halogenovani
ugljovodonici (Haynes, 2016).
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Slika 7. Reakcija disocijacije fenola na fenolatni anjon koji prelazi u rezonantno stabilisani benzoksi-anjon (preuzeto sa:
www.chem.libretexts.org/)

Fenol je prvi put, pod arhai¢nim nazivom ,,karbolna kiselina®, izolovan 1834. godine iz katrana, za
potrebe industrije. Od 1843, pocinje da se koristi i danasnji naziv - fenol, izveden iz reci ,,phéne* koja
se odnosi na aromati¢ni prsten (Schorlemmer, 1884).

Od sredine 19. veka, osim u industriji, fenol je koris¢en i kao prvo snazno baktericidno sredstvo i
smatra se da je znacajno doprineo suzbijanju vecine zaraznih bolesti (Worboys, 2013). Njegova
upotreba kao dezinficijensa nastavila se do sedamdesetih godina 20. veka, tako da su i domacinstva,
do skoro u istoriji, bila ogroman izvor zagadenja fenolom. lako je postepeno zamenjivan bezbednijim
sredstvima, fenol se jo$ uvek koristi za sterilizaciju instrumenata u nekim sredstvima za ispiranje grla
(kao Sto je ,Lysterine), oralnim lozengama, dermatologiji (za hemijsku ablaciju nekih koznih
promena) ili kao lokalni anestetik (Crawford i sar. 2008).

U prirodi, fenol relativno brzo podleze biodegradaciji i nema visok potencijal bioakumulacije u zivim
sistemima. Medutim, na njegovo vreme poluraspada u zivotnoj sredini snazno uticu mnogi faktori,
tako da se u zivotnoj sredini fenol moze zadrzati od <1 dana (u vazduhu) do >14 dana u veoma
zagadenim, anoksi¢nim zemljiStima i vodama (Crawford i sar. 2008).

Vazno je naglasiti da toksicni efekti fenola nisu posledica inhibicije specificnih metaboli¢kih procesa,
ve¢ neselektivnih, strukturnih oStecenja Celija (Berger i Wyss, 1952). Fenol je izrazito nukleofilno
jedinjenje koje lako reaguje sa pozitivno naelektrisanim supstratima, poput amino-grupa u
proteinima. Njegova toksi¢nost potice i od hidrofobnosti i od slobodnih fenoksil-radikala, koji nastaju
delovanjem celijskih antioksidativnih enzima (Hansch i sar. 2000). Sve organele, tkiva ili organi sa
ve¢om koncentracijom proteina su zato posebno osetljivi na izlaganje fenolu. Kod biljaka su
najosetljivije mitohondrije i hloroplasti, a kod sisara su posebno su osetljivi koza, plu¢a, bubrezi,
jetra, slezina i centralni nervni sistem. lako fenol ima izrazito baktericidno delovanje, Gram-negativne
bakterije su po pravilu rezistentnije na fenol od Gram-pozitivnih, zbog =zastitnog efekta
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lipopolisaharida u ¢elijskom zidu i manjeg prisustva peptidoglikana u odnosu na koje je fenol posebno
reaktivan (Rucka i sar. 2015; Ebbensgard 1 sar. 2018).

Fenol dovodi do akutne i hroni¢ne toksi¢nosti. Svako dugotrajno izlaganje fenolu, ¢ak i u vrlo malim
koli¢inama, izrazito je Stetno za Zivi svet, a pogotovo za vodena stanista.

Fatalna trovanja fenolom kod ¢oveka su zabeleZena u veoma Sirokom opsegu koncentracija, ve¢ od
50 mg kg* do 500 mg kg " (Crawford i sar. 2008). Posebno su osetljiva deca, a postoje i velike
individualne razlike u osetljivosti kod odraslih, odredene pre svega zdravstvenim stanjem i telesnom
masom (Babich i Davies, 1981). Najces¢i oblici akutnog trovanja fenolom su povezani sa
profesionalnim izlaganjem u fabrikama i laboratorijama, i to najces¢e udisanjem isparenja ili
slu¢ajnim izlivanjima fenola na nezasti¢enu kozu. Usled anestetickih svojstava fenola, koja poticu od
neurolize tj. lokalne demijelinizacije nerava, ¢esto se kontakt sa fenolom u pocetkune oseca, §to
odlaze blagovremenu dekontaminaciju (D’Souza i Warner, 2019).

Fenol je i neuro, kardio-, nefro- i hepatotoksi¢an (Wang i sar. 2011). Fenolna isparenja su opasna vec¢
iznad koncentracije od 0.001 mg dm?, a u pluéima se zadrzava skoro 90% udahnutog fenola
(Davidenko i sar. 2004). Cak i razblaZeni rastvori fenola (1-2%) mogu izazvati sistemsko trovanje
kod ljudi ako je izlaganje dugotrajno ili ako je izloZena veca povrsina tela, jer fenol brzo prodire kroz
sve slojeve koze. Sli¢ni efekti utvrdeni su i za druge sisare (Monteiro-Riviere i sar. 2001).

Tokom tzv. ,,Nakdong incidenta®, nekoliko dana izlaganja niskoj koncentraciji fenola i hlorofenola
(po zvani¢noj proceni, 0.005 ppm fenola i 0.00084 ppm hlorofenola) bilo je dovoljno da se na hiljade
korisnika vode iz Nakdonga javi sa tipi¢énim simptomima akutnog trovanja: iritacijom zdrela, suvim
kasljem, konjunktivitisom, gastrointestinalnim tegobama (dijarejom, mu¢ninom, bolom u stomaku),
aritmijom i kardiomiopatijom, iritacijom lica i ruku (Kim i sar. 1994).

Iako su hroni¢na izlaganja fenolu danas retka, poznato je da je udisanje 5% fenolnih para kori§¢enih
u dezinfekceiji u bolnicama u 19. veku izazivalo hroni¢no trovanje osoblja koje se manifestovalo
anoreksijom 1 gastrointestinalnim tegobama, hepatitisom, neuromisi¢nim ispadima, iritacijom zdrela
I poremecajem bubreznog rada (Gardner i sar. 2009).

Vodene Zivotinjske vrste su posebno osetljive na prisustvo fenola. Stabilnost rastvorenog fenola u
vodenim ekosistemima, pogotovo pri hroni¢nom izlaganju niskim koncentracijama, dovodi do
smanjenog fekunditeta i usporenog rasta, kao i do ¢esce pojave infekcija zbog oSteCenja integumenta
kod riba i vodenih beski¢menjaka (Babich i Davis, 1981). Za ribe, akutna letalna koncentracija pri
kojoj polovina populacije umire posle 96h (LCso, g6n) iznosi izmedu 8.9 i 24.9 mg L (mada je za
neke gajene vrste utvrdena i jo§ veéa osetljivost, ve¢ pri koncentracijama <2 mg L). Za akvati¢ne
beski¢menjake, srednja efektivna koncentracija (ECso) za akutnu toksi¢nost iznosi oko 3.1 mg L,
dok za alge ona iznosi 61.1 mg L™ §to pokazuje da su ¢ak i relativno niske koncentracije fenola pri
kratkom vremenu izlaganja dovoljne da indukuju ozbiljne negativne posledice na zivi svet vodenih
ekosistema (Duan i sar. 2018). Kod algi, subletalne koncentracije fenola izazivaju smanjenje biomase,
usporeni rast i smanjenu koncentraciju hlorofilaa i b (Shigeoka, 1988; Tisler i Zagorc-Konc¢an, 1995;
Erturk i sar. 2012). U hloroplastima i mitohondrijama, fenol i njegovi derivati izazivaju sli¢ne efekte:
fizicka oStecenja tilakoidnih membrana, smanjenu sintezu ATP-a i poremecaj elektron-transportnog
lanca. Kao posledica nabrojanog, smanjena je geneza O zavisna od CO> u hloroplastima (Moreland
i Novitzky, 1987). Reaktivnost fenola sa unutra$njim strukturama mitohondrija i hloroplasta i
esencijalnim procesima fotosinteze i ¢elijske respiracije iskori§¢ena je za sintezu razlicitih herbicida,
strukturno izvedenih iz fenola (Oettmeier i sar. 1987). Ovakvi herbicidi izazivaju ultrastrukturna
oste¢enja u vidu deformisanih grana hloroplasta i krista mitohondrija ve¢ pri niskoj inicijalnoj
koncentraciji od 2.5 mg L™ (Tigre i sar. 2015).

Sto se ti¢e karcinogenosti fenola, prema klasifikaciji EPA, fenol pripada kategoriji D, tj. grupi
jedinjenja koja nije moguce Kklasifikovati po karcinogenosti zbog nedostatka dokaza na osnovu
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postojecih animalnih i humanih studija (Crawford i sar. 2008). Sli¢no, u EU, fenol se klasifikuje kao
mutagen druge kategorije, tj. supstanca koja moze imati mutageni (genotoksi¢ni) efekat, ali ¢ija
heritabilnost nije dokazana na dovoljnom broju studija (Moeller i sar. 2014). Fenol nije genotoksi¢an
(ne reaguje sa DNK), ali posredno, preko svog nespecifi¢nog delovanja sa proteinima, moze inhibirati
sintezu DNK (Painter i Howard, 1981). Mehanizmi toksi¢nosti fenola se dodatno komplikuju time
Sto fenol moze da deluje kao tzv. ko-karcinogen ili tumor-promotor, odnosno faktor koji pojacava
genotoksi¢ni efekat drugih, dokazano karcinogenih, faktora (Weisburger, 1992).

Dakle, bez obzira na dugu upotrebu fenola, svi oblici njegove interakcije sa zivim organizmima, kao
i njegove zdravstvene posledice nisu potpuno rasvetljeni. Poseban rizik predstavljaju hlorofenoli koji
relativno lako nastaju hlorovanjem fenola u postrojenjima za precis¢avanje vode, i koji, za razliku od
fenola, podlezu bioakumulaciji, biokoncentraciji i poznati su kao karcinogeni (Ge 1 sar. 2017). Zbog
masovne proizvodnje i upotrebe, kao i relativne stabilnosti (pogotovo u anaerobnim uslovima u
zagadenim, posebno anoksi¢nim vodama, ali i u postrojenjima za preciS¢avanje vode tokom tercijarne
faze tretmana otpadne vode), fenol se Cesto opisuje i kao rekalcitrantni (doslovno ,,uporni, stabilni)
polutant, za ¢ije je potpuno uklanjanje iz vodene sredine potrebna posebna remedijaciona strategija
koja ukljucuje i konvencionalne, i nekonvencionalne metode (Gupta i Thakur, 2017).

1.4 Nafini uklanjanja fenola iz zagadenih voda

Za uklanjanje fenola iz zagadenih voda, dostupno je vise konvencionalnih fizicko-hemijskih i
hemijskih metoda, ¢iji su tipicni primeri hemijska oksidacija, adsorpcija, ekstrakcija rastvaracem,
koagulacija i flokulacija, reverzna osmoza, fotokataliza i elektroliza, i napredni oksidacioni procesi -
NOP (Benhebal i sar. 2013; Cordova Villegas i sar. 2016; Thomas i sar. 2017; Dawidar i sar. 2017;
Piotrowska i Pierozynski, 2017). Tako se ovi procesi efikasni, ¢esto su u praksi ograni¢eni nastankom
hemijskog taloga, toksi¢nih intermedijera, skupom infrastrukturom, inicijalnom koncentracijom
fenola i drugim karakteristikama otpadne vode (pH, temperatura, hemijski sastav) (Sridevi i Pradesh,
2009). Takode, mnogi od ovih procesa su potencijalni rizik po zivotnu sredinu (Tabela 1).

Pored fizickih i hemijskih metoda, u Sirokoj upotrebi su i bioloske metode uklanjanja fenola iz svih
zagadenih voda, ukljucujuci i otpadne (Pradeep i sar. 2015). Zapravo, kada se procenjuje efikasnost
ne-bioloskih metoda u uklanjanju fenola, bioloske metode Cesto sluze kao osnovna referenca u
odnosu na koju se porede svi parametri efikasnosti: ekoloSka Skodljivost, nastanak hemijskog taloga
1 toksi¢nih intermedijera, kao 1 ekonomska isplativost (Cordova Villegas i1 sar. 2016). U najve¢em
broju slu¢ajeva, bioloske metode su po svim navedenim parametrima superiorne u odnosu na ne-
bioloske (Pradeep i sar. 2015; Cordova Villegas i sar. 2016). Bioloske metode, u naj$irem smislu,
predstavljaju sve metode koje se oslanjaju na sposobnost zivog sveta da detoksifikuje zivotnu sredinu
uklanjanjem toksi¢nih i Stetnih faktora. Sve bioloske metode za uklanjanje polutanata se oznacavaju
zajednickim terminom bioremedijacija (od gréke reci za zivot, bios, i latinske imenice za lek,
remedium).

Bioremedijacija je relativno mlada grana biotehnologije. Koncept bioremedijacije je bio poznat
naucnoj javnosti od prve polovine 20. veka (Tausz i Donath, 1930), a kao formalni pocetak
bioremedijacije smatra se 1975. godina kada je pokazano da dodavanje nutrijenata zemljistu,
zagadenim naftnim derivatima, ubrzava eliminaciju zagadenja putem stimulacije rasta nativnih
bakterijskih populacija (Raymond i sar. 1975). Ovo je ujedno bio i prvi primer primene
bioremedijacije in situ, tj. bioloSkog tretmana na mestu zagadenja. Bioremedijacija i tretman otpadne
vode su se razvijali uporedo — 1967. godine bakterije, izolovane iz zemljista zagadenog naftom,
testirane su uspesno u tretmanu otpadne vode u postrojenjima za precis¢avanje u SAD (Litchfield,
2005).



Tabela 1. Pregled konvencionalnih fizi¢ko-hemijskih metoda za uklanjanje fenola iz vode

Naziv metode Princip Prednosti Nedostaci
Adsorpcija Vezivanje na adsorbentu, | Ekonomski isplativ, | Efikasan samo za niZe
najcesce aktivnom uglju. relativno  neskodljiv  po | koncentracije fenola.
okolinu. Proces je | Ostavlja toksi¢an ugalj.
reverzibilan.

Ekstrakcija rastvaracem

fenola u
razli¢itih

Rastvorljivost
velikom broju

Efikasan proces.

Inicijalna koncentracija
fenola ne sme da bude visa

permanganati, Os).

rastvaraca. od 2 g L. Skup, zbog utro-
Ska velike koli¢ine rastva-
raca i njegovog odlaganja.

Koagulacija i flokulacija | Fenol se koncentruje u | Efikasan proces, relativno | Skup zbog reagenasa i
agregate: prvo koagulume, | neskodljiv. po  Zivotnu | mehani¢kog izdvajanja
pa flokulume, pomocu jona | sredinu. flokula.
metala (Ti, Fe, Zr, Al) i
industrijskog anjonskog
flokulanta.

Reverzna osmoza Pumpe pokreéu  vodu | Efikasan proces. Zacepljenja membrana
nasuprot osmotskog priti- (Cestice, rast algi i gljiva)
ska te se rastvorena jedinje- Cesto dovode do kolapsa
nja i fenol zadrzavaju na procesa. Voda kojom se
ultrafiltracionim ispira  membrana sadrzi
membranama. koncentrovani  fenol i

zahteva posebno odlaganje.

Fotokataliza Odvija se u prisustvu | Ekonomski isplativ  za | Hemijski talog, potreba za

(fotokatalitiCka katalizatora (uglavnom | zemlje u razvoju, efikasan. | izdvajanjem katalizatora na

oksidacija) cink(I)oksida, ZnQO) i UV kraju reakcije.
zraenja, koji zapocinju
radikalsku reakciju
degradacije fenola.

Elektroliza Otpadne vode cirkuli$u oko | Visokoefikasan, neSkodljiv | Skupa infrastruktura,

(elektroliticka specijalnih elektroda, dok | po Zivotnu sredinu. potrebni specifi¢ni uslovi i

oksidacija) spoljasnji izvor elektriéne posebna konstrukcija
energije katalizuje elektroda.
degradaciju fenola.

Hemijska oksidacija Hemijski oksidanti (Cly, | Blagi uslovi reakcije (pH, | Neefikasan, pod nekim
Cl,O, hloramini, ferati, | temperatura), jeftin proces. | uslovima moze proizvesti

toksi¢ne aminobenzene ili
hlorofenole kao
nusproizvod.

NOP

Upotreba  ozona, UV
zracenja, i vodonik-
peroksida, ¢esto kombino-
vano (Os/UV, Ho0/UV); il
Fentonovog reagensa.

Ne stvara hemijski talog,
efikasan proces.

Visoka cena reagenasa i
izvora UV zracenja.

Bioremedijacija zasnovana na gljivama i bakterijama se oznacava kao mikrobijalna bioremedijacija.
Drugi tip bioremedijacije je fitoremedijacija, zasnovana na upotrebi biljaka. Treéi tip bioremedijacije
se zasniva na upotrebi precis¢enih enzima, u slobodnom rastvoru ili ¢es¢e, imobilizovanim za razlicite
materijale (Pradeep i sar. 2015).

Bez obzira o kom tipu bioremedijacije je re¢, bioremedijacija je po pravilu ekoloski neskodljiva,
neinvazivna, i jeftinija od vecine ne-bioloskih metoda. Na kraju, bioremedijacija nudi trajno reSenje
za zagadenje zivotne sredine jer transformise toksi¢ne supstance do potpuno neskodljivih jedinjenja,
Sto uglavnom nije slucaj sa ne-bioloskim metodama (Dzionek i sar. 2016).

Bioremedijacija se najée$c¢e odvija in situ, tj. na mestu koje je zahvaceno zagadenjem. Ovo je najcesce
prakti¢no primenjen oblik bioremedijacije (Perelo, 2010). Alternativno, bioremedijacija se moze
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izvesti 1 na posebno pripremljenoj lokaciji, udaljenoj od mesta zagadenja, tj. ex situ (Perelo, 2010;
Angellucci i Tomei, 2016).

Bioremedijacija in situ uglavnom podrazumeva mikrobijalnu bioremedijaciju, i moze da se dalje
podeli na prirodnu atenuaciju, biostimulaciju i bioaugmentaciju. Prirodna atenuacija se oslanja na
nativne mikroorganizme rizosfere, pre svega bakterije, uz monitoring kao jedini oblik ljudske
intervencije. Medutim, kako mikroorganizmi koji degraduju toksi¢na jedinjenja ¢esto ne Cine vise
od 10% ukupne populacije, ovaj prirodni proces je spor i neefikasan (Dzionek i sar. 2015).
Biostimulacija podrazumeva dodavanje spoljasnjeg izvora nutrijenata, u mnogim sluc¢ajevima kada
atenuacija nije dovoljna. Ovo je ujedno i prvi uspe$no primenjen oblik bioremedijacije koji je
objavljen u nauc¢noj literaturi (Raymond i sar. 1975). Bioaugmentacija se naj¢eS¢e primenjuje, jer
podrazumeva uvodenje Cistih bakterijskih kultura za koje je dokazano da uspe$no eliminiSu ta¢no
odredene polutante, a ¢esto su ovi sojevi i geneticki poboljSani (augmentisani) kako bi im se povecala
efikasnost (Slika 8). Pri bioaugmentaciji, bakterijski soj koji se koristi nije nativan za dato podrucje
§to ima pozitivne i negativne efekte. Pozitivni efekti se svode na Cinjenicu da introdukovani
bakterijski soj moze slobodno da razmenjuje geneticki materijal sa nativnim bakterijama i time da
poboljsa njihovu efikasnost biodegradacije. Negativni efekti su ¢esci i podrazumevaju postepeno
odumiranje introdukovane bakterijske populacije zbog kompeticije sa nativnim bakterijama
(Pimmata i sar. 2013). Dakle, svaki oblik bioremedijacije in situ ima svoje prednosti, ali i ograni¢enja.
Koji ¢e se tip bioremedijacije primeniti, zavisi od tipa toksi¢nog jedinjenja i zagadenog stanista.

tu

Prirodna atenuacija
(nativne bakterije)

Biostimulacija

(0p)
=
©
—
o
S
—

dodavanjem nutrijenata)

Bioaugmentacija

(odabrani bakterijski soj, ¢esto
augmentisan genetickom
manipulacijom)

Bioremed

Slika 8. Podela mikrobijalne bioremedijacije in situ prema na¢inu upotrebe bakterijskih populacija

lako je bioremedijacija in situ ¢esc¢a, jednostavnija i jeftinija strategija, ex situ metode omogucavaju
vecéu kontrolu uslova i ve¢i uspeh bioremedijacije. Ex situ bioremedijacija podrazumeva ekstrakciju
zagadenog zemljista ili ispumpavanje zagadene vode, kako bi se oni tretirali na drugom mestu. Ova
efikasna, ali skupa i zahtevna tehnika se oslanja na razne pristupe, od kojih je najuspesniji primena
Citavih vestackih ekosistema po tipu mocvara, u kojima se ravnopravno koriste mikrobijalna
bioremedijacija i fitoremedijacija (Rawe i sar. 2006).
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Fitoremedijacija je relativno nov ekoloSki bezbedan i ekonomski viSestruko isplativ pristup za
bioremedijaciju zagadenog zemljista, vazduha i voda, koji je u svetu prisutan skoro dvadeset godina
(Cunningham i Ow, 1996; Litchfield, 2005). Zasniva se na specifi¢nostima biljnih tkiva koja mogu
da transformiSu i koncentriSu razli¢ite polutante, pre svega metale i organske kontaminante, ali i na
brzini povecanja biljne biomase i sposobnosti biljaka da uspevaju i u vrlo nepogodnim stanistima
(Salt i sar. 1998).

Fitoremedijacija se moze podeliti na rizofiltraciju - koren uklanja rastvorene polutante, fitoekstrakciju
- biljke akumuliraju ili hiperakumuliraju polutante, a zatim se oni uklanjaju zajedno sa celim
biljkama, kroz tzv. zetvu, fitostabilizaciju ili fitosekvestraciju (lat. sequestrare - ,odvojiti,
deponovati®) - biljke smanjuju toksi¢nost polutanta bez aktivne transformacije, absorpcijom i
vezivanjem, ¢ime sprecavaju njegovo Sirenje kroz vodu ili zemljiste, i fitovolatilizaciju - polutanti se
oslobadaju preko listova u isparljivoj formi (Vasavi i sar. 2010; Lee i sar. 2013). Neki autori
fitoremedijaciji dodaju i rizodegradaciju, sinergisticki proces u kome ucestvuju i koren biljke i
bakterije rizosfere, a ¢iji je krajnji efekat potpuna degradacija polutanta (Rao i sar. 2010) (Slika 9).
Svi oblici fito- i uopste, bioremedijacije koji se odigravaju preko korena oznacavaju se i kao
rizoremedijacija (Kuiper i sar. 2004), dok se bioremedijacija preko listova zove filoremedijacija (Wei
i sar. 2017).

Rizofiltracija
(uklanjaju se rastvoreni polutanti)

ijacija

Rizodegradacija

(sinergisticko delovanje korena i
bakterija rizosfere do potpune
degradacije polutanta)

Fitoekstrakcija

uklanja zetvom celih biljaka)

Fitostabilizacija ili fitosekvestracija

(uklanjanje polutanta bez aktivne
biotransformacije)

Fitovolatilizacija

mmm (polutant se oslobada u isparljivom
obliku)

Fitoremed

Slika 9. Najéesca podela fitoremedijacije prema mehanizmu uklanjanja polutanta

Biljke nisu sposobne za potpunu biodegradaciju ili tzv. potpunu mineralizaciju organskih polutanata
(potpunu transformaciju do nivoa CO,), ali efikasnost biljaka u fitoremedijaciji, kao i kod bakterija,
moze se poboljsati ubacivanjem pozeljnih gena (Vasavi i sar. 2010). Iako pojedine biljke imaju
sposobnost akumulacije toksi¢nih jedinjenja, hiperakumulaciju, tj. sposobnost koncentrisanja
toksi¢nih jedinjenja (uglavnom metala) u vrlo visokim koli¢inama, koje bi inace prouzrokovale
fitotoksi¢ni efekat kod vecine biljaka, ona prirodno postoji samo kod malog broja biljnih vrsta. Geni
hiperakumulatora mogu se koristiti za stvaranje transgenih sorti (Kramer, 2010).
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Bitno je napomenuti da su iz biljaka izolovani i mnogi enzimi koji su uspe$no primenjeni u degradaciji
nekih polutanata, a od znac¢aja za ovu tezu su studije koje pokazuju da fenolna jedinjenja mogu biti
uspesno transformisana peroksidazama rena (HRP) 1 krompira (Bilal i sar. 2017; Kurnik i sar. 2015)
ili polifenol oksidazama (PPO) krompira i jabuka (Mukherjee i sar. 2013; Sali¢ i sar. 2018). Yadav i
sar. (2017) testirali su peroksidaze iz egipatskog krastavca (Luffa aegyptiaca) i postigli oksidaciju
toksi¢nih fenolnih jedinjenja iz industrijskih otpadne vode u netoksi¢ne proizvode.

Ovakva primena enzima za neutralizaciju ili degradaciju toksi¢nih jedinjenja je tre¢i oblik
bioremedijacije, uz fitoremedijaciju i mikrobijalnu bioredemedijaciju. Kao izvor enzima mogu
posluziti razli¢iti organizmi kao $to su biljke, gljive i bakterije, a kao najc¢es¢i tip enzima Koriste se
peroksidaze, pre svega za bioremedijaciju zagadenja organskim aromati¢nim jedinjenjima (Bansal i
Kanwar 2013). U ove svrhe ¢esto se primenjuju i lakaze, poreklom iz gljiva, sa specifi¢nos$¢u prema
raznim aromati¢nim polimerima (Yang i sar. 2017).

Primena izolovanih i pre¢is¢enih enzima bez zivih organizama ili njihovih delova ima niz prednosti:
enzimi nisu podlozni inhibiciji u prisustvu mnogih toksina koji su letalni za Zive organizme ve¢ pri
niskoj koncentraciji, ne zavise od sezonskih ciklusa i od koli¢ine nutrijenata, ne zahtevaju posebne
uslove skladistenja i transporta kao zivi organizmi (Nicell, 2000). Ipak, njihova prakti¢na primena je
1 dalje Cesto ograniena opStim faktorima koji utiCu na aktivnost i stabilnost enzima, poput pH i
temperature, nedostatka kofaktora ili ko-supstrata, ili prisustva hemijskih inhibitora (Cordova
Villegas i sar. 2016).

Zagadenje fenolom i srodnim jedinjenjima predstavlja poseban izazov za bioremedijaciju zbog svoje
raSirenosti i uCestalosti, kao 1 zbog toga Sto najteze pogada vodena staniSta. Za ovakav tip zagadenja,
najcesce se primenjuju rizoremedijacija i bioaugmentacija.

1.4.1 Uklanjanje fenola i njegovih derivata iz vodene sredine bioremedijacijom rizosfere

Bioremedijacija rizosfere se ¢esto opisuje kao sinergija fitoremedijacije i bakterijske bioremedijacije,
pri éemu se koriste prirodne interakcije rizosfere i njenih bakterija (Kuiper i sar. 2004).

Rizosfera (od grckih reci: rhiza — koren i sphera — oblast) definisana je jo§ 1904. od strane biljnog
fiziologa Lorenca Hiltnera kao prostor oko korena oblikovan metaboli¢kom aktivno$¢u biljke i
prisustvom bakterija koje koriste metabolite biljke (Hiltner 1904; Hartmann i sar. 2009). Koren biljke
je metabolicki vrlo aktivan i sintetiSe ugljene hidrate, aminokiseline, peptide, organske kiseline,
proteine, fenolna jedinjenja, kao i ugljenu kiselinu: Oko 10 — 40% ukupne metabolicke aktivnosti
biljke odigrava se u korenu (Jones i sar. 2004). Male koli¢ine ovih primarnih i sekundarnih
metabolita, koji se oznaCavaju kao eksudati korena, difunduju u spoljasnju sredinu i deluju kao izvor
hranljivin materija, ali i kao signalni molekuli za mikroorganizme, a pogotovo bakterije. Osim toga,
1 mukoza korena 1 odbacene vr$ne Celije korena predstavljaju hranu mikrofauni rizosfere, ali mogu
da deluju i kao ,,mamac* za patogene i da apsorbuju neke teske metale (Hawes i sar. 1998).

Kao svaki prostor koji sadrzi hranljive materije i mikroorganizme, rizosfera je i mesto horizontalnog
genskog transfera (HGT) (Aminov, 2011). Sticanje rezistencije na antibiotike, odnosno
patogenizacija nepatogenih i oportunistickih sojeva bakterija, takode se moze dogoditi u rizosferi
(Berg i sar. 2005). Sli¢énim mehanizmom Se razmenjuju i geni za metabolizam fenolnih jedinjenja.
(Wang i sar. 2014).

U odnosu na c¢isto bakterijsku bioremedijaciju, bioremedijacija pomoc¢u rizosfere ima nekoliko
prednosti. Pre svega, metabolicki spektri bakterija i biljaka se ¢esto dopunjuju (Gkorezis i sar. 2016).
Dobar primer su hlorofenoli (aktivna jedinjenja mnogih biocida) koji su suvise toksi¢ni za direktnu
bakterijsku degradaciju, dok ih biljke (so¢ivice) mogu transformisati u manje toksic¢ne intermedijere
koji zatim mogu podle¢i potpunoj biodegradaciji od strane bakterija (Mkandawire i Dudel, 2007).
Biosorpcija je jos jedan mehanizam bioremedijacije, €iji se znacaj tek poslednjih godina posebno
prepoznaje, pogotovo za uklanjanje polutanata iz vodene sredine (Agostini i sar. 2011). Biosorpcija
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je pasivni, neenzimski proces adsorpcije na povrsini zivih organizama, koji se ponasaju onda kao
biosorbenti. Kao biosorbenti deluju i biljke i bakterije i gljive, ali i bakterijski biofilmovi. Medutim,
biljke u ovom smislu imaju prednost zbog mnogo vece ukupne povrsine celijskih zidova koji
adsorbuju razlic¢ita jedinjenja. Na kraju, i biljke i mikroorganizmi proizvode i jedinjenja ozna¢ena kao
biosurfaktanti, koji dodatno povecéavaju rastvorljivost mnogih aromati¢nih jedinjenja u vodi i time
olaksavaju aktivnost degradativnih enzima (Gkorezis i sar. 2016).

Iako je bioaugmentacija i dalje naj¢eS¢i i najuspesniji oblik bakterijske bioremedijacije in situ, sa
brojnim prednostima u odnosu na koriS¢enje nativnih mikroorganizama (prirodnu atenuaciju) i
biostimulaciju, jedan od glavnih problema je nepredvidljivo ponaSanje izabranih bakterijskih sojeva
koji se unose u zagadenu zivotnu sredinu. Na ponasanje introdukovanih bakterijskih sojeva mogu
uticati: protozoe koje se hrane bakterijama, kompeticija sa nativnim mikroorganizmima, nedostatak
nutrijenata ili preferencija prema drugom supstratu, a ne fenolu u konkretnom sluc¢aju (Kuiper i sar.
2004). Ova ogranicenja se velikim delom uspe$no reSavaju bioremedijacijom rizosfere, jer koren
biljke predstavlja bogat izvor razliitih nutrijenata i predstavlja biolosku i fizi¢ku zastitu za unesene
bakterijske sojeve. Najveéi uspeh bioremedijacije se postize kada su biljke vrlo rano (stadijum
semena) inokulisane izabranim bakterijskim sojevima (Ma i sar. 2011). Rano izlaganje semena
pozeljnim bakterijskim sojevima se naziva ,biopriming“ i prvu primenu je imao u agrokulturi
(O’Callaghan, 2016). Poznato je da mnogi bakterijski sojevi povezani sa rizosferom imaju pozitivan
efekat na rast biljke (plant growth promoting bacteria, PGPB). Takode je uocena specifi¢nost
geneticke strukture bakterija u rizosferi odredene biljke, jer biljka aktivno selektuje specifi¢ne
bakterijske sojeve koji je naseljavaju (Berg i Smalla, 2009; Backer i sar. 2018). Odli¢an primer ovoga
su dali Toyama i sar. (2009) koji pokazuju da rizosfera vodene biljke Spirodela polyrhiza, putem
sopstvenih fenolnih jedinjenja u eksudatu korena, privla¢i bakterije sa genima za katehol-
dioksigenazu.

U vodenim ekosistemima su hranljive materije prisutne u veoma razblazenom stanju za razliku od
zemljista. U rizosferi vodenih biljaka koncentrisanije su hranljive materije i opstanak mikrofaune u
rizosferi je zbog toga poboljsan. Znacaj interakcija u rizosferi vodenih biljaka prepoznat je u nau¢noj
javnosti poslednjih godina, ali mnogi aspekti ovih interakcija su jo$ nedovoljno poznati (Backer i sar.
2018).

Bakterije su vrlo retko slobodnoZzive¢i organizmi u prirodi. One pokazuju tendenciju formiranja
biofilmova (slozenih egzopolisahardnih struktura) na svim dostupnim nepokretnim povrsinama poput
kamenja ili povrSine biljaka (epifitni biofilm) (Neagu i sar. 2017). Epiftni biofilmovi povecavaju
verovatnocu prezivljavanja populacije tako S§to olakSavaju komunikaciju, razmenu nutrijenata i
genetickog materijala izmedu bakterijskih ¢elija (Kurzbaum i sar. 2016).

Biofilmovi pruzaju fizicku zastitu bakterijama, ali i biljkama, a poseduju i kapacitet za apsorpciju i
koncentrisanje nekih toksi¢nih jedinjenja koja bi inace ostala u razblazenom stanju u vodenim
ekosistemima, pa samim tim i nedostupna za biodegradaciju (Backer i sar. 2018). Dodatno, biofilm
omogucuje da se bakterije, zajedno sa bioloskim ili nebioloskim nosacem, odstrane iz vode posle
zavrsene bioremedijacije (Yamaga i sar. 2010).

Pored biofilmova, paznja istraZzivanja je usmerena i ka izu¢avanju bakterija koje imaju pozitivhu
hemotaksiju za odredeno toksi¢no jedinjenje.

Primecen je veliki broj bakterijskih vrsta koje pokazuju pozitivnhu hemotaksiju, narocito za
monocikliéne aromati¢ne ugljovodonike, koje mogu i da degradiraju (Pandey i Jain, 2002).
Hemotaksija je bitna i za inicijalnu kolonizaciju povrsine korena, jer biljke aktivno privlace bakterije
sa pozeljnim metabolickim osobinama (Hartmann i sar. 2009). Biljke oslobadaju 1 druge vrste
organskih jedinjenja sa aromati¢cnom strukturom — terpene, flavonoide i neke derivate lignina koji su
po strukturi sliéni poliaromati¢nim jedinjenjima, tako da je moguce da biljke mogu da indukuju
istovremenu ekspresiju bakterijskih gena za degradaciju vise razli¢itih vrsta aromati¢nih jedinjenja
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(Gkorezis 1 sar. 2016). Sve viSe studija pokazuje da eksudati korena €ak i direktno stimuliSu
biodegradaciju odredenih jedinjenja, kao npr. fenola u prisustvu ugljenih hidrata iz eksudata korena
kukuruza (Jin i sar. 2019), ili benzo[a]pirena u prisustvu fenolnih eksudata barske le¢e (Toyama i sar.
2011).

Najveci broj radova koji se bave bioremedijacijom rizosfere i dalje se ticu rizosfere zemljisnih biljaka
(Cesto sa industrijskim znacajem) i Sojeva Pseudomonas sp. kao bioremedijatora (Kuiper i sar. 2004).
Vrste Pseudomonas sp. uklanjaju razne fenolne derivate iz rizosfere Sec¢erne trske (polihlorovana
bifenilna jedinjenja (PCB)), psenice (2,4 — fenoksisir¢etnu kiselinu 1 fenol) i kukuruza (3-
metilbenzoat) (Brazil i sar. 1995; Kingsley i sar. 1994; Ronchel i sar. 2001).

Tabela 2. Pregled bakterijskih monokultura koje degradiraju fenol in vitro

Bakterijski soj Reference

Acinetobacter sp. W-17 Tibbles i Baecker, 1989; Oliver i sar. 2002; Usama
Beshay i sar. 2002, Desouky Abd-El-Haleem i sar.
2003.

Acinetobacter calcoaceticus AH, P23 Nakamura i Sawada, 2000; Yamaga i sar. 2010.
Acinetobacter johnsonii Heilbuth i sar. 2003.

Achromobacter sp. E1 Watanabe i sar. 1996a

Agrobacterium radiobacter Kowanlska i sar. 1998.

Alcaligenes faecalis Bastos i sar. 2000a.
Alcaligenes sp. E2, R5, P5 Baek i sar. 2001.
Arthrobacter sp. Shinoda i sar. 2000.
Azoarcus sp. Arutchelvan i sar. 2005.
Azospirillium brasilense Arutchelvan i sar. 20086.

Bacillus brevis Mutzel i sar. 1996.
Bacillus thermoleovorans A2 Moustafa El-Sayed, 2003.
Burkholderia cepacia G4 Salmeron- Alcocer i sar. 2007.

Comamonas testosteroni P15, E23 Yap i sar. 1999.

Desulfatiglans anilini Xie i Mueller, 2018.

Halomonas sp. Hinteregger i Streichsbier, 1997.

Klebsiella oxytoca Heesche-Wagner, 1999; Shawabkeh i sar. 2007.
Magnetospirillum sp. Shinoda i sar. 2000.

Microbacterium phyllospherae Salmeron-Alcocer i sar. 2007.

Micrococcus sp. Tibbles i Baecker, 1989.

Nocardia sp. Vijaygopal i Viruthagiri, 2005.

Pseudomonas cepacia Arutchelvan i sar. 2005.

Pseudomonas putida Tibbles i Baecker, 1989; Monterio i sar. 2000; Reardon

i sar. 2000; Mahadevaswamy i sar. 2004; Tsuey-Ping
Chung, 2005; Gurusamy Annadurai i sar. 2007.

Pseudomonas pictorum NCIM 2077

Sheeja i Murugesan, 2002.

Pseudomonas stutzeri SPC2, P7

Ahamad i Kunhi,1996.

Pseudomonas testosteroni CPW301

Kim i sar. 2002.

Pseudomonas sp. STI, NBM11

Safia Ahmed, 2001; Mohanty i Jena, 2016.

Ralstonia eutropha Ozlem Tepe i Arju, 2007.

Rhodococcus sp. DCB-p0610 Pai i sar. 1995.

Rhodococcus erthropolis UPV-I Prieto i sar. 2002.

Serratia sp. Pradhan i Ingle, 2007; Sahin i sar. 2017.

Sphingomonas bisphenolicum AO1 Ko-Ichi Oshiman i sar. 2007.

Ukupan broj bakterijskih sojeva koji degradiraju fenol se neprekidno povecava (Tabela 2). Nisu svi
bakterijski sojevi podjednako kompetentni da nasele rizosferu, pa samim tim nisu ni svi podjednako
primenljivi u bioremedijaciji rizosfere. Bakterijska kompetencija za rizosferu odredene biljke zavisi
od sposobnosti hemotaksije, molekulskog prepoznavanja bakterije i biljke, adherencije bakterija za
povrsinu, efikasnosti koriS¢enja eksudata korena biljke i uspeha kolonizacije (Berg i Smalla, 2009).
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Svi navedeni procesi su geneticki determinisani, $to dodatno pokazuje da su odnosi izmedu rizosfere
I bakterija sloZeni i specifi¢ni (Kuiper i sar. 2004).

Vecina istrazivanja, vezanih za rizoremedijaciju ili bioremedijaciju uopSte, izvedena je sa
bakterijskom monokulturom (Yamaga i sar. 2010). Mesovite bakterijske kulture se rede primenjuju
(Tabela 3). Smatra se da su konzorcijumi bakterija bolji izbor kada zagadenje izaziva vise od jednog
tipa zagadujucéeg jedinjenja.

Mnoga istrazivanja vezana za uklanjanje fenola zasnivala su se na hipotezi da su autohtone
bakterijske vrste bolji izbor od alohtonih, zbog odrzavanja prirodne ravnoteze koja je ve¢ ozbiljno
narusena zagadenjem (Kuiper i sar. 2004; Toyama i sar. 2009; Hoang i sar. 2010; Toyama i sar. 2011).

Tabela 3. Pregled mesovitih bakterijskih kultura i konzorcijuma koji degraduju fenol in vitro

MesSovite bakterijske kulture i konzorcijumi Reference

Mesovite bakterijske populacije rizosfere S. Hoang i sar. 2010.
polyrhiza

Mesovite bakterijske populacije izolovane iz Gu i sar. 2018.
filtera za precis¢avanje vode (dominantna vrsta

Bacillus sp.)

Corynebacterium sp. i Bacillus sp. konzorcijum | Li i sar. 2018.

Clostridium ghonii, C. hastiforme, C. glycolicum | Letonneau, 1995.

(konzorcijum)
P. putida F1 i Bacillus sp. soj JS150 Rogers i Reardon, 2000.
Pseudomonas fluorescens i P. stutzeri Jini sar. 2019.

U prirodi su konzorcijumi i1 prostorno organizovani u sloZenim biofilmovima. Za efikasnost
konzorcijuma u eksperimentalnim uslovima, neophodni su i pogodni nosaci koji ¢e podrzati ovakvu
organizaciju biofilma (Gu i sar. 2016; Bridier i sar. 2017).

Nosaci, organski 1 neorganski, dobijeni reciklazom sirovina ili sloZzenim tehnoloskim postupcima,
povecavaju efikasnost bakterijske remedijacije u svim slucajevima, omogucujué¢i formiranje
biofilmova. Koris¢enjem kompozitnog adsorbenta za P. putida, Li i sar. (2015) su eliminisali ukupnu
koli¢inu fenola ¢ak i kada je inicijalna koncentracija fenola iznosila 5 g L.

1.4.2 Bakterijski metabolizam fenola

Bakterije razgraduju Sirok spektar aromati¢nih ugljovodonika. Veliki broj sojeva je sposoban za
potpunu biodegradaciju toksi¢nih fenolnih jedinjenja, odnosno tzv. mineralizaciju do nivoa COz i
molekula vode (Agostini i sar. 2011). Mnogi bakterijski sojevi, naroc¢ito u grupi Gram-negativnih
bakterija, kao §to su Pseudomonas sp. i Acinetobacter sp. mogu da rastu na minimalnoj hranljivoj
podlozi sa fenolom kao jedinim izvorom ugljenika (Tibbles i Baecker, 1989; Munoz i sar. 2001; Liu
i sar. 2016).

Metabolizam fenolnih jedinjenja, kod predaka danasnjih bakterija, najverovatnije je nastao iz
metaboli¢kih puteva za biodegradaciju lignina i njegovih derivata (Masai i sar. 2014). Najve¢i broj
bakterijskih vrsta koje mogu da degradiraju fenol su Gram-negativne bakterije, a naj¢es¢i predstavnici
su Pseudomonas, Sphingomonas, Comamonas, Burkholderia, Acinetobacter, Serratia, Klebsiella,
Ralstonia i Cupriavidus sp. Znatno je manji broj Gram-pozitivnih bakterija koje mogu da degradiraju
fenol, poput vrsta iz rodova Bacillus, Rhodococcus i Arthrobacter sp.
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lako u prirodi postoje i aerobna i anaerobna bakterijska degradacija monoaromati¢nih jedinjenja,
anaerobna je znatno reda jer zahteva znatno vise energije od aerobne, i stoga je bez Sireg znacaja za
bioremedijaciju. Anaerobna degradacija se odvija preko benzoil-CoA intermedijera koji se postepeno
transformise u acetil-CoA serijom redukcija i hidratacija, posle ¢ega se acetil-CoA ukljucuje u sintezu
masnih kiselina (Rucka i sar. 2015).

Sa druge strane, u aerobnoj biodegradaciji aromati¢nih jedinjenja, osnovni princip je uvek isti: slozeni
tok sporednih reakcija se ,,uliva“ u nekoliko centralnih intermedijera, koji zatim podlezu isecanju
prstena i postepeno se transformisu dioksigenazama do intermedijera za ciklus limunske kiseline.
Kljuéni enzimi ovog procesa su oksigenaze, koje uvode hidroksilnu grupu ili grupe i zatim isecaju
aromati¢ni prsten izmedu dve hidroksilne grupe. Raznovrsne monooksigenaze i dioksigenaze
ukljucene u hidroksilaciju imaju tzv. relaksiranu specifi¢nost prema suspstratu. Ova osobina, uz veliki
broj sporednih transformacija bo¢nih lanaca, omogucéava istom setu enzima da transformise veliki
broj srodnih aromati¢nih jedinjenja (Perez-Pantoja i sar. 2010).

Prvi korak u aerobnoj degradaciji fenolnih jedinjenja je skoro uvek hidroksilacija, katalizovana fenol
— hidroksilazama (fenol — monooksigenazama) koje pokazuju veliku geneticku konzerviranost
(Nordlund i sar. 1993; Peng i sar. 2015). Hidroksilacijom fenola (i mnogih derivata fenola) nastaje
katehol (hidroksihinon). Katehol je supstrat za dioksigenaze koje raskidaju prsten na meta — ili orto
—polozaju. Isecanje aromati¢nog prstena na meta— polozaju (meta — isecanje) je naj¢eséi oblik obrade
benzenovog prstena i dovodi do nastanka 2-hidroksi-2-oksovalerata od koga ¢e nastati piruvat i
acetaldehid (Perez-Pantoja i sar. 2012).

Fenol — hidroksilaze (EC 1.14.13.7) veéeg broja Gram-negativnih proteobakterija koje degradiraju
fenol su multikomponentni enzimi. Tri glavne subjedinice — a, B, y - formiraju heksamernu
monooksigenazu, dok preostale subjedinice ¢ine gvozde(Il)sulfid (F2S2) reduktazu, regulator i
pomoc¢ni protein. Nonhem di-gvozde centri sa karboksilatnim mostovima bakterijskih
multikomponentnih monooksigenaza reaguju sa protonima, elektronima, molekulskim kiseonikom i
ugljovodoni¢nim skeletom (Murray i Lippard, 2007). Reduktaza prima elektrone redukovanog
nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfata (NAD(P)H) i prenosi ih preko flavinskog i 2Fe-S centra do
katalitickog centra monooksigenaze (Mason i Cammack, 1992). Mala regulatorna subjedinica vezuje
se za monooksigenazu i najverovatnije povezuje potrosnju elektrona sa oksidacijom ugljovodoni¢nog
skeleta (Sazinsky i sar. 2006). Pomo¢ni protein mozZe biti ukljucen u ugradnju gvozda u aktivno mesto
monooksigenaze (Tinberg i sar. 2011).

1.4.3 Geneti¢ka regulacija metabolizma fenola kod bakterija

Zbog jednostavnosti uzgajanja i moguénosti za geneticku manipulaciju, bakterije su idealni kandidati
za bioremedijaciju. Ovome doprinosi organizacija gena koji kontroliSu degradativni metabolizam
fenola, koji se nalaze na ekstrahromozomskoj DNK, ili su inkorporirani u genomsku DNK bakterije.
Plazmidi sa genima za degradaciju fenola se mogu razmenjivati medu bakterijskom populacijom u
rizosferi i na taj nacin se moze povecati efikasnost remedijacije na nivou populacije (Wang i sar.
2014). Iako se vecina podataka o genima za bakterijski katabolizam fenolnih jedinjenja odnosi na
zemljiSne bakterije i rizosferu kopnenih biljaka, moze se pretpostaviti da se slicni bioloski procesi
deSavaju 1 u rizosferi vodenih biljaka.

Geni odgovorni za katabolizam fenola i srodnih jedinjenja u genomskoj DNK nalaze se u zajednickim
klasterima ili vrlo blizu jedni drugih. U najveéem broju sluc¢ajeva, geni za multikomponentnu fenol-
hidroksilazu i meta-katabolicki put nalaze se uz regulatorne gene koji kodiraju XylR/DmpR-tip
aktivatora i GntR-tip represora. Ovakva organizacija postoji kod vrsta Burkholderia sp.,
Acinetobacter sp. i Pseudomonas putida (Takeo i sar. 2006; Tuan i sar. 2013). Cesta pojava je i
redundantnost gena, tj. klasteri gena mogu da se nalaze u duplikatima na hromozomima i/ili na
plazmidima (kao plazmid pJP4 kod Cupriavidus necator) i da se po potrebi aktiviraju, zavisno od tipa
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aromaticnog jedinjenja. Ovo omogucuje finu regulaciju genske ekspresije zavisnu od promenljivih
uslova spoljasnje sredine (Rucka i sar. 2015).

Najefikasniji biodegradatori fenola i srodnih jedinjenja upravo imaju veéi broj kopija gena za
katabolizam fenola, pored dodatnih gena za katabolizam poliaromati¢nih jedinjenja i tesko
razgradivih monocikli¢nih jedinjenja kao Sto su benzen, toluen i ksilen. Mnogi od ovih gena
diseminovani su pomo¢u HGT, o ¢emu svedoce njihove paralogne kopije kod srodnih vrsta.

-----

aromati¢nih jedinjenja moguce je posti¢i transferom pomenutog plazmida pJP4 poreklom iz
odabranih sojeva E. coli i C. necator u mikropopulacije zemljisnih bakterija, ¢ime se postize bolja
degradacija hlor-supstituisanih fenola (Garbisu i sar. 2017). Jussila i sar. (2007) preneli su uspesno
TOL plazmid (Cesto oznacen kao PWWO0), koji nosi gene za degradaciju toluena, sa izabranih sojeva
P. putida (donor) u P. oryzihabitans (recipijent) tako da i recipijent onda moze da degraduje toluen i
srodna aromati¢na jedinjenja. TOL plazmid je dobro okarakterisan plazmid koji se prirodno nalazi
kod razlic¢itih sojeva P. putida i moze se uspe$no preneti na mnoge druge recipijente (Franklin i sar.
1981; Benson i Shapiro, 1978).

Osim za biodegradaciju, bakterije mogu biti geneticki modifikovane da sluze kao senzori Koji
detektuju ranu pojavu odredenih toksi¢nih jedinjenja. Na taj nacin Su razvijeni Pseudomonas sp.
biosenzori za p-nitrofenol i Rhodococcus sp. biosenzori za hlorovane fenole i nitrofenole sa lux
operonima koji omogucavaju aktiviranje bioluminiscencije u prisustvu fenola (Banik i sar. 2008;
Riedel i sar. 1993; Emelyanova i Reshetilov, 2002).

1.4.4 Bakterijska rezistencija na fenol

Rezistencija na fenol i kapacitet degradacije fenola mogu se posmatrati kao dva zasebna fenomena,
iako je jasno da svi sojevi koji efikasno degradiraju fenol pri visokim inicijalnim koncentracijama
moraju biti i rezistentni na isti. Medutim, iako su prakti¢no sve bakterije sposobne da degradiraju
fenol i srodna jedinjenja u niskim inicijalnim koncentracijama, znatno manji broj je sposoban da
prezivi visoke incijalne koncentracije fenola i da pritom odrzi isti nivo metabolicke aktivnosti. Razlog
razdvajanja mehanizama biodegradacije fenola i rezistencije na fenol poti¢e od Einjenice da je
katabolizma lignina). Nasuprot tome, rezistencija na fenol je evolutivno vrlo mlada pojava, koja se
javila tek sa industrijskom revolucijom sredinom 18. veka i oslobadanjem ogromne koli¢ine fenola 1
drugih srodnih ksenobiotskih jedinjenja u zZivotnu sredinu. Bakterije su se brzo prilagodile nagloj
promeni uslova Zivotne sredine pa su tokom ranog 20. veka identifikovani prvi sojevi bakterija
rezistentni na fenol (Harde i Jackson, 1918). Pokazano je da je bakterijsku rezistenciju na fenol
moguce indukovati in vitro, izlaganjem bakterijskih populacija rastu¢im koncentracijama fenola
(Berger i Wyss, 1952).

Berger i Wyss (1952) prvi primecuju da je rezistencija na fenol mnogo rasprostranjenija kod Gram-
negativnih nego kod Gram-pozitivnih bakterija, a razlog tome je struktura ¢elijskog zida. Izaki i sar.
(1981) pokazuju da rezistencija na pentahlorofenol (PCP) pojedinih Gram-negativnih bakterijskih
sojeva ne mora nuzno biti pracena i efikasnom biodegradacijom. Analiza rezistencije Cestih bolnickih
bakterijskih sojeva na uobicajene fenolne dezinficijense potvrduje da je rezistencija Gram-negativnih
bakterija pre urodena (zavisna od same strukture ¢elijskog zida Gram-negativnih bakterija), nego §to
je zavisna od plazmidne regulacije i drugih specifi¢énih mehanizama rezistencije (Guimaraes i sar.
2000).

Ipak, iako je struktura celijskog zida odlucujuéi faktor za rezistenciju na fenol, postoje i neki retki
visokospecifiéni mehanizmi rezistencije. Efluks pumpe odgovorne za multirezistentnost (multi-drug
resistance, MDR) sluze i za izbacivanje PCP kod multirezistentnih sojeva P. aeruginosa. PCP ¢e kod
nekih sojeva ove bakterije izazvati prolaznu rezistenciju i na neke antibiotike, upravo zbog aktivacije
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pumpe preko vezivanja za njen genski aktivator (Zhang i sar. 2018). P. aeruginosa je u ovom smislu
izuzetak koji potvduje pravilo. Fenolna jedinjenja, prirodnog i vestackog porekla, kod vecine
bakterija indukuju i vecu osetljivost na antibiotike (Miklasinka-Majdanik i sar. 2018). Takode, mnogi
fenol-rezistentni, Gram-negativni sojevi izolovani iz bolnica nisu istovremeno rezistentni na vise
antibiotika (Guimaraes i sar. 2000).

U jednoj od retkih studija koje se bave genetickom osnovom rezistencije na fenol Ajaz i sar. (2004)
tvrde da se geni za rezistenciju na fenol nalaze na plazmidnoj DNK, jer se rezistencija na fenol gubi
posle degradacije plazmidne DNK akridin-narandzastim (acridine orange, AO), tokom tzv. ,,plasmid
curing® metode. ,,Cured* bakterijske ¢elije, naknadno transformisane plazmidnom DNK, ponovo
ispoljavaju rezistenciju na fenol.

Postoje primeri Gram-pozitivnih bakterija koje imaju visok nivo rezistencije na fenol i degradacije
fenola i izolovane su uglavnom iz aktiviranog taloga industrijskih postrojenja za preéiséavanje
otpadne vode (Banerjee i Gohshai 2010; Hasan i Jabeen 2014; Ereqgat i sar. 2017). Vrlo redak primer
Gram-pozitivnih bakterija izolovanih iz prirodnog, nezagadenog staniSta su sojevi Bacillus sp. i
Streptomyces sp. iz rizosfere ramondi (Ramonda serbica L. i R. nathaliae L.). Ovi sojevi su
prezivljavali i efikasno eliminisali visoku inicijalnu koncentraciju fenola (2000 mg L) za samo 6
dana u laboratorijskim uslovima. Fiziologija ovih bakterijskih sojeva nastala je evolucijom u ovoj
vrlo specificnoj, uzanoj ekoloskoj niSi kakva je rizosfera ramondi, u kojoj biljke sintetiSu i
akumuliraju veliku koli¢nu fenolnih jedinjenja pred ulazak u period mirovanja (Poki¢ i sar. 2011).

Iako je rezistencija na fenol prisutna kod vec¢ina Gram negativnih sojeva, njihova degradativna
sposobnost je ograni¢ena inicijalnom koncentracijom fenola. Samo pojedini sojevi ovih bakterija su
sposobni da elimini$u fenol na ovako visokoj inicijalnoj koncentraciji fenola. Za vecinu sojeva,
koncentracija koju mogu eliminisati ne prelazi 1200 mg L (Pradhan i Ingle, 2007). Vrlo retko,
bakterije ostaju metabolicki aktivne na vi§im koncentracijama (2000 mg L™?) i degradiraju fenol
(Jabeen i Hasan, 2014).

lako je rezistencija na fenol dugo poznat fenomen u nauc¢noj javnosti, malo paznje je posveceno
potpunom rasvetljavanju svih njenih mehanizama. Bez obzira na mali broj studija koje se bave ovom
temom, oCigledno je da, osim nespecifi¢ne, urodene rezistencije koju pruza lipopolisaharidni omotaé
Gram-negativnih bakterija, postoje 1 razni drugi, specificni mehanizmi rezistencije.

1.45 Aklimatizacija bakterijskih sojeva na fenol

Inhibicija metabolicke aktivnosti pri visokim inicijalnim koncentracijama fenola je osnovno
ograni¢enje mnogih bakterijskih sojeva koji bi mogli biti upotrebljeni u bioremedijaciji zagadenja
fenolom. Ovo ograni¢enje moze da se prevazide aklimatizacijom in vitro.

Aklimatizacija ili aklimacija se definiSe kao progresivno prilagodavanje organizma na promenu
uslova spoljasnje sredine koje izaziva fizioloski stres. Aklimatizacija se moze podeliti na metabolicku
(biohemijsku) i strukturnu (odnosno, morfolosku). Metabolicka aklimatizacija se uglavnom
objasnjava promenama koncentracije i/ili aktivnosti esencijalnih enzima. Strukturna aklimatizacija
podrazumeva promene u sastavu membranskih lipida, pogotovo u pogledu udela zasi¢enih hemijskih
veza u odnosu na nezasicene, ili sintezu zastitnih faktora (najpoznatiji primer su molekulski Saperoni).
Aklimatizacija u laboratorijskim uslovima se ¢esto naziva aklimacija, mada mnogi autori ova dva
pojma Kkoriste podjednako (Gu i sar. 2016).

Aklimatizacija se spontano odvija u aktiviranom talogu u postrojenjima za pre¢is¢avanje vode. Ovaj
fenomen je odavno prepoznat i koristi se i za optimizaciju procesa preciS¢avanja voda, namernom
aklimacijom aktiviranog taloga (Young i Rivera, 1985; Colvin i Rozich, 1986; Shimp i Pfaender,
1987; Wiggins i Alexander, 1988; Tibbles i Baecker, 1989).
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lako je aklimatizacija odavno poznat fenomen, ta¢ni mehanizmi Cesto nisu dovoljno poznati.
Aklimatizacija odrazava fenotipsku plasticnost pojedinacnog organizma ili bakterijske populacije
izloZene istom stresnom faktoru, te je genetic¢ki ograni¢ena (Dewitt i sar. 1998).

Aklimatizacija, za razliku od adaptacije, koja je trajna i nasledna, traje samo dok je prisutan stresni
faktor spoljasnje sredine i uti¢e samo na ograni¢eni broj organizama. Po prestanku delovanja stresnog
faktora, aklimatizacija se postepeno gubi u procesu koji se naziva deaklimatizacija (Moreno-Andrade
i Buitron, 2004).

Wiggings i sar. (1987) sugeriSu da vreme aklimatizacije meSovite mikrobijalne populacije u
laboratoriji odreduju selekcija, umnozavanje specijalizovanih mikroorganizama, fizioloska
transformacija tj. promene u nivou aktivnosti enzima, regulacija i sinteza proteina, regulacija genske
aktivnosti, mutacije, itd. U aerobnim mikrobijalnim populacijama, periodi aklimacije traju od
nekoliko sati do nekoliko dana. U vreme aklimacije ulazi i vreme potrebno da dode do zamene
glavnog metabolickog puta alternativnim — npr., prelaz sa koriS¢enja acetata na koriS¢enje 4-
hlorofenola (Moreno-Andrade i Buitron, 2004). Na vreme aklimacije na vi§im koncentracijama 4-
nitrofenola (1 — 10 mg L) vise uti¢e inicijalna koncentracija 4-nitrofenola, od veli¢ine inokuluma tj.
inicijalne koncentracije bakterija (Zaidi i sar. 1996). U degradaciji smeSe fenolnih derivata,
ukljucujudi i fenol, efikasniji je aklimatizovani aktivirani talog (meSovite bakterijske populacije) od
pojedina¢nih bakterijskih monokultura (Moreno-Andrade i Buitron, 2004).

Aklimacija se Cesto izvodi na sekvencnim Sarznim reaktorima (sequence batch reactors, SBR)
(Didanovi¢ i Sekuli¢, 2011). To su sloZeni, automatizovani sistemi koji se koriste u postrojenjima za
preciS¢avanje otpadne vode, ali mogu biti prilagodeni i laboratorijskoj upotrebi (Slika 10).
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Slika 10. Shema SBR za laboratorijsku upotrebu (prema Alzate Marin i sar. 2015)

Peristalticka Sinteficka
pumpa otpadna voda

Kako SBR nisu dostupni mnogim laboratorijama, aklimacija moze da se izvede i na konvencionalnim
te¢nim 1 ¢vrstim podlogama (Wang i sar. 2018).
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Prema literaturnim podacima, optimalna aklimacija se postize skokovitim povecavanjem
koncentracije, gde je svaka naredna koncentracija najmanje nekoliko puta ve¢a od prethodne (EI
Bestawy i sar. 2011; Wang i sar. 2016; Wang i sar. 2018). Cesto se, tokom aklimacije, bakterije izlazu
koncentracijama fenola koje su 10 do 100 puta vece od inicijalne. Vazno je naglasiti da sojevi koji
ve¢ na pocetku eksperimenta imaju visoke stope biodegradacije fenola ne mogu da postignu znacajno
vecu efikasnost aklimacijom. Sojevi koji su na pocetku aklimacije bili relativno neefikasni, na kraju
aklimacije viSestruko povecavaju stopu biodegradacije, $to potvrduje ¢injenicu da je odgovor na fenol
ogranicen genetickim faktorima i da preko ovih zadatih ograni¢enja nije moguce povecati efikasnost
biodegradacije (Mailin i Firdausi, 2006).

Fenol moze da bude i jedini izvor ugljenika tokom aklimacije u definisanoj hranljivoj podlozi (Wang

i sar. 2018), ili to mogu biti fenol i glukoza pri ¢emu se koncentracija fenola povecava, a glukoze
smanjuje tokom eksperimenta (Mailin i Firdausi, 2006). Na kraju, izvor C-atoma moze da bude i
slozeni izvor poput peptona, ekstrakta kvasca, etanola, skroba, ili drugih aromati¢nih jedinjenja osim
fenola, kao u slucaju sintetickih otpadne vode koje imitiraju realne otpadne vode industrijskog ili
komunalnog porekla (Janzen i sar. 2009).

Bakterije su veoma pogodne za bioremedijaciju iz vise razloga: jednostavne su za manipulaciju, imaju
male nutritivne zahteve i ekoloski su neskodljive (ako su u pitanju autohtoni sojevi). Njihove
performanse se dodatno mogu poboljsati geneti¢kim inzenjeringom i aklimatizacijom. Ipak, bioloski
tretman uklanjanja fenola razli¢itim izabranim sojevima bakterija ima izvesna ograni¢enja koja su
vezana za bakterijsku aklimatizaciju na zagadenje kao §to su usporen rast u zavisnosti od
koncentracije fenola i potencijalna inhibicija rasta ukoliko je fenol prisutan u velikoj koncentraciji
(Mailin i Fidausi, 2006). Rizoremedijacija umanjuje ili eliminiSe ova ogranic¢enja koja postoje kod
same bakterijske bioremedijacije. Dobar primer efikasne sinergije biljaka i bakterija u procesu
rizoremedijacije su vrste porodice socivica i bakterije njihove rizosfere (Mkandawire i Dudel, 2007).

1.5 Socivice (Lemnaceae)

Socivice (Lemnaceae) predstavljaju porodicu visih vodenih biljaka i najmanjih poznatih cvetnica, sa
kosmopolitskom distribucijom. Porodica se sastoji iz 37 vrsta rasporedenih u pet rodova — Lemna,
Spirodela, Wolffia, Wolffiella i Landoltia (Sree i sar. 2016). U Srbiji su autohtone vrste mala so¢ivica
ili so¢ivica (Lemna minor L), trouglasta so¢ivica (Lemna trisulca L) i grbava socivica (Lemna gibba
L). Barska le¢a (Spirodela polyrhiza L) i volfija (Wolffia arhiza L) rede se nalaze u Srbiji.

Cela porodica je primer regresivne evolucije koja je dovela do nastanka izuzetno uproScene
morfologije i izmenjene fiziologije. Najblizi predackom stanju je rod Spirodela, dok je najdalji
Wolffia (Lemon i Posluszny, 2000). Smatra se da je regresivna evolucija bila odgovor na velike
fluktuacije u koli¢ini dostupnih nutrijenata predackih so€ivica, koja im je na taj nafin obezbedila
osvajanje stani$ta, nepovoljnih za vec¢inu biljnih vrsta. U modernoj istoriji, uprosc¢eni plan grade i
specificna fiziologija omogucéila je soCivicama opstanak 1 bujanje u staniStima zagadenim
industrijskom aktivnos¢u (Leng, 1999).

Telo soCivica se oznaCava kao talus ili fronda i predstavlja hibridno tkivo nastalo fuzijom
embrionalnih prekursora korena i stabla. Korenov sistem je takode pojednostavljen, bez korenskih
dlacica i, zavisno od roda, sastoji se iz jednog ili viSe linearnih korenova (Slika 11). Ponekad koren
potpuno izostaje kao kod nekih vrsta iz roda Wolffia (Lemon i Posluszny, 2000).

lako su cvetnice, cvetanje je kod socivica izuzetak, a ne pravilo. Reprodukcija se odvija gotovo
isklju¢ivo vegetativnim pupljenjem 0dnosno brzom deobom fronde. ,,Maj¢inska* fronda moze
proizvesti 10 generacija ,,k¢erki frondi za 10 dana. Ukupna biomasa soc¢ivica moze da se duplira za
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Slika 11. Predstavnici familije so¢ivica — Lemnaceae (Lindman, 1922)

1 — 3 dana pod optimalnim uslovima. Ova izuzetno brza vegetativna reprodukcija moze biti uspesno
iskoris¢ena u industriji prirodnih goriva (bioetanola i biobutanola), prirodnog dubriva, hrane za stoku
i hrane za ljudsku upotrebu, ali i u precis¢avanju otpadne vode zagadenih ljudskom aktivnoscu
(Escobar i Escobar, 2017).

Socivice prezivljavaju zimske mesece u obliku specijalizovanih germinativnih tvorevina, tzv.
turiona, koji su bogati skrobom i tonu na dno vodenog stanista (Slika 12). Turioni se metabolicki
aktiviraju 1 iz njih pupi nova generacija socivica sledeceg proleca.

Slika 12. Zreli turion so¢ivice (preuzeto sa: www.palomar.edu/ )

Socivice poseduju mali procenat mehanickih elemenata 1 lignina (<5%), $to im omogucava plutanje
na povrSini vode i istovremeno smanjuje koli¢inu otpadnog lignina koji nastaje njihovim
odumiranjem. Osim u industriji, ovakve karakteristike ih ¢ine i pogodnim model-sistemom za
laboratorijska istrazivanja zbog lake geneti¢ke manipulacije (manjak mehanickih elemenata olaksava
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manipulisanje, pogotovo geneticku transformaciju), pojednostavljene grade i brze reprodukcije uz
male zahteve za nutrijentima i uslovima rasta (Fu i sar. 2017).

Socivice reaguju brzo na sve promene zivotne sredine, tako da mogu biti 1 bioindikatori zagadenja na
osnovu promene odredenih fizioloskih parametara kao $to su inhibicija rasta i sadrzaj fotosintetickih
pigmenata (Forni, 2014).

Za primenu u bioremedijaciji, bitno je napomenuti da su socivice poznate i po svojoj sposobnosti da
akumuliraju teske metale iz spoljasnje sredine (Stout i sar. 2010). L. minor je veoma dobar akumulator
kadmijuma, koji se zadrzava u tkivu biljke. Akumulacija kadmijuma moze biti poboljSana
poveéanjem produkcije biomase uz prisustvo tzv. PGPB (plant-growth promoting) bakterijskih
sojeva (Stout i sar. 2010; Bianconi i sar. 2013).

1.5.1 Gajenje socivice in vitro

Visoka produkcija biomase, niski zahtevi za nutrijentima i moguénost rasta u hranljivoj podlozi sa
toksi¢nim supstancama, ¢ine so¢ivicu veoma pogodnom za gajenje in vitro i odliénim model-
sistemom za eksperimente vezane za bioremedijaciju. Zbog toga je sve viSe paznje posveceno
optimizaciji uslova za uzgajanje socivica in vitro (Yan i sar. 2013; Chakrabarti i sar. 2018).

Zarazliku od mnogih drugih makrofita, so¢ivice ne zahtevaju specifi¢ne uslove za uzgajanje, izuzetno
su tolerantne na velike varijacije u dostupnim nutrijentima, Kiselost hranljive podloge, temperaturu,
osvetljenost i1 elektroprovodljivost. Ipak, optimalno dupliranje biomase je zabeleZzeno u hranljivoj
podlozi sa dovoljnom koli¢inom amonijumovih i fosfatnih soli, pH vrednostima oko neutralne i vise,
optimalnoj temperaturi i uobi¢ajenom koli¢inom svetlosti (Chakrabarti i sar. 2018).

Istrazivanja pokazuju da je za gajenje soCivica in vitro pogodnija Hoagland (H) hranljiva podloga
(Ziegler i sar. 2016; Toyama i sar. 2006; Yamaga i sar. 2010; Ishizawa i sar. 2017a; Hoang i sar.
2010; Kristanti i sar. 2012; Wang i sar. 2015; Fu i sar. 2017), dok je za gajenje ex vitro bolji izbor
rastvor sli¢an MS hranljivoj podlozi (Kittiwongwattana i Vuttipongchaikij, 2013).

Za kvantifikaciju rasta socivica 1 procenu optimalne hranljive podloge za uzgajanje, koriste se sledece
veli¢ine: relativna stopa rasta (relative growth rate, RGR), stopa multiplikacije (MR), vreme
dupliranja biomase (doubling time, DT), nedeljni prinos (weekly yield, WY) ili godi$nji prinos
(yearly yield, YY).

Osnovni parametri koji se mere su: sveza masa (fresh weight, FW), suva masa (dry weight, DW) ili
jednostavno prebrojavanje ukupnog broja jedinki (frond number, FN). Posto broj frondi moze biti
ogroman, prebrojavanje se najcesce vrsi pomocu odgovarajucih programa (npr. ImageJ ili Medea).

Rast socivica je eksponencijalan, te ¢e se broj potomaka jedne fronde uvecavati na slede¢i nacin
(Nauman, 2007):

X; = xg % eRORW

Vrednost X moze biti FW, DW, FN u odgovaraju¢em trenutku (t0 — na pocetku uzgajanja, t — U
kasnijem vremenskom intervalu).

Ukoliko se merenje odvija u dve poznate, fiksirane vremenske tacke, onda se prethodna jednacina
svodi na:

_(nx; — lnxl)/
RGR (T, = o)

RGR se izrazava kao inkrement parametra X po danu.

U ovim izraunavanjima, FW se ¢esce koristi od FN, tako da je RGR najéesce izrazen kao g dan .
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RGR je geneticki determinisan i najveéi je kod L. aequinoctalis, a najmanji kod Wolffia spp. Kod L.
minor, iznosi oko 0.4 g dan (Ziegler i sar. 2015).

Ako hranljiva podloga sadrzi supstancu koja negativno uti¢e na rast biljaka, vazno je odrediti i indeks
tolerancije (Ti) biljke prema datoj supstanci.

Najcesca jednacina za izracunavanje Ti je (Wilkins, 1978):

Suva biljna masa (gajena u suplementovanom medijumu)
Suva biljna masa (kontrola)

Ti (bezdimenziona veli¢ina ili procenti) ukazuje na gubitak biomase izazvan toksi¢nom supstancom.
Smatra se da su biljke sa Ti > 50% tolerantne na prisustvo zagadujuce supstance.

Primeceno je da je koren svake sledece generacije soc¢ivica sve kraci, ako su uslovi gajenja optimalni
(Yamaga i sar. 2010). Svaki faktor koji uti¢e na skracenje korena kod svake sledece generacije ima
pozitivan efekat na rast, tako da se i prosecna duzina korena cele populacije moze iskoristiti kao
parametar rasta.

1.5.2 So¢ivica (Lemna minor L.)

Socivica (L. minor) se moze naci na skoro svim kontinentima, izuzev Severnog i Juznog Pola.
Takode, ovo je najcesca vrsta socivice u Evropi i Severnoj Americi. So€ivica je tipi¢an predstavnik
porodice, sa minijaturnom frondom (3 — 5 mm u pre¢niku), brzom vegetativnom reprodukcijom,
kratkim vremenom dupliranja biomase i jednim linearnim korenom duzine 2 — 5 cm u prirodi. U
optimalnim uslovima koji jedino mogu da se postignu in vitro (redovno pasaziranje odnosno
supkultivisanje sa prethodne hranljive podloge na sledecu, svezu podlogu) koren je izrazito kratak
(Slika 13).

Slika 13. Makroskopski izgled so¢ivica gajenih pod optimalnim uslovima u MS hranljivoj podlozi. Duzina korena je <
0.5cm

U uslovima nedostatka nutrijenata in vitro, kao i u prirodnoj sredini, uo¢avaju se dugi korenovi
(Slika 14).
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Slika 14. Makroskopski izgled so¢ivica gajenih pod suboptimalnim uslovima. Korenovi su izduzeni. DuZina korena je

>2 cm

Socivica raste u staja¢im vodama poput jezera, bara i privremenih vodenih akumulacija i znacajan je
izvor hrane za ribe, ptice, insekte i njihove larve. Tokom vegetativnog razmnoZavanja regenerise dve
lateralne vegetativne tvorevine — ,,dZepic¢e” — u odnosu na centar maj¢inske fronde (Slika 15). U ovim
dzepi¢ima razvijaju se vegetativne propagule, zageci ¢erki-frondi. Cerke-fronde se ne odvajaju odmah
po sazrevanju, tako da se socivice nalaze povezane u nizu od 3-4 fronde oko majcinske biljke (Landolt

1986).

Apeks biljke |

w
o Zavrietak vene

Bo¢na vena

Centar vene

ajveca distanca izmedu
ho¢nih vena je ispod sredine
fronde

odus (baza vene) i mesto
pocetka korena

propagule)

Slika 15. Mikroskopski snimak soc¢ivice, sa osnovnim anatomskim karakteristikama. Vidljive su ¢erke-fronde: zrelija

desno dole, i novoformirana u propaguli tj. vegetativnom dZepicu, levo. (Preuzeto i modifikovano sa

www.palomar.edu/)

U odnosu na druge predstavnike familije, so¢ivica ¢eSc¢e formira cvetove (Slika 16) i semena, te stoga
cela populacija ima vecu geneticku raznovrsnost, tj. vise genotipova koji su se prilagodili specificnim
uslovima svog stanista (Ho i sar. 2018).
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Slika 16. Cvetovi soivice (preuzeto sa www.gobottany.nativeplanttrust.org/ )

Kao i drugi predstavnici porodice, i socivica ima nizak sadrzaj lignina i vrlo visok sadrzaj skroba
(>40%). Zbog visokog sadrzaja skroba i brzog dupliranja biomase, so€ivice su i osnova za brzu
produkciju bioetanola (latrou i sar. 2018). Godisnji prinos bioetanola (izrazen kao kg/ha po godini)
kod socivica moze biti ¢ak do 50% ve¢i u odnosu na kukuruz (Xu i sar. 2011).

Socivica akumulira i azot, fosfor i teSke metale iz zagadenih i otpadne vode, tako da se njena

bioremedijaciona aktivnost moze istovremeno Koristiti sa potencijalom za proizvodnju biogoriva
(Stout i Nuesslein, 2010).

1.5.3 Fitoremedijacija fenola i srodnih jedinjenja pomo¢u socivica

Kada je re¢ o fitoremedijaciji voda zagadenih fenolom, vazno je naglasiti da je potpuna
biodegradacija fenola do ugljen-dioksida (CO3) i vode (tzv. ,,duboka oksidacija*) od strane biljaka
ekstremno retka u prirodi. Jedino bakterije poseduju mogucénost potpune degradacije fenolnih
jedinjenja (Burken i Ma, 2003; Agostini i sar. 2011).

Ogata i sar. (2012) pokazali su da skoro celokupna eliminacija 4-terc-butilfenola (4-t-BP) barskom
le¢om (Spirodela polyrhiza) zavisi samo od jedne bakterijske vrste u njenoj rizosferi - Sphingobium
fuliginis. Posto su dezinfikovane (sterilisane), ove biljke potpuno gube sposobnost uklanjanja 4-t-
BP. Prethodno, Hoang i sar. (2010) pokazali su da je efikasnost eliminacije razli¢itih aromati¢nih
jedinjenja stimulisana u prisustvu mesovite mikrobijalne populacije rizosfere barske lece.

Poznato je da socivice elimini$u niz fenolnih derivata iz vodene sredine, ali taan mehanizam i krajnji
proizvodi nisu potpuno rasvetljeni. Peroksidaze sa vancelijskim delovanjem igraju glavnu ulogu u
odgovoru na prisustvo fenolnih jedinjenja kod soc€ivica, kao i biljaka uopste (Ziegler i sar. 2016).
Tipi¢ni predstavnici porodice, S. polyrhiza, Lemna aoukikusa i L. gibba elimini$u razli¢ite endokrine
disruptore, koji su po strukturi svi aromati¢na jedinjenja, skoro isklju¢ivo peroksidazama vezanim za
¢elijski zid, ali i vodonik-peroksidom u propratnom procesu koji se naziva bio-Fentonova reakcija i
koji nije direktno kontrolisan enzimima, ve¢ je posledica nakupljanja vodonik-peroksida tokom
oksidativnog stresa (Reis i sar. 2014). Ovo je velika prednost peroksidaza, jer istovremeno deluju
direktno 1 indirektno na aromati¢na jedinjenja, Cesto inicirajuci i neenzimsku polimerizaciju u kojima
nastaju polifenolni precipitati (Adler i sar. 1994; Pradeep i sar. 2012; Kurnik i sar. 2015). Na kraju,
Yamaga i sar. (2010) pokazali su da Cak i sterilna L. aoukikusa uspesno eliminiSe fenol iz hranljive
podloge tokom 2 nedelje gajenja, mada se autori nisu bavili dubljom analizom njenih metabolickih
puteva.

Mkandawire i Dudel (2007) isticu i drugi nacin neutralizacije fenolnih jedinjenja, a to je
glikozilovanje. Naime, biljne glikozilaze vezane za ¢elijski zid transformiSu fenol u manje toksi¢na
jedinjenja koja mogu da se preuzmu membranskim transportom i ugrade u ¢elijski zid ili vakuolu.
Ovaj proces je upravo primer prethodno pominjane fitosekvestracije. Uz sve navedeno, inicijalna
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koncentracija fenola moze da se umanji za kratko vreme i pasivnim procesom vezivanja fenola od
strane socCivica tokom biosorpcije, a ne samo metabolickom transformacijom (Younis i sar. 2016).

Hlor-supstituisani derivati fenola su vrlo toksi¢ni, stabilni i karcinogeni molekuli koji mogu nastati
tokom tretiranja otpadne vode hlorom i koji su u osnovi mnogih biocidnih sredstava, ukljucujuci i
dezinficijense koji se koriste u bolnicama i pesticide, a protiv kojih je mikrobiom uglavnom
neefikasan. Ovo je jedan od razloga zasto je dihlordifeniltrihloretan (DDT) veoma Stetan i postojan
polutant, koji se nalazi u nedozvoljeno visokim koncentracijama u zivotnoj sredini ¢ak i posle vise
od 20 godina od zabrane upotrebe u Evropskoj Uniji (Silva i sar. 2018). Medutim, L. gibba i L. minor
hlor-supstituisane fenole i nesupstituisani fenol uspe$no odstranjuju glikozilacijom iz vodenih
sredina, pretvaraju¢i ih u B-glikopiranozide. L. minor je ¢ak efikasno i postepeno dehlorisala
supstituisane fenole (Ensley, 1996). Dalja istraZzivanja Lorber-Pascal i sar. (2004) pokazala su da f3-
glikopiranozidi nisu zavr$ni, nego intermedijerni metaboliti u transformaciji 2,4-dihlorofenola (2,4-
DCP) i fenola kod male so€ivice. Transformacija 2,4-DCP i fenola kod male so¢ivice se nastavlja u
smeru nastajanja malonil- ili acetil-estara, a zavrSava retkim glikozil-pentoznim konjugatima.
Takode, S. oligorhiza izuzetno efikasno uklanja DDT u poredenju sa drugim vodenim biljkama (Gao
i sar. 2000). U ovom slucaju, aktiviraju se nespecificne biljne dehalogenaze i redukuju supstrat do
jedinjenja koja se stabilno vezuju za biljne strukture. S. oligorhiza ispoljava jo$ jednu osobinu
socivica, a to je visoka tolerancija na polutante, a akumulira netransformisani deo DDT u vakuolama.

Kao potencijalno vazni enzimi za uklanjanje fenola pominju se i polifenol-oksidaze (PPO), ali
literaturni podaci o ovoj aktivnosti PPO su relativno ograniceni (Mukherjee i sar. 2013). PPO deluju
na razli¢ite supstrate, mogu biti ukljuceni i u vrlo specifi¢ne metabolicke puteve (Araji i sar. 2014;
Sullivan i sar. 2015). Lon¢ar i sar. (2011) pokazuju da PPO mogu ukloniti 4-hlorofenol, 5-bromofenol
i fenol iz vodenog rastvora. Tadi¢ i sar. (2014) pokazuju da aktivnost PPO zelene salate raste tokom
gajenja u hranljivoj podlozi sa fenolom (200 mg L1). Aktivnost PPO kod sogivica su proucavali Forni
i sar. (2011) da bi istrazili njihovu ulogu u prisustvu toksi¢ne supstance (natrijum dodecil-sulfata,
SDS) i utvrdili da aktivnost PPO raste sa porastom koncentracije SDS. Jedna od poznatih uloga PPO
jeisignalna. Enzimi ,,alarmiraju biljku o prisustvu toksi¢nih koncentracija fenola (Bais i sar. 2004).
PPO su heterogena grupa enzima ¢ije sve bioloske uloge nisu potpuno rasvetljene (Meyer i sar. 2006;
Holzapfel i sar. 2010).

Svi do sada opisani biljni metabolicki putevi koji sluZze za biotransformaciju fenolnih jedinjenja
pocinju peroksidazama, a zavrSavaju se glikozilovanim i hidroksilnim jedinjenjima, ugljovodoni¢nim
konjugatima, alkilovanim fenolima i razli¢itim polimerima (Reis i sar. 2014). Medutim, mnogi detalji
o ovim metaboli¢kim putevima i dalje izostaju.

1.5.4 Fenoli oksidativni status soéivice

Vecina biljaka ima moguc¢nost da odgovori i da se prilagodi na razli¢ite uslove sredine i promene Koje
se U njoj dogadaju. Promene u spoljasnjoj sredini mogu biti vece ili manje, ali u svakom slucaju
predstavljaju stres za biljku, koja usled sesilnog nacina zivota, mora da se prilagodi razli¢itim vrstama
stresa. Stoga su biljke, tokom miliona godina evolucije, razvile veoma dobre mehanizme kojima
prezivljavaju promene u spoljasnjoj sredini. Biljke mogu tolerisati ili neutralisati veliki broj toksi¢nih
jedinjenja koja se nadu u njihovoj neposrednoj okolini i zato se veoma Cesto koriste kao remedijatori
zagadenih podrucja (Marti i sar. 2009). Medutim, usled nedostatka univerzalne vrste koja bi mogla
da raste na svim postoje¢im zagadenim podrucjima, paznja je usmerena ka pronalazenju novih vrsta.
Izuc¢avanje novih vrsta (remedijatora) koje mogu podneti rast na razli¢itim zagadenim podruc¢jima, a
uporedo ih preciScavati, predstavlja novu strategiju u ekologiji u celom svetu.

Oksidativni status biljaka menja se u odgovoru na spoljasnje faktore sredine. Oksidativni stres, do
koga dovode zagadivaci i ostali spoljasnji faktori, smatra se veoma vaznim c¢iniocem, kako za
kopnene, tako i za vodene biljke, koji odreduje toleranciju biljke (Basiglini i sar. 2018). Kao posledica
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stresa, u biljnim ¢elijama gomilaju se nusproizvodi aecrobnog metabolizma, tzv. reaktivne oksidativne
vrste (ROS). Svi ¢elijski delovi proizvode ROS kao prirodan nusproizvod, a pogotovo organele sa
visokim stepenom oksidativnog metabolizma kao $to su mitohondrije i hloroplasti. U ROS spadaju
superoksidni anjon, hidroksilni radikal, vodonik-peroksid i singlet kiseonik. ROS su delimi¢no
redukovane forme atmosferskog kiseonika i veoma su reaktivne u prirodi jer mogu reagovati sa
velikim brojem drugih molekula i metabolita kao Sto su: DNK, pigmenti, proteini, lipidi 1 drugi vazni
¢elijski molekuli (Seckin i sar. 2010). Iako je akumulacija ROS toksi¢na i ponekad letalna po celiju,
ROS imaju i signalnu ulogu u razli¢itim fizloskim procesima (npr. odbrana od patogena), a i u samoj
aktivaciji antioksidativne zastite biljke. Biljke se brane od stresa enzimskim i neenzimskim sistemom
antioksidativne zastite (Ashraf 2009; Ibanez i sar. 2012). U enzimski sistem antioksidativne zaStite
spadaju enzimi: superoksid dizmutaza (SOD), katalaze (CAT), peroksidaze (POX), glutation
reduktaze (GR), monodehidroaskorbat reduktaze (MDHAR), dehidroaskorbat reduktaze (DHAR).
Askorbinska kiselina, glutation, tokoferol, karotenoidi, flavonoidi, prolin i polifenolna jedinjenja
spadaju u neenzimski sistem antioksidativne zaStite. Zavisno od tipa spoljaSnjeg faktora
(hipersalinitet, susa, infekcija, zagadenje teSkim metalima ili organskim jedinjenjima) antioksidativni
sistem biljke odgovori¢e na razli¢ite nacine. Problem kod procesa fitoremedijacije je upravo promena
oksidativnog statusa, odnosno oksidativni stres, koji inhibira rast i razvice biljke. Biljka pod stresom
¢e imati limitirane moguénosti za fitoremedijaciju (Gerhardt i sar. 2009).

Od svih navedenih enzima, peroksidaze (POX) su prva i najvaznija enzimska odbrana od zagadenja
aromati¢nim jedinjenjima.

Peroksidaze (POX, EC 2.5.1.18) se nalaze u svim zivim organizmima. Biljne peroksidaze su
lokalizovane u ¢elijskom zidu i vakuolama i poznate su kao klasa III peroksidaza. Ukljuc¢ene su u
veliki broj fizioloskih procesa kao $to su: metabolizam auksina, formiranje lignina, povezivanje
elemenata ¢elijskog zida, odbrana od patogena i izduzivanje ¢elijskog zida. Korenovi biljaka izbacuju
velike koli¢ine POX u slu¢aju stresa izazvanog nekim zagadivac¢em (Rodriguez-Dorantes i sar. 2012).
POX regulisu koncentraciju vodonik peroksida jer kontrolisu njegovu redukciju uzimanjem elektrona
od razlic¢itih donorskih molekula kao §to su: fenolna jedinjenja, prekursori lignina, auksin ili
sekundarni metaboliti (Hiraga 1 sar. 2001). One uti¢u na smanjenje ROS katalizuju¢i reakciju u kojoj
je fenolni supstrat oksidovan, dok je ROS redukovan u manje opasnu formu.

Postoji veliki broj razli€itih izoformi POX koje su zasluZne za razlicite fizioloske procese i taj podatak
moze objasniti veliki broj radova koji se ti¢u njihove regulacije razli¢itih procesa (Passardi i sar.
2005). Ovi enzimi su posebno aktivni u korenu jer je ovaj organ zasluzan za kontakt sa vodom i u
njoj rastvorenim zagadivacima (Tamas 1 sar. 2007).

Peroksidaze se pojavljuju u dva osnovna oblika: askorbat-peroksidaze (APX) i gvajakol-peroksidaze
(GPX). APX (E.C.1.1.11.1) redukuju vodonik-peroksid do molekula vode i dehidroaskorbata (DHA),
koriste¢i askorbinsku kiselinu (AsA) kao redukujuci agens. Pojavljuju se u pet izoformi, i glavni su
enzim za smanjenje nivoa vodonik-peroksida, pogotovo u stresnim uslovima. GPX (E.C.1.11.1.7) su
enzimi sa hem-grupom koji elimini$u visak vodonik-peroksida i u normalnom, kao i u stresnom stanju
¢elije. GPX su ukljucene u biosintezu lignina i u odgovor na bioticki stres, ukljucujuéi i infekcije.
Imaju visok afinitet prema organskim donorima elektrona (gvajakol, piragalol), pa su stoga ukljuceni
1 u odgovor na aromati¢na ksenobiontska jedinjenja. GPX su aktivne unutar ¢elije (citosol, vakuole),
u apoplastu i van Celije, tako da se smatra da imaju Sirok odgovor na razli¢ite oblike stresa (Das i
Roychoudhury, 2014).

Zahvaljujuci svojim osobinama, POX su kao grupa vrlo aktivne u odgovoru na prisustvo fenola, kako
u direktnoj degradaciji fenola, tako i u smanjenju oksidativnog stresa koji fenol izaziva.. Kao $to je
ve¢ pomenuto, tipi¢ni predstavnici so¢ivica (L. minor, L. gibba i S. polyrhiza) upravo aktivno$¢u
POX direktno eliminiSu razli¢ita toksi¢na fenolna jedinjenja (Ensley i sar. 1996; Gao i sar. 2000;
Pascal-Lorber i sar. 2004; Reis i sar. 2014; Ziegler i sar. 2016). Medutim, POX ublazuju i negativne
efekte oksidativnog stresa izazvanog fenolom i na taj nacin dodatno Stite biljku.
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Poznato je da pojedini sojevi rizosfere socivica imaju pozitivan efekat na oksidativni status biljke,
ali je nejasno da li se taj uticaj zadrzava i u prisustvu fenola (Ishizawa i sar. 2017b). Zato su sve nove
studije o interakcijama socivica i bakterija u prisustvu fenola veoma vazne, kako sa naucne, tako i sa
ckoloske i ekonomske tacke glediSta. Za iznalazenje novih i efikasnijih nacina bioremedijacije fenola
iz vode neophodna su dalja nauc¢na istrazivanja koja ¢e biti osnov za buduce modele koji ¢e se
primenjivati u praksi.
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2. Ciljevi rada

Imajuéi u vidu da je do sada je bilo vrlo malo istrazivanja autohtonih populacija mikroorganizama
izolovanih iz rizosfere so¢ivice (Lemna minor L.), u cilju njihove upotrebe u uklanjanju fenola u
toku bioremedijacije, kao i da njena rizosfera moze biti izvor bakterija koje razgraduju fenol postavili
smo da cilj ovog rada bude moguénost uklanjanja fenola iz vodene sredine pomocu socCivice i
bakterija njene rizosfere. Specifi¢ni ciljevi rada su:

Ispitivanja koja se ti¢u primarno bakterija rizosfere socivice:

e Identifikacija i karakterizacija bakterijskih sojeva rizosfere socivice (Lemna minor L.).
e Ispitivanje bakterijske rezistencije na visoke koncentracije fenola.
e Odabir bakterijskih sojeva iz rizosfere soc¢ivice koji mogu metabolisati fenol, kao i odabir

bakterijskih sojeva koji najefikasnije uklanjaju fenol iz te¢ne hranljive podloge.
Ispitivanja koja se primarno odnose na rast i umnoZzavanje socivica:

e  (Odabir optimalnog protokola za uzgajanje so¢ivice in vitro.

e Ispitivanje rasta socivica u sterilnoj te¢noj hranljivoj podlozi sa fenolom i bez fenola.

e [spitivanje rasta socivica sa odabranim bakterijskim monokulturama sa ili bez fenola u
hranljivoj tecnoj podlozi i ispitivanje uticaja odabranih bakterija rizosfere socivice na
umnozavanje biljke.

e Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije fenola 4-aminoantipirinom (4-AAP) u

uzorcima sa so€ivicama, socivicama i bakterijama, 1 slobodnim bakterijama u suspenziji.
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3. Materijal i metode
3.1 Hranljive podloge

U ovom radu korisc¢ene su razlicite hranljive podloge za uzgajanje biljaka, kultivaciju i identifikaciju
bakterija.

Za uzgajanje biljaka socivice, koriS¢ene su:

Murashige-Skoog (MS) hranljiva podloga, sastava (mg L™): NHsNO3 1650, KNO31900, CaCl; x
2H,0 440, MgSO4 x 7H20 370, H2PO4 170, MnSO4 X 7H20 22.3, ZnSO4 x 4H20 8.6, H3BO3 6.2,
KJ 0.83, Na2M0O4 x 2H20 0.25, CuSO4x 5H.0 0.025, CaCl; x 6H20 0.025, Na,EDTA 37.2, FeSO4
x 7TH20 27.8, vitamin B1 0.1, vitamin B6 0.5, nikotinska kiselina 0.5, glicin 0.5.

Hoagland (H) hranljiva podloga, sastava (mg L™?): KNOs 195, Ca(NOs)2x4H20 200, KH2PO4 39,
MgSO4 x 7H20 48, H3BO3 0.5, MnCl2 x 4H>0 0.5, ZnSO4 x 7H20 0.05, CuSO4 x 5H,0 0.02,
Na:Mo0O4 x 2H20 0.01, helatno gvozde (Na-EDDHA) 2.8.

Za kultivaciju bakterija, osim te¢ne MS hranljive podloge sa ili bez fenola i ¢vrstih MS hranljivih
podloga sa 14% (w/v) agara sa ili bez fenola, kori§¢ene su i mikrobioloske podloge:

Luria-Bertani (LB) hranljive podloge (g L™): pepton 10, ekstrakt kvasca 5, NaCl 10.

MacConkey (MAC) agar, gotova podloga za identifikaciju Enterobacteriaceae, proizvodaca
BioMeérieux, Francuska.

Komponente svih podloga koje su pripremane u laboratoriji su rastvorene u destilovanoj vodi i
autoklavirane 15 minuta na +121°C.

3.2 Biljni materijal

Zrele fronde socivice (Lemna minor L.) prikupljene su sa vodene povrsine u basti Instituta za bioloska
istrazivanja ,,SiniSa Stankovic¢®, Univerzitet u Beogradu. Biljke su ispirane teku¢om vodom tokom 60
min da bi se odstranile krupnije necistoc¢e. Posle toga su povrSinski sterilisane u rastvoru
komercijalnog izbeljivaca (varikine) sa 5% (v/v) natrijum-hipohlorita, i to 2 puta po 5 minuta (Slika
17).

V/ /s
N /|
Slika 17. Povrsinski sterilisane so¢ivice pre zasejavanja u hranljivu podlogu
Na kraju, biljke su isprane sterilnom destilovanom vodom tri puta. Po nekoliko frondi je postavljano

na dve razli¢ite hranljive podloge in vitro: MS (Murashige i Skoog, 1962) i H (Hoagland i Arnon,
1950) hranljivu podlogu (Slika 18).
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Slika 18. Povrsinski sterilisane so¢ivice u hranljivoj te¢noj MS podlozi

Obe hranljive podloge su sadrzale 30 g L saharoze. Kona¢na pH vrednost hranljive podloge je bila
podesena na 6.2.

Biljke su uzgajane na 24 + 2°C (tokom svetlog fotoperioda koji traje 16h, biljke su primile koli¢inu
svetla od 40 pmol m2s?t posle ega je sledilo 8 h tamnog fotoperioda). Za eksperimente sa
bakterijskim monokulturama, in vitro biljni materijal, dobijen na prethodno opisan nacin, inokulisan
je odredenim, pojedina¢nim bakterijskim sojem.

3.3 Nesterilni biljni materijal

Za eksperimente sa nativnom mikrobijalnom populacijom, pod kojom se podrazumevaju Ssvi
mikrobijalni organizmi rizosfere koji su zateCeni na korenu socivice prilikom pocetnog prikupljanja
biljnog materijala, korak povrsinske sterilizacije biljnog materijala je preskocen. Intaktne fronde sa
korenom su isprane teku¢om vodom tokom 60 minuta, a zatim ispirane 2 puta sterilnom destilovanom
vodom. Nije koriS¢en rastvor varikine. Na taj na¢in su sac¢uvani mikroorganizmi koji su fizicki blisko
povezani sa rizosferom, dok su slobodnoplivaju¢i organizmi isprani vodom. Posle ovog postupka,
socivice sa nativnom populacijom mikroorganizama su dalje gajene u te¢noj hranljivoj podlozi.

3.4 lzolacija bakterijskih vrsta iz rizosfere socivice

Oko 10 nesterilnih frondi potopljeno je u 5 mL sterilne Luria-Bertani (LB) hranljive mikrobioloske
podloge (Sezonov i sar. 2007). Iz prekono¢nih kultura, uzeto je 100 pL suspenzije i preneseno na LB
hranljivu podlogu sa 14% (w/v) agara (Torlak, Srbija). Dobijene kolonije su subkultivisane vise puta
do postizanja &istih kultura. Ciste kulture su zatim analizirane pod mikroskopom ili presejane na
MacConkey (MAC) ploce (Mossel i sar. 1962). IzvrSena je preliminarna identifikacija na osnovu
rasta na MAC agaru i na osnovu bojenja po Gramu.

Da bi se utvrdilo da li postoji razlika u genetickoj strukturi bakterijskih sojeva u odnosu na njihov
prostorni raspored, nesterilne biljke su pripremljene na razli¢ite nacine i podeljene u Cetiri grupe: A
(obrisane o sterilni filter papir), B (osusene na vazduhu u sterilnom okruzenju), C (izolati su dobijeni
iz okolnog rastvora oko nesterilnih frondi) i D (isprane u destilovanoj vodi 2 puta po 15 minuta).
Uzorci bakterijske suspenzije (100 pL) gajene u prekonocnoj kulturi u LB te¢noj hranljivoj
mikrobioloskoj podlozi preneseni su na ¢vrstu LB hranljivu mikrobiolosku podlogu sa 14% (w/v)
agara. Ove Ciste bakterijske kulture su zatim iskoriS¢ene za dalju identifikaciju.
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3.5 Ekstrakcija genomske dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) bakterijskih sojeva rizosfere
solivice

Ukupna genomska DNK bakterijskih izolata je izolovana prema modifikovanom protokolu Le Marrec
i sar. (2000). Prekonoéne kulture zasejane su u te¢noj LB mikrobioloskoj podlozi (5 mL) i inkubirane
tokom no¢i na +30°C na rotacionom Sejkeru na brzini od 180 rpm. Uzorci prekonoéne kulture (1.5
mL) preneseni su u sterilne mikrotube koje su zatim centrifugirane tokom 5 min na 13000 rpm.
Supernatant je odbacen, a celijski talog paZljivo resuspendovan u 500 ul sterilnog PP pufera za
éelijsku lizu: NH4*CH3CH,COO™ 3.08 g L, Mg(CH3sCH2CO0), 0.21 g L saharoza 171.1g L ;
pH 8.0. Za lizu Gram-pozitivnih bakterija, PP pufer je sadrzao lizozim (Sigma, Saint Louis, USA)
(konaéna koncentracija: 200 pg mL™). Za Gram-negativne bakterije, PP puferu je dodata proteinaza
K (Sigma, Saint Louis, USA) (kona¢na koncentracija: 100 pg mL™). Uzorci sa PP puferom i
odgovarajuc¢im proteolitickim enzimima (lizozimom ili proteinazom K) su vorteksovani do potpunog
rastvaranja taloga, a zatim inkubirani 30 minuta na +37°C i centrifugirani 5 minuta na 13000 rpm.
Supernatant je odbacen, a talog resuspendovan u 500 pl sterilnog TEN pufera za ekstrakciju (50 mM
TRIS (2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol) 6.06 g L™, 10 mM EDTA 3.72 g L%, 50 mM NaCl
2.92 g L; pH 8.0) do pojave bistrog rastvora. Bistrom rastvoru sa TEN puferom zatim je dodato po
250 ul 2% rastvora natrijum-dodecil-sulfata (SDS).

Uzorci su dalje vorteksovani do pojave potpuno bistrog rastvora. Uzorcima je zatim dodato 250 pL
donje faze neutralnog fenola iz hloroform/fenol reagensa (hloroform:fenol 1:1), da bi se kasnije svi
uzorci vorteksovali do pojave ravnomerno bele boje rastvora. Uzorci su potom centrifugirani 10
minuta na 13000 rpm da bi se formirale gornja, inter- i donja faza. Gornja faza iz svakog uzorka je
zatim prenesena u nove sterilne tubice od 1.5 mL. Nakon toga, prethodni korak ekstrakcije u fenolu
je ponovljen. Ovim uzorcima je dodato 3M natrijum-acetata (pH 4.8) u odnosu 1:10 (v:v) tj. oko 75
pL. U slede¢em koraku, dodat je izopropanol u odnosu 1:1 (v:v) tj. oko 750 pL izopropanola, do
formiranja vidljivih, koncastih struktura koje predstavljaju DNK. Uzorci su blago promesSani i
centrifugirani tokom 15 minuta na 13000 rpm. Supernatant je odliven, a talogu je dodat 1 mL hladnog
70% etanola. Centrifugiranje je ponovljeno (13000 rpm tokom 5 minuta). Pazljivo, etanol je
odstranjen iz uzoraka, koji su zatim inkubirani 15 minuta na +37°C u otvorenim tubicama za
centrifugiranje, kako bi se suSenjem odstranio vi§ak etanola. OsuSeni uzorci su potom rastvoreni u 30
ML rastvora RNAze (Sigma, Saint Louis, USA). Ovaj rastvor je pripremljen razblazenjem 1 pL Stoka
koncentracije 10 mg/mL u 100 pL sterilne destilovane vode. Precipitati su inkubirani u rastvoru
RNAze tokom 15 minuta na +37°C.
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3.6 Lancana reakcija polimeraze (polymerase chain reaction, PCR) i identifikacija bakterijskih
sojeva pomocu sekvenciranja gena za 16S rRNK i gyrB

Genomska DNK je iskori§¢ena kao matrica za sintezu delova gena koji kodiraju 16S rRNK. Prajmeri
kori§¢eni za ovu reakciju su univerzalni prajmeri koje su dizajnirali Turner i sar. (1999). Za
identifikaciju bakterijskih sojeva pomocu gena za zirazu B (gyrB) koriS¢eni su univerzalni prajmeri
za Gram negativne bakterije (Tabela 4).

Tabela 4. Prajmeri za identifikaciju bakterijskih sojeva

Prajmeri za 16S rRNK Sekvenca (5°-3°)

UN1-16SF (forward primer) GAGAGTTTGATCCTGGC
UN1-16SR (reverse primer) AGGAGGTGATCCAGCCG

Prajmeri za gyrB

UP-18S (forward primer) GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA
UP-2Sr (reverse primer) AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC

Za PCR je koris¢ena KAPA Taq DNK polimeraza i KAPA Taq PCR kit (KAPA Biosystems, Boston,
USA). Reakciona smesa je sadrzala: 19.95 pL ultra-Ciste vode za PCR, 3 pL 10x KAPA Taq pufera,
2.4 uL 25 mM magnezijum-hlorida (MgCls), 0.6 uL. 10 mM mesavine dinukleotida (ANTP mix), po
1.2 pL svakog od navedenih prajmera (UN1-16SF i UN1-16SR tj. UP-1S i UP-2Sr), 0.15 pL
S5UuKAPA Taq DNK polimeraze, i 1.5 pL matri¢cne DNK. Uslovi PCR reakcije su prilagodeni prema
uputstvima proizvodaca polimeraze (KAPA Biosystems, Boston, USA) (Tabela 5).

Tabela 5. Uslovi lancane reakcije polimeraze (PCR) za identifikaciju bakterijskih sojeva

Temperatura Trajanje faze Faza reakcije Broj ciklusa
+94°C 5 minuta Inicijalna denaturacija 1

+94°C 30 sekundi Denaturacija 30

+50°C 30 sekundi Hibridizacija 30

+72°C 90 sekundi Elongacija 30

+72°C 7 minuta Finalna elongacija 1

+4°C Preko no¢i Kraj reakcije 1

Osam mikrolitara PCR proizvoda naliveno je u 1% agarozni gel sa 1x Tris-acetat-
etilendiamintetrasiréetnim (TAE) puferom (40 mM Tris, 20 mM sircetne kiseline, | mM EDTA) na
90V tokom 1h, na gelu sa EtBr. Trake sa amplifikovanom DNK su vizuelizovane pod UV svetlom i
paZzljivo ise€ene sterilnim skalpelom iz gela.

Trake sa PCR proizvodima su zatim pre¢i§¢ene pomocu kolona iz QIAquick Kit/250 (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany), prema uputstvima proizvodaca. PreciS¢eni proizvodi su dodatno analizirani
pomocu elektroforeze na agaroznom gelu (na isti na¢in kao i prethodno opisano), i fotografisani pod
UV svetlom. Prec¢is¢eni PCR proizvodi su poslati na sekvenciranje u Macrogen (Netherlands).
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3.7 Bioinformaticka analiza, filogenetska stabla i ekoloska raznovrsnost bakterijskih sojeva

Dobijene DNK sekvence su vizuelno proverene u FinchTV programu, verzija 1.4.0, a zatim
analizirane BLAST programom za pronalazenje srodnih nukleotidnih sekvencija iz dostupnih baza
podataka (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Filogenetski odnosi medu sojevima su prikazani
filogenetskim stablima koja su konstruisana pomoéu MEGA7 programa (MEGA7: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger datasets, 2015) (Kumar i sar, 2015).

Ekoloska raznovrsnost je predstavljena pomoc¢u Shannonovog indeksa za racunanje ekoloskog
diverziteta, koji predstavlja zastupljenost datog taksona u ukupnoj populaciji sastavljenoj iz vise
taksona:

H=-3"(%mnk) 1)

3.8 Test rezistencije na fenol

Da bi se utvrdio broj fenol-rezistentnih bakterijskih sojeva, pripremljene su ploce sa MS hranljivom
podlogom, 14% agara (w/v) i saharozom (30%) kao osnovnim izvorom ugljenika. U hranljivu
podlogu dodate su rastuée koncentracije fenola: 200, 500 i 1000 mg L. Iz prekonoénih kultura
gajenih na LB te¢noj hranljivoj podlozi, uzeto je po 100 pL suspenzije koja je prenesena na MS ¢vrstu
hranljivu podlogu sa fenolom. Svi sojevi su testirani na moguénost rasta na 1000 mg L fenola bez
prethodne aklimatizacije (direktnim zasejavanjem iz prekonoéne kulture na MS agar sa 1000 mg L™
fenola), i na moguénost rasta na 1000 mg L sa prethodnom aklimatizacijom. Aklimatizacija je
podrazumevala direktno prenoSenje kultura sa ploca sa nizom koncentracijom fenola, na vise
koncentracije fenola (sa 200 mg L™ na 500 mg L i zatim sa ove koncentracije, na najvisu
koncentraciju od 1000 mg L™?).

3.9 Moguénost rasta bakterija u te€noj hranljivoj podlozi sa fenolom kao jedinim izvorom
ugljenika

Da bi se utvrdio broj sojeva koji mogu da koriste fenol kao jedini izvor ugljenika, svi sojevi su
zasejani u 50 mL te¢ne MS hranljive podloge bez saharoze, sa dodatkom 20 mg L™ fenola (minimalna
hranljiva podloga). Ostale komponente hranljive podloge su ostale iste kao u originalnoj MS
hranljivoj podlozi. Iz prekono¢nih kultura svih bakterijskih sojeva za koje je utvrdeno da rastu na
fenolu (42 soja), uzeto je po 1 mL suspenzije koja je kratko centrifugirana (13000 rpm, 5 minuta).
Supernatant je odbacen, a Celijski talog pazljivo ispran u 1 mL sterilne destilovane vode da bi se
odstranili ostaci LB hranljive podloge. Ova suspenzija je ponovo kratko centrifugirana, a zatim
resuspendovana (1 mL) u minimalnoj hranljivoj podlozi. Turbiditet (pojava zamucenja) uzeta je kao
kriterijum rasta bakterija.
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3.10 Biohemijska identifikacija bakterija pomo¢u Vitek 2 sistema

Bakterijski sojevi sa najuspe$nijim rastom su prenoseni na LB hranljivu podlogu i njihov identitet je
dodatno potvrden Vitek 2 automatskim sistemom za biohemijsku identifikaciju bakterija
(Biomerieux, Mercy, France) u Laboratoriji za mikrobiologiju GAK ,,Narodni Front“. Vitek 2 obavlja
potpuno automatizovanu identifikaciju patogenih 1 nepatogenih Gram negativnih bakterija pomocu
komercijalno dostupne VITEK 2 GN kartice koja sadrzi 47 biohemijskih testova za ispitivanje
koriS¢enja raznih izvora ugljenika, enzimske aktivnosti bakterija, 0129 rezistencije i zone inhibicije
(Crowley i sar. 2012). Spisak ovih reakcija predstavljen je tabelarno (Tabela 6).

Tabela 6. Spisak automatizovanih biohemijskih testova u Vitek 2 sistemu

Ala-Phe-Pro-arilamidaza L-arabitol

H,S produkcija D-glukoza

Beta-glukozidaza D-manoza

L-Pro-arilamidaza Tyr arilamidaza

Saharoza Citrat

L-laktat alkalinizacija Beta-N-acetil galaktozaminidaza
Glicin arilamidaza L-histidin asimilacija

0129 rezistencija ELLMAN

Adonitol D-celobioza

Beta-N-acetil glukozaminidaza Gamma-glutamil transferaza

D-maltoza Beta-ksilozidaza
Lipaza Ureaza
D-tagatoza Malonat

Alfa-glukozidaza

Alfa-galaktozidaza

Ornitin dekarboksilaza

Kumarat

Glu-Gly-Arg aminidaza

L-laktat asimilacija

L-pirolidonil arilamidaza

Beta-galaktozidaza

Glutamil arilamidaza pNA

Fermentacija glukoze

D-manitol Beta-Ala arilamidaza
Palatinoza D-Sorbitol
D-trehaloza 5-ketoglukonat

Alkalinizacija sukcinata

Fosfataza

Lys dekarboksilaza

Beta-glukuronidaza

L-malat asimilacija

Pre Vitek 2 analize, bakterijska suspenzija (1 mL) je iz minimalne hranljive podloge sa fenolom kao
jedinim izvorom ugljenika prenesena u 50 mL LB te¢ne hranljive podloge. Prekono¢ne kulture (100
pL suspenzije) su prenesene na ploce LB agara. Na ovaj nacin, dobijene su izuzetno Ciste kulture,
pogodne za dalju Vitek 2 analizu.

3.11 Stopa multiplikacije socivica

Sterilne fronde (150 £ 20 individualnih biljaka) zasejane su u staklene sudove sa ravnim dnom, koji
su sadrzali 100 mL teéne MS hranljive podloge sa 500, 750, i 1000 mg L fenola. Kontrolne biljke
bile su gajene u MS tecnoj hranljivoj podlozi bez fenola. U hranljivu podlogu su zatim dodavani
izabrani bakterijski sojevi (konac¢na koncentracija bakterijske populacije: 0.5x10° CFU mL™),
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selektovani na osnovu prethodno navedenih kriterijuma (3.10). Kontrolni uzorak je bio potpuno
sterilan. Kulture frondi su uzgajane 14 dana i fotografisane. Kulture u hranljivoj podlozi sa fenolom
su fotografisane 1., 3., 5., 7., 9., 11. i 14. dana kultivacije. Kulture u hranljivoj podlozi bez fenola su
fotografisane 1., 4., 7., 11. i 14. dana.

Broj frondi je odreden pomocu programa za obradu slike ImageJ (www.imageJ.net/).

Stopa multiplikacije (MR) je izraZzena kao:

_ Inicijalni broj frondi
MR = /Ukupni broj kcerki frondi (3)

Rezultati su predstavljeni graficki. Srednja vrednost i standardna greSka izracunati su na osnovu
najmanje tri ponavljanja.

3.12 Fluorescentna mikroskopija izabranih bakterijskih sojeva na korenu socivica

Fronde su prikupljane posle 5 dana kultivacije sa izabranim sojevima bakterija u tecnoj MS hranljivoj
podlozi sa 200 mg L™ fenola. So¢ivice su takode gajene sa istim sojevima bakterija, ali u hranljivoj
podlozi bez fenola. Kona¢na koncentracija od 200 mg L™ odabrana je zbog toga $to je rast na ovoj
koncentraciji bio mogu¢ za vec¢inu prethodno testiranih sojeva (42 od ukupno 60 sojeva su rasli na
ovoj koncentraciji). Izabrani sojevi su isti kao i u prethodnom odeljku, tj. selektovani su na osnovu
kriterijuma opisanih u podnaslovu 3.10.

Cele fronde su obojene fluorescentnom bojom Acridine Orange (AO), prema Kronvall i Myhre
(1977). Vodeni rastvor AO (0.01% w/v) podeSen je na pH vrednost 3.0 pomocu glacijalne siréetne
kiseline. Pojedinacne, cele fronde su uronjene u rastvor AO. Nakon 2 minuta, visak boje je ispran dva
puta destilovanom vodom. Korenovi su zatim pazljivo odvojeni od frondi isecanjem skalpelom,
postavljeni na mikroskopsku plocu, fiksirani u meSavini vode i glicerola i pokriveni pokrovnim
staklom. Predmetno staklo je pazljivo pritisnuto da bi se tkivo korena poravnalo 1 istanjilo. Plo¢e su
analizirane pomocu fluoresentnog mikroskopa Axio Vert (Carl Zeiss, Germany), u opsegu ekscitacije
450-500 nm i opsegu detekcije 515-565 nm, uz uveliCanje od 40x i 63x. Koris¢en je filter
FITC: Chroma set 41001, ekscitacija: 460-500 nm, emisija: 510-560 nm (bandpass filter).

3.13 Test formiranja biofilma

Formiranje biofilma je testirano prema O’Toole i sar. (2000). Bakterijski sojevi su uzgajani u LB i
MS hranljivoj podlozi sa fenolom (200 mg L) kao jedinim izvorom ugljenika u mikrotitarskoj plo¢i
sa 96 bunari¢a tokom 48 h jer je preporuka autora protokola da se utvrdi da 1i postoji razlika u
formiranju biofilma zavisno od sastava hranljive podloge. Koncentracija od 200 mg L™ fenola je i u
ovom slucaju, kao i prethodno, izabrana kao najniza, ali toksi¢na koncentracija fenola na kojoj je
vecina izolata u ovoj studiji 1 dalje mogla da opstaje. Mikrotitarske ploce nisu bile na Sejkeru. Nakon
ovog perioda, suspenzije su odlivene iz bunarica, koji su zatim isprani destilovanom vodom. Biofilm
koji je formiran na zidovima bunarica je obojen pomocu vodenog rastvora 0.1% (w/v) kristal-vajoleta
(CV). Reakcija boje i biofilma je trajala preko noci. Sledeceg dana, visak boje je odstranjen ispiranjem
destilovanom vodom. Za kvantifikaciju biofilma, vezana boja je rastvorena u 30% glacijalne siréetne
kiseline. Koli¢ina rastvorene vezane boje je direktno proporcionalna formiranju biofilma i izmerena
je spektrofotometrom (FC Multiskan Microplate Reader, ThermoFisher, USA) na talasnoj duzini od
590 nm, gde se nalazi maksimum apsorbance boje CV. Eksperimenti su ponavljani tri puta, a rezultati
su predstavljeni graficki.
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3.14 Bakterijska rezistencija na antibiotike

Kako su rezistentni ili multirezistentni bakterijski sojevi nebezbedni za primenu u bioremedijaciji,
bilo neophodno testirati rezistentnost bakterijskih sojeva koji su planirani za bioremedijaciju. Izabrani
bakterijski sojevi su testirani na rezistenciju na antibiotike koji se najcesce koriste u klinickoj praksi:
Marocen (Fluorohinolon), Mipecid (Imipenem), Aminocen (Aminoglikozid), Piptaz (Piperacilin) i
Cefepim (Cetvrta generacija Cefalosporina). Prekono¢ne bakterijske kulture su dovedene do krajnje
koncentracije 0.5x10°® CFU mL™. Bakterijska suspenzija (10 puL) naneta je na meki LB agar (7%)
suplementiran sa odgovaraju¢im koncentracijama antibiotika u klasi¢noj metodi razblazenja u agaru
(eng. ,,agar dilution*) za odredivanje antibiotske rezistencije, koja podrazumeva kori$¢enje serijskog
razblazenja antibiotika od najvece do najnize, tako Sto je svaka sledeca koncentracija dva puta manja
od prethodne (Wiegand i sar. 2008). Testiranje bakterijskih sojeva, odabir opsega koncentracija
antibiotika kao i interpretacija rezultata, izvedeni su prema zvani¢nim smernicama za testiranje
bakterijskih sojeva u klini¢kim laboratorijama, tj. prema protokolu Performance Standards of
Antimicrobial Susceptibility Testing (Control and Lab. Standards Institute, 26" International
Supplement, 2016). Ovi protokoli se koriste za utvrdivanje rezistentnosti bakterijskih sojeva
izolovanih u klinickom okruzenju. Antibiotici su testirani u slede¢im opsezima: Aminocen od 0.13
do 128 mg L*; Piptaz od 0.13 do 256 mg L™*; Cefepim od 0.06 do 128 mg L™*; Mipecid od 0.06 do
128 mg L; Marocen od 0.06 do 128 mg L Inkubacija bakterijskih kultura na plo¢ama sa
odgovaraju¢im koncentracijama antibiotika je trajala 48h. Kao kontrole, koriS¢ene su ploce sa LB
agarom bez antibiotika. Petri $olje su zatim fotografisane. Eksperimenti su ponovljeni najmanje dva
puta. Rezultati su interpretirani prema prethodno navedenom protokolu Instituta za kontrolu i
laboratorijske standarde (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 950 West Valley Road,
Suite 2500, Wayne PA 19807, USA) (Patel i sar. 2016). Interpretativni Kriterijumi su predstavljeni
tabelarno (Tabela 7).

Tabela 7. Interpretativni kriterijumi za minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC)

Interpretacija Aminocen Piptaz Cefepim Mipecid Marocen
S <16 <16 <2 <2 <1
[ 32 32-64 4-8 4 2
R >64 >128 >16 >8 >4

Opis oznaka: S — senzitivan; | — intermedijeran; R — rezistentan
U poljima su date minimalne ihnibitorne koncentracije antibiotika koje su uzimane kao Kkriterijum za
rezistenciju izrazene u mg L

3.15 Salkowski test formiranja indol-3-siréetne kiseline (IAA) u MS hranljivoj podlozi

Tokom eksperimenta sa inokulacijom socivica bakterijama, primeceno je da prisustvo bakterija
pozitivno uti¢e na brzinu multiplikacije so¢ivica. Naj¢esce objasnjenje ovog fenomena je da bakterije
deluju promotivno na rast biljaka izlu¢ivanjem bakterijske indol-sir¢etne kiseline (IAA). Kako bi se
proverilo da li bakterijski sojevi zaista proizvode IAA u MS hranljivoj podlozi, izveden je Salkowski
test prema Gordon i Weber (1951), sa nekim modifikacijama (Gilbert i sar. 2018). Bakterijske kulture
su uzgajane 5 dana pod mirujué¢im uslovima (bez Sejkera) u 100 mL tecne MS hranljive podloge bez
dodatka egzogenog L-triptofana. 1z ove suspenzije, uzeto je po 1 mL uzorka koji je centrifugiran na
11200 xg. Supernatant je pomesan sa 2 mL Salkowski reagensa (2% 0.5 M FeCls u 35% HCIO4
rastvoru) u sudovima od zatamnjenog stakla. Uzorci su inkubirani tokom 30 minuta u mraku.
Apsorbanca obojenog (roze do crvenog) kompleksa, koji je indikator IAA, meri se na 530 nm.

3.16 Test uklanjanja fenola iz hranljive podloge

Za odredivanje uklanjanja fenola iz hranljive podloge, koriS¢en je povrSinski sterilisani biljni
materijal pripremljen kao u odeljku 3.2. i nesterilni biljni materijal pripremljen kao u odeljku 3.3. u
poglavlju Materijal i metode.
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Za eksperiment sa meSovitom mikrobijalnom populacijom rizosfere i socivicama, odnosno sa
mikrobiomom rizosfere i sicivicama, oko 150 pojedinacnih nesterilnih frondi prebaceno je u hranljivu
teénu MS podlogu sa dodatkom fenola: 10, 15, 20, 30 i 100 mg L. Kontrolna grupa socivica bila je
povrsinski sterilisana kao u odeljku 3.2. Kontrolni uzorak hranljive podloge nije sadrzao fenol, veé
samo MS hranljivu podlogu sa nesterilnim, odnosno povrsinski sterilisanim so¢ivicama.

Za eksperiment sa Cistim bakterijskim kulturama i so€ivicama, oko 150 pojedinacnih povrSinski
sterilisanih frondi je gajeno na MS hranljivoj podlozi sa dodatkom 500 mg L™ fenola. Pojedina¢ne
bakterijske monokulture i fronde inokulisane ovim monokulturama takode su uzgajane u istoj
hranljivoj podlozi. Finalna razblazenja bakterijskih suspenzija su bila 0.5x10° CFU mL™ za ko-
kultivaciju sa soivicama i 1x10° CFU mL? za kultivaciju individualnih monokultura bakterija.
Stakleni sudovi su inkubirani 24h na rotacionom Sejkeru sa 150 xg u minutu. Nakon toga je
odredivana koncentracija fenola u rastvoru.

Ukupni fenoli su odredeni pomoc¢u kolorimetrijske metode sa 4-aminoantipirinom (4-AAP), koja se
standardno koristi za odredivanje prisustva fenola u vodi. Uzorci MS hranljive podloge (1 mL) su
liofilizovani, a zatim tretirani fosfathom kiselinom do pH 4.0 i destilovani pre merenja. Reakciona
mesavina za merenje sadrzi destilovani uzorak hranljive podloge, pufer (16.9 g amonijum-hlorida
rastvorenog u 143 mL amonijum-hidroksida, pH 10), 2 ml 2%- (w/v) 4-AAP rastvora i 2 mL 80%-
(w/v) kalijum-fericijanidnog rastvora. Reakcioni rastvor je promesan i nakon 15 minuta, apsorbanca
je ocitana na 430 nm. Apsorbanca standarda se meri na istoj talasnoj duzini, u koncentracionom
opsegu od 0 do 1000 pg L. Sva merenja su izvedena prema regulativama Instituta za standarde
Republike Srbije, ISO kod 6439 B: 1997, odredivanje fenolnog indeksa i kvalitet vode (Institut MOL,
Stara Pazova, Srbija).

3.17 Odredivanje sastava MS hranljive podloge sa sofivicama i monokulturom K. oxytoca, soj
14, pomocu te¢ne hromatografije i masene spektrometrije (LC-MS)

Prilikom gajenja socivice sa monokulturom K. oxytoca, soj 14, primeceno je bojenje tecne MS
hranljive podloge. Maksimalna obojenost primecena je oko 3. dana ko-kultivacije. Intenzivniji
razvoj boje primecen je u hranljivoj podlozi bez fenola u odnosu na hranljivu podlogu sa fenolom.
Analiza je izvedena pomoc¢u teCne hromatografije sa masenom spektrometrijom (liquid
chromatography-mass spectrometry, LC-MS). Primenjen je slede¢i sistem za LC-MS: UHPLC
Accela 6000 - ESI - LTQ Orbitrap XL, sa kolonom Syncronis C18, od 1.7 mikrona, proizvodaca
Thermo Fisher Sci, USA. Za hromatografsku analizu, primenjeno je gradijentno eluiranje pomocu
dva eluciona pufera, A i B: (A) - 0.1% vodeni rastvor mravlje kiseline (HCOOH) i (B) -
acetonitril. Rezultati su prikazani tabelarno.

3.18 Odredivanje antioksidativnih enzima i nekih neenzimskih komponetni antioksidativne
zaStite socivice

3.18.1 Zimogramska detekcija peroksidaza soc€ivice in vitro

Za razdvajanje izoformi peroksidaza na gelu korisc¢en je poliakrilamidni gel koji je sadrzao 3.75 mL
akrilamida, 0.75 mL amfolita pH opsega 3-10, 4 mL glicerola, 6.5 mL vode, 12 uLL. TEMED-a, 75 uL
APS. Izoforme peroksidaza su odredene inkubiranjem gela 30 min u 50 mM M K-P puferu (pH 5.8)
koji je sadrzao gvajakol (10 pL gvajakola je resuspendovano u 10 mL 20 mM Tris pH 7.0) 1 10 pL
H20:2 (Siegel 1 Galston, 1967). Izoelektricno fokusiranje vrSeno je na +10°C na poliakrilamidnom
gelu na koji je naneto 15 pL uzorka i 10 pL pI markera. Izoelektri¢no fokusiranje trajalo je tri sata na
1200 V. Analiza gelova radena je primenom grafickog paketa TotalLab TL 120.

3.18.2 Zimogramska detekcija polifenol oksidaze

Za razdvajanje izoformi polifenol oksidaze na gelu koris¢en je poliakrilamidni gel koji je sadrzao
3.75 mL akrilamida, 0.75 ml amfolita pH opsega 3-10 (Sigma), 4 mL glicerola, 6.5 mL vode, 12 puL
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TEMED-a, 75 uLL APS. Izoforme PPO su odredene inkubiranjem gela 3-5 min u 20 ml 0,1 M Na-
acetatnom puferu (pH 6) koji je sadrzao 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrohlorid hidrat
(MBTH) i 10 mM fenola kao supstrat na +25 °C. Izoelektri¢no fokusiranje vrSeno je na +10 °C na
poliakrilamidnom gelu na koji je naneto 15 puL uzorka i 10 uL. pI markera. Izoelektri¢no fokusiranje
trajalo je tri sata na 1200 V, a koris¢eni pH opseg bio je od 3-10. Analiza gelova radena je primenom
grafickog paketa TotalLab TL 120.

3.18.3 Detekcija H202

Merenje H2O: izvrseno je prema protokolu Velikove i sar. (2000). Biljni materijal je ekstrahovan u
hladnom avanu, sa te¢nim azotom i 0,1% trihlorsir¢etnom kiselinom (TCA). Ekstrakt je zatim
centrifugiran na 15000 xg, 15 minuta na +4 °C. U supernatant je dodat 10mM kalijum-fosfatni pufer
(pH 7.0) sa 1M KI, u odnosu 1:1:2 (supstrat:K-P pufer:Kl). Mesavina je analizirana
spektrofotometrijski, na talasnoj duzini od 390 nm.

Koncentracija H2O> je izraCunata iz sledece formule, tj. na osnovu poznatog ekstinkcionog molarnog
koeficijenta (g) za H2Oz:

H202 (HM g_l FW) :[(ASQO) / 0,28] X 1000 X VOIextract/ VOIaquuot X 1/FW (mg) (4)

A — Apsorbanca

0,28 — mM ekstinkcioni molarni koeficijent (¢) H20>
V0lextract — Zapremina celokupnog ekstrakta = 800 pL
Volaiiquot — Zapremina ekstrakta nanetog u bunari¢ =200 pL

3.18.4 Detekcija malondialdehida (MDA)

Ukupni MDA odreden je prema protokolu Health i Packer (1968). Svez biljni materijal je
homogenizovan u avanu sa te¢nim azotom. Ekstrakcija je izvrSena sa 0.1% hladnim rastvorom TCA.
Ekstrakt je zatim centrifugiran na 15000 xg, 10 minuta na +4°C. U supernatant je dodata meSavina
20% TCA 1 0.5% tiobutiratne kiselina (TBA), u odnosu 1:2. Reakciona smesa je inkubirana 30 minuta
na +95°C. Eppendorf mikrotube su brzo ohladene na ledu, i kratko centrifugirane. Supernatant je
analiziran na dve talasne duzine, 532 1 600 nm.

Koncentracija MDA je izracunata iz slede¢e formule, tj. na osnovu poznatog ekstinkcionog molarnog
koeficijenta (g) za MDA:

MDA (“M g-l FW) :[(A532 - ABOO) / 155] X 1000 X VOIextract/ VOIaquuot X l/FW (mg) (5)

A — Apsorbanca

155- mM ekstinkcioni molarni koeficijent (¢) MDA
Volextract — Zapremina celokupnog ekstrakta = 750 pL
V0laliquot — Zapremina ekstrakta nanetog u bunari¢ = 100 uL

3.18.5 Merenje ukupne askorbinske kiseline (AsA)

Ukupna AsA odredena je prema protokolu Mukherjee i Choudhuri (1983). Sveza biljna masa je
usitnjena u hladnom avanu sa te¢nim azotom, u mesavini 5% metafosfatne kiseline i 10% glacijalne
sircetne kiseline, u odnosu 1:20. Ekstrakt je centrifugiran 10 minuta na 5000 xg, na +4°C. Od
supernatanta je uzeto 1 mL uzorka koji je pomesan sa 0.5 mL rastvora fenilhidrazina i 100 pL rastvora
tiouree. Ova meSavina je inkubirana u vodenom kupatilu na +100°C tokom 15 minuta, 1 zatim brzo
ohladena na ledu. Zatim, dodata je sumporna kiselina (85%) na ledu i ova reakciona smesa je
inkubirana tokom 30 minuta. Apsorbance su ocitane na 530 nm. Koncentracija AsA je odredena iz
standardne krive sa poznatim koncentracijama AsA. Blank je sadrzao sumpornu kiselinu umesto
AsA.

40



3.18.6 Ekstrakcija i kvantifikacija ukupnih proteina

Da bi se odredili ukupni proteini u tkivu biljke, uzimane su fronde ukupne mase 1 g, koje su
homogenizovane u avanu uz dodatak te¢nog azota. U svaki uzorak dodato je po 1 ml pufera za
ekstrakciju proteina, koji je sadrzao: 0.1 M Amonijum-acetatni pufer pH 6.8, polivinilpirolidon
(PVPP) 1.5%, 10 mM ditriotreitol (DTT) i 1 mM fenilmetilsulfonil-fluorid (PMSF). Posle
homogenizacije, uzorci su centrifugirani na 12000 xg u trajanju od 5 min na +4°C. Izolati su ¢uvani
na —80°C i dalje kori$¢eni za kvantifikaciju ukupnih proteina i enzimske testove. Ukupni proteini su
kvantifikovani pomoc¢u Bradford metode (Bradford, 1976). Za ovu analizu pripremljena je smesa od
10 uL uzorka i 200 uL. Bradfordovog reagensa. Apsorbancija je izmerena spektrofotometrijski na 620
nm. Rezultati su prikazani graficki.

3.18.7 Procena broja bakterija na povrsini socivica

Za potrebe testova antioksidativnog stresa, bilo je potrebno odrediti kolika je biomasa bakterija na
so¢ivicama i da li ona moze uticati na prethodna merenja. Posle 1. i 5. dana kokultivacije, 0.1 g sveze
mase socivica je potopljen u 1 mL sterilnog fizioloskog rastvora (0.9% NaCl) tokom 15 minuta uz
pulsno vorteksovanje na svakih 5 minuta da bi se veéina bakterija sprala sa povrSine so€ivica, a zatim
je ova suspenzija kori$¢ena za serijska razblazenja. Serijska razblazenja su kori§¢ena za odredivanje
relativnog broja bakterija na povrsini korena so¢ivica, u hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola i bez
fenola. Broj bakterija je predstavljen kao broj jedinica koje formiraju kolonije (colony-forming units,
CFU) po miligramu sveze mase socivica (CFU mg™). Biomasa bakterija po sveZoj masi so¢ivica je
izraunata na osnovu prose¢ne mase bakterijske ¢elije od 102 g, tj. 1 pg.

3.19 Statisticka analiza i graficka analiza

Numericki podaci su analizirani pomocu programa Statgraphics, verzija 4.2. (STScl Inc. and
Statistical Graphics Corporation, USA). Svaka vrednost predstavlja srednju vrednost i standardnu
greSku (SE). Svi grafici su generisani u Microsoft Excel. Mikrografije su generisane pomocu
AxioVision softvera, verzija 4.8.

Za odredivanje statisticki znacajnih razlika izmedu srednjih vrednosti koriS¢ena je analiza varijanse
(ANOVA), LSD (,,least significant difference®) test za utvrdivanje statisticki znacajnih razlika na
nivou p < 0.05, kao i R program za t-test (R Core Team, 2017).
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4. Rezultati

4.1 Gajenje so€ivica na H i MS hranljivoj podlozi

Obe ispitivane hranljive podloge (H i MS) imaju sli¢ne efekte na multiplikaciju socivice (Slika 19).
U H hranljivoj podlozi je uoceno 5 novih frondi (Slika 19A). Posle 4 dana kultivacije, 4 nove fronde
su nastale od pocetne majke-fronde u MS hranljivoj podlozi (Slika 19B). Nakon 7 dana, broj
novoformiranih frondi bio je preko 5 puta veéi nego na pocetku eksperimenta. Morfologija biljaka je
bila ista na obe hranljive podloge.
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Slika 19. UmnoZavanje so¢ivice na dve razli¢ite hranljive podloge tokom 7 dana gajenja na A) MS (Murashige-Skoog) i
B) H (Hoagland) te¢noj hranljivoj podlozi

4.2 Relativna stopa rasta socivica u hranljivoj podlozi sa fenolom

Relativna stopa rasta (RGR) socivica postepeno opada u prisustvu fenola (Slika 20). Trend opadanja
je konstantan, ali spor. Najniza produkcija biomase je zabelezena na najvisoj koncentraciji fenola
(100 mg L1). U odnosu na hranljivu podlogu bez fenola, hranljiva podloga sa fenolom je dovela do
opadanja RGR soc¢ivica od 8%. Makroskopske morfoloske promene biljaka koje su rasle u hranljivoj
podlozi sa fenolom, nisu primecéene.
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Slika 20. Zavisnost relativne stope rasta so¢ivica od koncentracije fenola in vitro posle pet dana gajenja na MS i H —
Hoagland te¢nim hranljivim podlogama

4.3 Tolerancija socivice na prisustvo fenola u hranljivoj podlozi
Tolerancija na fenol prikazana je Slikom 21. Vrednosti Indeksa tolerancije (Ti) se ne razlikuju

znacajno izmedu biljaka gajenih na dve razli¢ite hranljive podloge. Takode, vrednosti Ti se nisu
razlikovale medu biljkama gajenim na rastu¢im koncentracijama fenola.
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Slika 21. Tolerancija na fenol socivica gajenih na MS i H hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama fenola.
Vrednosti u tabeli su rezultat tri ponavljanja sa standardnom greskom. Ista slova pored vrednosti ukazuju da nema
statisticki znacajne razlike u merenjima

4.4 Geneticke i metabolicke karakteristike izolata

Identifikacija bakterijskih izolata je izvedena pomocu sekvenciranja. Pre sekvenciranja, precisc¢eni
uzorci su testirani vizuelno pod UV lampom, elektroforetskim razdvajanjem na 1% agaroznom gelu
i obelezeni etidijum-bromidom (EtBr). Rezultati razdvajanja elektroforezom su prikazani na Slici
22.
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Slika 22. Precis¢eni PCR proizvodi sa amplifikovanom 16S rDNK na 1% agaroznom gelu i obojeni EtBr, vizualizovani
pomoc¢u UV lampe. Centar: molekularni marker, Invitrogen (USA); prvired: 11, 12, 14, 15,17, 20, 22, 24, 27, M - marker,
30, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 40, 41; drugi red: 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 50, 51, M - marker, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
1,2,9)

Identitet bakterijskih sojeva dalje je utvrden proverom identi¢nosti dobijenih DNK sekvenci sa
sekvencama u dostupnoj bazi podataka. Identi¢nost sekvencija ve¢a od 91% uzeta je kao Kkriterijum
za odabir najboljih pogodaka.

U Tabeli 8, prikazana je taksonomija bakterijskih izolata, njihovi odgovarajuc¢i denominatori, kao i
njihova rezistencija na fenol i moguénost rasta na minimalnoj hranljivoj podlozi sa fenolom kao
jedinim izvorom ugljenika. Takode, tabelom su obuhvacene razli¢itosti grupa izolata dobijenih posle
razli¢itih pretretmana biljnog materijala (grupe A, B, C i D). Grupa A biljaka je obrisana o sterilni
filter papir i na taj nacin su eliminisani bakterijski sojevi sa slabim fizi¢kim vezama sa rizosferom;
grupa B je osuSena na vazduhu u sterilnom okruzenju i na taj nacin su eliminisani i bakterijski sojevi
sa prolaznim vezama sa rizosferom, kao i motilni, slobodnoplivaju¢i organizmi koji zavise od
vodenog okruzenja; grupa D je isprana u destilovanoj vodi 2 puta po 15 minuta, ¢ime je eliminisan
najve¢i deo bakterijskih sojeva na povrSini korena, dok su endofitske vrste (koje nastanjuju
unutra$njost korena) ostale intaktne. Bakterijski sojevi grupe C su izolovani iz okolnog rastvora oko
nesterilnih frondi, u kome je o¢ekivano prisustvo brojnih motilnih i slobodnoZivecih bakterija sa vrlo
slabom fizickom interakcijom sa rizosferom, nasuprot grupama A, B 1 D, gde je oc¢ekivano prisustvo
bakterijskih sojeva koji zive pretezno epifitno, tj. pricvrs¢eni za povrsinu korena.

Skoro svi identifikovani izolati pripadaju grupi y-proteobakterija, izuzev 3 vrste (Micrococcus luteus,
Staphylococcus sp. i Bacillus thuringiensis) koje pripadaju grupi Firmicutes.

Manje prisutni su ¢lanovi familija Xanthomonadaceae (7), Hafniaceae (6), Staphylococcaceae (6),
Enterobacteriaceae (6), Yersiniaceae (5), i najmanje ¢lanovi familija Micrococcaceae (1) i
Bacillaceae (1).

44



Od 60 izolata, utvrdeno je da 18 nema sposobnost rasta na najnizoj testiranoj koncentraciji fenola
(200 mg LY. To su sojevi: B. thuringiensis 6-2-101, Staphylococcus sp. B2-106/5,
Stenotrophomonas maltophilia A3-104/2, Pseudomonas putida A3-104/3, Serratia fonticola A3-
104/4, S. maltophilia A6-104/3, Pseudomonas sp. A7-102/2, P. brenneri B1-105/1, S. maltophilia
B2-106/1, P. oryzihabitans B2-106/6, P. gessardii C31-106/3, P. fluorescens C31-106/5, P. panacis
D1-105/1, M. luteus D4-106/2, Xanthomonadales bacterium A3-102/1, Stenotrophomonas sp. B2-
106/7, Pseudomonas sp. B3-106/2, Klebsiella sp. B3-106/3.

Ukupno 42 izolata rastu na hranljivoj podlozi koja sadrzi slede¢e koncentracije fenola: 200, 500 i
1000 mg L.

Na hranljivim podlogama sa 1000 mg L™ fenola, bez prethodne aklimatizacije (direktnim
zasejavanjem na hranljivu podlogu sa 1000 mg L), vidljive kolonije nakon 3 dana formiraju sledeé¢i
sojevi: Klebsiella oxytoca A6-104/2 (soj 9), Lelliotia sp. B1-105/2 (soj 11), Klebsiella oxytoca D1-
104/14bg (soj 14), Hafnia alvei C31-106/2 (soj 37), Hafnia paralvei C32-106/3 (soj 43) i Serratia
nematodiphila D1-104/1 (soj 51).

Na hranljivim podlogama sa 1000 mg L™ fenola, sa prethodnom aklimatizacijom (postepenim
presejavanjem sa hranljivih podloga sa nizom koncentracijom na vi$e koncentracije fenola), rastu
dodatno slede¢i sojevi: Pseudomonas brenneri (soj 8), Serratia fonticola (soj 19), P. oryzihabitans
(soj 25), Serratia sp. (soj 27), P. putida (soj 33), Hafnia alvei (soj 36), H. alvei (soj 41), Pseudomonas
sp. (soj 42), Hafnia paralvei (soj 48), Enterobacter sp. (soj 50), Pseudomonas putida (soj 53), P.
putida (soj 63), i P. putida (soj 66).

Na minimalnoj hranljivoj podlozi sa fenolom (20 mg L) kao jedinim izvorom ugljenika vidljive su
kolonije sledecih sojeva: Staphylococcus haemolyticus (soj 1), K. oxytoca (soj 9), Buttiauxella sp.
(Enterobacteriaceae bacterium) (soj 10), Lelliottia sp. (soj 11), K. oxytoca (soj 14), P. oryzihabitans
(soj 15), Pseudomonas sp. (soj 17), Serratia sp. (soj 27), P. putida (soj 29), P. putida (soj 31), P.
putida (soj 33), Stenotrophomonas maltophilia (soj 35), H. alvei (soj 37), P. gessardii (soj 39),
Pseudomonas sp. (soj 42), H. paralvei (soj 43), P. yamanorum (soj 47), S. nematodiphilia (soj 51),
P. putida (soj 53), P. putida (soj 63), i P. putida (soj 66).

Na osnovu ovih rezultata rasta na hranljivim podlogama sa razli¢itim sadrZajem fenola, kao
kriterijumi za izbor najboljih sojeva za potencijalnu biodegradaciju fenola uzeto je sledece:

1. koncentracija fenola na kojoj je mogu¢ rast pojedina¢nih kolonija,

2. sposobnost rasta u minimalnoj hranljivoj podlozi sa fenolom (20 mg L) kao jedinim izvorom
ugljenika,

3. sposobnost rasta na hranljivoj podlozi sa 1000 mg L™ fenola bez prethodne aklimatizacije

4. brzina rasta izrazena kroz brzinu formiranja kolonija na ¢vrstim podlogama sa fenolom na
500 i 1000 mg L kao i kroz pojavu turbiditeta u te¢noj minimalnoj hranljivoj podlozi (manje
od 3 dana).

Najuspesnim sojem smatran je onaj ¢ije kolonije su formirane na podlogama sa fenolom (500 i 1000
mg L) za manje od 3 dana bez prethodnog rasta na nizoj koncentraciji fenola (bez aklimatizacije) i
koji dovodi do zamucenja (turbiditeta) tecne minimalne hranljive podloge za manje od 3 dana
kultivacije.

Prema ovim kriterijumima, za dalja ispitivanja izabrano je 7 sojeva: Klebsiella oxytoca A6-104/2,
MF526910; Lelliottia sp. B1-105/2bg, MK212916; K. oxytoca D1-104/14bg, MK212915; Serratia
sp. A7-102/1, MF526924; Hafnia alvei C31-106/2, MF526934; H. paralvei C32-106/3, MF526939;
S. nematodiphila D1-104/1, MF526945.
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Tabela 8. Taksonomija bakterijskih izolata iz rizosfere soCivice, rezistencija na razli¢ite koncentracije
fenola 1 moguc¢nost rasta na minimalnoj hranljivoj podlozi

Grupa Access. No Accession Rast na fenolu (mg L™
ip | (pretretman Najblizi takson (najblizeg No. Ne raste Minimalni
biljnog J S0 talisong)g Identiénost (izolati na200 200 0O [1000 medijum
materijala) rizosfere)
Staphylococcus
1| 418100 o emolyticus oo7s | KP236214 9% MF526904 + +
Staphylococcus
2 4-1-3-100/2 ge_l_?_rsné)zllytlcus CIFRI | JF784022 99% ME526905 .
4-2-100/1 Staphylococcus KX964163 99%
3 haemolyticus SS-13 MF526906 +
Staphylococcus
4 4-2-100/2 gailemolytlcus LCR FJ976569 99% ME526907 +
Staphylococcus
5 4-2-100/3 gieénglytlcus strain KR779793 98% MF526962 +
Enterobacter sp.
6 5-1-102 Wi3 KT318370 100% MF536889 +
Bacillus
7 6-2-101 w;gg%gegils AB680181 91% MF526908 +
Pseudomonas sp.
3 A5-106/3 21 JF740045 99% ME526909 n
Klebsiella oxytoca
9 AB6-104/2 N7 KM349412 99% MFE526910 N N
Enterobacter sp.
10 | B1-10572 YUST-DW17 HME40295 94% MF526911 " ¥
11 B1-105/2bg Lelliottia sp. 11bg MH703498 95% MK212916 + +
Staphylococcus sp.
12 B2-106/5 EA L 11 KJ642371 98% MFE526912 N
Klebseilla oxytoca
14 D1-104/14bg N7 KM349412 99% MK212915 N N
Pseudomonas
15 | D1-1043 oryzihabitans L-1 | NR-029881 99% MF526913 v +
D1-105/4 Lelliottia amnigena | rqggngg 99%
16 Lmb019 16S ? MF526914 +
Pseudomonas sp.
17 A3-102/2 X8 KY490127 99% MFE526960 + +
Serratia fonticola
18 A3-102/3 Gs2 CP013913 98% MF526915 +
Serratia fonticola
19 A3-104/1 GS2 CP013913 98% MF526916 +
) Stenotrophomonas o
20 | A3 104/2 maltophilia Q1 HEB862285 99% MF526917 +
Pseudomonas
o1 | A3-104/3 putida KARS5 KR054997 99% MF526918 +
Serratia fonticola
22 A3-104/4 GS2 CP013913 98% MF526919 .
Pseudomonas
23 | AS104/5 putida L3 Tr67824 9% MF526920 +
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Pseudomonas

24 A5-106/1 oryzihabitans L-1 NR_025881 99% MF526921
Pseudomonas
25 AB-104/1 oryzihabitans L-1 NR_025881 98% MF526922
Stenotrophomonas
26 | AG-104/3 maltophilia Q1 HE862285 9% MF526923
57 | A7-102/1 Serratia sp. 1136 JX566540 98% MF526924
Pseudomonas sp.
08 AT7-102/2 E£88 KR703537 98% MF526925
Pseudomonas
29 | B1-10472 putida KAR35 KRO54997 9% MF526926
Pseudomonas
30 B1-105/1 brenneri strain NA KT184488 98% MF526927
Pseudomonas
31 | B1-1053 putida KAR35 KRO54997 9% MF526928
i Stenotrophomonas 0
32 B2-106/1 maltophilia Q1 HEB62285 99% MF526929
Pseudomonas
a3 | B2-1064 putida KAR35 KR054997 9% MF526930
Pseudomonas 0
34 B2-106/6 oryzihabitans L-1 NR_025881 98% MF526931
i Stenotrophomonas 1
35 B3-106/4 maltophilia Q1 HEB62285 99% MF526932
cat-log | Hamiaalvel CPO14031 99%
36 FDAARGOS_158 MF526933
Hafnia alvei JCM
37 C31-106/2 1666 NR_112985 99% MFE526934
Pseudomonas
38 C31-106/3 gis%séardn IHBB KR085817 99% MF526935
Pseudomonas
39 C31-106/4 giisgardu IHBB KR085817 99% MF526936
Pseudomonas
40 C31-106/5 fluorescens A12 KT767652 100% MF526959
41 | C32-106/1 Hafnia alvei 14 KY849243 98% MF526937
Pseudomonas sp.
42 C32-106/2 AceT-1 FJ605388 99% ME526938
Hafnia paralvei
43 | 321068 1 Arcc 29927 NR_116898 9% MF526939
Pseudomonas fragi
a4 C32-106/4 NRRL B-727 LT629783 99% ME526940
Pseudomonas 0
g5 | C321065 1 bitida NBRC 14164 | KY952686 9% MF526961
Pseudomonas
47 | C44-104/1 )2/a7r2n27norum LMG LT629793 99% MF526941
i Hafnia paralvei 0
48 | C44-1042 1 girain ATCC 20027 | NR-116898 9% MF526942
Pseudomonas sp.
49 C44-106/1 AME4009 JQ316310 98% MF526943
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Enterobacter

50 C44-106/2 E ;\Dlng)aeoszsz galis JF430421 98% MF526944 +
Serratia

5 | D1-104/1 nDler(u)e;tggSl%rgia NR_044385 99% MF526945 + +
Pseudomonas

52 D1-105/1 panacis D313 KT758723 98% ME526946 +
Pseudomonas

53 | D1-105/2 putida KAR35 KR054997 99% MF526947 + +
Pseudomonas

54 D1-105/3 gr{éiggfitans IHB KP762549 99% MF526948 +
Pseudomonas

55 | D4-106/1 outida L3 T767824 99% MF526949 +
Micrococcus luteus

56 D4-106/2 HN-18 KT003262 98% ME526950 +

N Stenotrophomonas )

57 | 52101 maltophilia Q1 HE862285 99% MF526951 +
Xanthomonadales 0

go | AS-1021 bacterium F2vacos | 1322894 98% MF526952 +
Stenotrophomonas

62 B2-106/7 sp. LMG 29892 KY973973 98% ME526953 +
Pseudomonas

g3 | B3-1061 putida KAR35 KRO34997 99% MF526954 + +
Pseudomonas sp.

64 B3-106/2 WXBRN?2 KJ184953 98% MFE526955 +

o5 | B3-106/3 Klebsiella sp. ZA KP769536 98% MF526956 +
Pseudomonas

g6 | D12-106 putida L3 Trers 99% MF526957 + +

Dodatna identifikacija dva bakterijska soja (Serratia sp. 27 i S. nematodiphila 51) izvedena je pomoc¢u
sekvenciranja gyrB gena i rezultati sekvenciranja i bioinformaticke analize predstavljeni su takode
tabelarno (Tabela 9).

Tabela 9. Dodatna identifikacija odabranih sojeva (Serratia sp. 27 i S. nematodiphila 51) na osnovu

gyrB gena
Naziv sekvence Najblizi takson Identitet | ID najbliZeg taksona
27 gyrB Serratia marcescens SSM2560 96% DQ386886
51 gyrB Serratia marcescens RSC-14 93% CP012639

Filogenetski odnosi medu odabranim sojevima su prikazani filogenetskim stablima koja su
konstruisana pomo¢u MEGA7 programa (Slika 21). Distance su proraunate pomoc¢u kompozitne
metode maksimalne verovatnoce i izrazene kao broj supstitucija po nukleotidnom mestu. Topologija
stabala je konstruisana koriS¢enjem ,,bootstrap* metode sa 1000 replikata. Procenat replikata stabala
u kojoj se povezani taksoni grupiSu zajedno u bootstrap testu sa 1000 replikata prikazan je pored
grana. Stablo je konstruisano srazmerno skali, sa duzinom grana koje imaju iste jedinice kao 1 pri
racunanju evolutivnih razdaljina tokom konstruisanja filogenetskog stabla. Evolutivna istorija
taksona je izvedena koriS¢enjem ,,Neighbor-Joining (NJ) metode. Evolutivne razdaljine su
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generisane kompozitnom metodom najvece sli¢nosti (eng. Maximum Composite Likelihood) i
predstavljene su pomocu broja supstitucija baza na datom nukleotidnom mestu. Analiza je ukljucila
28 nukleotidnih sekvencija. Sve nukleotidne pozicije sa manje od 95% pokrivenosti nukleotida su
eliminisane, tj. nepotpuni segmenti sa manje od 5% pukotine (gap) tokom poravnanja, nedostajuci
podaci i neodredene baze su dozvoljene na svakoj nukleotidnoj poziciji. U kona¢nom datasetu bilo je
399 pozicija. Sve evolutivne analize su izvedene u programu MEGA?7.

Filogenetsko stablo (Slika 23) ukazuje na filogenetske veze izmedu izabranih bakterijskih sojeva (9
- Klebsiella oxytoca A6-104/2, MF526910; 27 - Serratia sp. A7-102/1, MF526924; 37 - Hafnia alvei
C31-106/2, MF526934; 43 - H. paralvei C32-106/3, MF526939; 51 - S. nematodiphila D1-104/1,
MF526945) i njihovih najblizih srodnika, ¢ije su sekvence uzete iz javne baze podataka GenBank.

Hafnia alvei genomosp. 2 CCUG 429 (FM179944)
Hafnia alvei NC4221 (AB244473)
Hafnia alvei sensu stricto genomosp. 1 ATCC 29926 (FM179942)
55 Serratia nematodiphila GeT2 (HE801239)
66! Serratia marcescens (AF124040)
5 Hafnia paralvei 1309-3-H1 (LT160825)
Serratia sp. 1136 (JX566540)
] 51 Serratia nematodiphila (MF526945)
. 99 |1 Klebsiella oxytoca N7 (KM349412)
88 ' Klebsiella oxytoca PD-P31 (KP259695)
0 Hafnia alvei JCM 24184 (AB43560)
21 Hafnia alvei 212 (LN623605)
43 Hafnia paralvei (MF526939)
%~ 37 Hafnia alvei (MF526934)
L Klebsiella oxytoca ATCC13182T (Y17655)
15 | Hafnia paralvei 20 (KY849249)
100 | Hafnia paralvei 24 (KY849253)
Serratia nematodiphila SBPL-10 ( AB744127)
21 Serratia nematodiphila YS8 (KY887776)
31 9 Klebsiella oxytoca (MF526910)
Serratia marcescens QGR (AB545931)
10 Klebsiella oxytoca KO-1 (EF560611)
29 Serratia marcescens IRB5 (AY870318)
7 Hafnia alvei JCM 24192 ( AB435609)
Serratia sp. SIMr5 (KU145656)
0 Serratia liquefaciens (AB981192)
12 27 Serratia sp. (MF526924)
100 Klebsiella oxytoca JCM 1665 (AB626120)

83

99

A
0.50

Slika 23. Filogenetsko stablo odabranih bakterijskih sojeva: (9 - Klebsiella oxytoca A6-104/2, MF526910; 27 - Serratia
sp. A7-102/1, MF526924; 37 - Hafnia alvei C31-106/2, MF526934; 43 - H. paralvei C32-106/3, MF526939; 51 - S.
nematodiphila D1-104/1, MF526945). Prikazano je optimalno stablo sa zbirom duZine grana = 33.30619557
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4.4 Biohemijska karakterizacija, ekoloski diverzitet, formiranje biofilma i rezistencija na
antibiotike

4.4.1 Biohemijska karakterizacija odabranih sojeva

Pet odabranih sojeva dodatno je okarakterisano putem automatskog sistema Vitek 2 (Biomerieux,
France). Rezultati analize na Vitek 2 sistemu pokazuju potpunu saglasnost sa molekularno-bioloskom
identifikacijom putem sekvenciranja 16S rRNK gena. Kako Vitek 2 pravi diskriminaciju izmedu
bakterijskih kultura na osnovu geneticke Cistote, ovaj postupak je potvrdio i da su testirane kulture,
dobijene presejavanjem iz minimalne hranljive podloge sa fenolom kao jedinim izvorom ugljenika,
zaista geneticki vrlo Ciste (>90%) (Prilog 1).

4.4.2 Ekoloski diverzitet izolovanih bakterijskih sojeva

Odreden je Shannonov indeks diverziteta (Slika 24) kao kvantitativna mera zastupljenosti odredenog
taksona u grupi organizama. U ovom sluc¢aju, Shannonov indeks diverziteta odnosi se na broj
geneticki razlicitih sojeva u grupi bakterijskih izolata, izolovanih sa korena socivice posle razli¢itih
pretretmana biljnog materijala. Pretretman je definisan na pocetku odeljka 4.4: ,Geneticke i
metabolitke karakteristike izolata®. Sto je Shannonov indeks diverziteta veéi, to je veéi ekologki
diverzitet grupe. Najveci ekoloski diverzitet nalazi se u grupi A. Najmanji ekoloski diverzitet nalazi
se u grupi B, kao i najmanji procenat sojeva koji mogu da koriste fenol kao jedini izvor C-atoma.
Grupe A i1 C imaju pribliZno isti procenat sojeva koji mogu da koriste fenol kao jedini izvor C-atoma.
Najveéi procenat bakterija koje rastu na fenolu (na bilo kojoj od sledec¢ih koncentracija: 200, 500 ili
1000 mg L) nalazi se u grupi C. PribliZzno isti procenat bakterija koje rastu na fenolu nalazi se u
grupi D.

2338
2.206
2.183

=
2032
=—
=

I Shannon-ov indeks diverziteta

Rast na fenolu

6%

Fenol kao jedini izvor
I - ugljenika

H
50%
33%
54%%
3%
22%

21%
28%

A E C D

Slika 24. Shannonov indeks diverziteta, rast na fenolu, i moguénost koris¢enja fenola kao jedini izvor ugljenika

4.4.3 Formiranje biofilma in vitro

Svi bakterijski sojevi koji su oznaceni kao potencijalno dobri kandidati za bioremedijaciju na osnovu
prethodnih testova (ukupno 7 sojeva) testirano je na moguénost formiranja biofilma.

Svih 7 bakterijskih sojeva ima sposobnost formiranja biofilma. Medutim, sposobnost H. paralvei da
formira biofilm je statisti¢ki znacajno veca u odnosu na druge sojeve tokom uzgajanja na LB
hranljivoj podlozi (statisticka zna¢ajnost obelezena je pomocu **, i odredena pomocu t-testa za jedan
uzorak, 6 df, p<0.01, Slika 25).

Primecena je razlika u formiranju biofilma izmedu grupe LB i MS.. Ne postoji statisticki znacajna
razlika u formiranju biofilma unutar grupe MS. K. oxytoca ima najmanju sposobnost formiranja
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biofilma u odnosu na ostale ispitivane sojeve na LB hranljivoj podlozi. Na MS hranljivoj podlozi su
primecene manje razlike u formiranju biofilma kod svih ispitivanih sojeva..

0.3

*k

0.25

0.2 T

0.15 -
=MS

=LB

Formiranje biofilma

0.1

0.05

9 11 14 27 37 43 51  Kontrola
Bakterijski soj

Slika 25. Moguénost formiranja biofilma na LB i MS hranljivoj podlozi sa 200 mg L fenola. Bakterijski sojevi su
prikazani brojevima na x osi: 9 — Klebsiella oxytoca, 11 — Lelliottia sp., 14 — K. oxytoca, 27 — Serratia marcescens, 37 —
Hafnia alvei, 43 — H. paralvei, 51 — S. nematodiphila, Kontrola — negativna (sterilna) kontrola. Opti¢ka gustina biofilma
je merena na 590 nm. Srednja vrednost oznaCena sa ** predstavlja statisticki znacajnu razliku formiranja biofilma i
najbolje formiranje biofilma u grupi LB odredeno t-testom za jedan uzorak, 6 df, p<0.01

4.4.4 Minimalna inhibitorna koncentracija antibiotika (MIC)

Rezistencija na antibiotike je predstavljena minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIC), tj.
najnizom koncentracijom antibiotika resuspendovanog u mekom LB agaru (u mg L) koja je
inhibirala bakterijski rast.

Rezultati su predstavljeni tabelarno (Tabela 10). Na osnovu svih prikazanih rezultata i interpretativnih
kriterijuma iz protokola Performance Standards of Antimicrobial Susceptibility Testing (Control and
Lab. Standards Institute, 26" International Supplement, 2016), zakljueno je da su svi bakterijski
sojevi osetljivi prema svim upotrebljenim antibioticima.

Tabela 10. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) antibiotika izabranih bakterijskih sojeva

Antibiotici i MIC (mg L)

Aminocen Piptaz Cefepim Mipecid Marocen
Bakterijski soj
(Aminoglikozid) | (Piperacilin) | (Cefalosporina) | (Cilastatin + Imipenem) (Fluorohinolon)

K. oxytoca 9 8 2 0.13 0.13 0.13
Lelliottia sp. 11 4 2 0.13 0.06 0.13
K. oxytoca 14 4 2 0.06 0.06 0.06
S. marcescens 27 8 2 0.25 0.06 0.13
H. alvei 37 8 2 0.13 0.13 0.13
H. paralvei 43 8 2 0.13 0.06 0.06

S. nematodiphila
8 2 0.13 0.13 0.13
51
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4.5 Stopa multiplikacije i makroskopski efekti fenola i bakterija na socivice

Prisustvo bakterija ne menja morfologiju biljaka posle 14 dana ko-kultivacije u hranljivoj podlozi bez
fenola. Rast bakterija u hranljivoj podlozi sa biljkama vidljiv je po promeni turbiditeta (zamucenju) i
prema cinjenici da je sterilni rastvor sa povrsinski sterilisanim socivicama ostao bistar i na kraju
eksperimenta (Slika 26). Posle 3. dana, postaje primetno formiranje boje samo u uzorku sa sojem K.
oxytoca 14.

"5

Slika 26. Izgled kulture socivice i ko-kultura bakterija i so¢ivica posle 14 dana kultivacije u MS hranljivoj podlozi bez
fenola. Oznake (redom, s leva na desno) predstavljaju bakterijski soj kojim su inokulisane soéivice: 14 — K. oxytoca, 9 —
K. oxytoca, 11 — Lelliottia sp., NK — negativna kontrola, povrSinski sterilisane soCivice bez prisustva bakterija, 37 — H.
alvei, 43 — H. paralvei, 27 — S. marcescens, 51 — S. nematodiphila

Ovaj efekat primecen je u hranljivoj podlozi bez fenola i sa 500 mg L fenola, ali kasnije tokom
kultivacije, tj. posle 7 dana. Ni pod jednim od eksperimentalnih uslova nije primecen fitopatogeni
efekat, osim kod uzoraka so¢ivice sa bakterijskim sojem K. oxytoca 14 na 500 mg L fenola posle 7.
dana kultivacije, kada nastupa ubrzano uvenuce socivica (Slika 27).

Slika 27. Postepeno uvenuce so¢ivica u ko-kulturi sa K. oxytoca 14 tokom 14 dana ko-kultivacije u hranljivoj MS podlozi
sa 500 mg L. Stanje socivica posle A —3 B -5 C — 7 D — 9 E — 14 dana ko-kultivacije.

Prisustvo bakterija ubrzava stopu multiplikacija socivica (Slika 28). U MS hranljivoj podlozi bez
fenola, ovaj efekat je najocigledniji i pokazuje eksponencijalni rast posle 7. dana kultivacije, nasuprot
kontroli koja odrzava priblizno isti broj frondi od 7. do 14. dana (Slika 28A). Na koncentraciji od 500
mg L (Slika 28B), do 7. dana kultivacije, stopa multiplikacije je pove¢ana u odnosu na so¢ivice koje
rastu bez prisustva bakterija. Do 7. dana, stopa multiplikacije je veca i u odnosu na biljke gajene u
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prisustvu bakterija, ali bez fenola (uporediti sa 28A). Posle 7. dana dolazi do zaustavljanja rasta biljke
i pada njene stope multiplikacije (Slika 28B). Makroskopski, kod svih uzoraka uo¢ava se ekstenzivna
hloroza (oko 50% svih frondi) samo na ovoj koncentraciji fenola (500 mg L) (Slika 29A). Na
koncentraciji fenola od 750 mg L* (Slika 28C) dolazi do inhibicije rasta skoro svih ko-kultura, izuzev
ko-kulture sa sojevima bakterija Lelliottia sp. 11, S. marcescens 27 i S. nematodiphila 51. Hloroza je
prisutna kod manje od 10% frondi (Slika 29B). Na koncentraciji fenola od 1000 mg L stope
multiplikacije biljaka se smanjuju skoro dvostruko u odnosu na kultivaciju bez fenola, u prisustvu
bakterija (Slika 28D). Negativna kontrola (uzorak sterilnih socivica) ima neSto viSu stopu
multiplikacije i pri ovoj koncentraciji u odnosu na uslove bez fenola. Hloroza je slabo primetna, kod
manje od 5% frondi (Slika 29C).
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Slika 28. Stope multiplikacije so¢ivica u MS hranljivom medijumu bez fenola (A) i sa B) 500 mg L1, C) 750 mg L1, D)
1000 mg L™ fenola. Sojevi su predstavljeni brojevima u legendi svakog grafika: 9 — Klebsiella oxytoca, 11 — Lelliottia
sp., 14 — K. oxytoca, 27 — Serratia marcescens, 37 — Hafnia alvei, 43 — H. paralvei, 51 — S. nematodiphila, Negativna
kontrola — povrsinski sterilisane fronde bez prisustva bakterija

Hloroza je uoéena kod svih biljnih kultura gajenih na 500 mg L, bez obzira na prisustvo bakterija.
Prisustvo hloroze je manje zastupljeno na visim koncentracijama (750 i 1000 mg L), gde je zapazeno
i da su fronde u proseku manje od frondi na 500 mg L (oko 0.2 cm nasuprot 0.4 cm dijametra frondi
na 500 mg L?) i ve¢inom tamnije pigmentacije (Slika 29). Zbog brze multiplikacije so¢ivica i pojave
hloroze na 500 mg L, dalji eksperimenti vezani za uklanjanje fenola radeni su na ovoj koncentraciji.
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Slika 29. Promene pigmentacije i veli€ine frondi na A) 500; B) 750 i C) 1000 mg L-* fenola u MS hranljivoj podlozi
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4.6 Fluorescentne mikrografije i interakcije socivica i bakterija

Fluorescentnim mikrografijama korena socivice gajene u MS hranljivoj podlozi bez fenola, a u
prisustvu razli¢itih odabranih sojeva bakterija (Slika 30) potvrdeno je da se od svih testiranih sojeva
(9 — Klebsiella oxytoca, 11 — Lelliottia sp., 14 — Klebsiella oxytoca, 27 — Serratia marcescens, 37 —
Hafnia alvei, 43 — Hafnia paralvei, 51 — Serratia nematodiphila), samo soj K. oxytoca 9 nije vezivao
za koren biljke (Slika 30A). U hranljivoj podlozi bez fenola, sve bakterije su zadrzale svoju bacilarnu
formu i rasporedene su duz sredi$njeg dela korena.

Slika 30. Mikrografije razli¢itih bakterijskih sojeva iz rizosfere so¢ivice gajene u MS hranljivoj podlozi bez fenola.
Mikrografije predstavljaju povr$inu korena socivice sa slede¢im sojevima: A) Klebsiella oxytoca 9, uvecanje 63x; B)
Lelliottia sp. 11, uvecanje 63x; C) K. oxytoca 14 i provodni snopi¢ (PS), uve¢anje 63x; D) K. oxytoca 14, uveéanje 100x
sa imerzijom; E) Serratia marcescens 27, uve¢anje 63x; F) Hafnia alvei 37, uve¢anje 63x; G) H. paralvei 43, uvecanje
63x; H) S. nematodiphila 51, uveéanje 40x
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U MS hranljivoj podlozi sa fenolom (200 mg L), svi ispitivani sojevi bakterija, osim soja 9 (K.
oxytoca), bili su pri¢vr$éeni za povrSinu korena, $to se vidi na Slici 31. U prisustvu fenola, bakterije
su kokoidne, za razliku od istih sojeva gajenih u hranljivoj podlozi bez fenola. K. oxytoca formira
agregate, koji sadrze veliki broj bakterijskih ¢elija, na mestima gde je koren posebno ostecen (Slika
31B i C). Bakterije su rasporedene duz sredine korena i njihovo prisustvo nije primeéeno u osnovi ili
na vrhu korena.

Slika 31. Mikrografije razli¢itih bakterijskih sojeva iz rizosfere socivice gajene u MS hranljivoj podlozi sa fenolom.
Mikrografije predstavljaju povrsinu korena sodivice sa slede¢im sojevima: A) Lelliottia sp. 11, uvecanje 40x; B) K.
oxytoca 14 u agregatima blizu oStec¢enih delova korena, uveéanje 40x; C) K. oxytoca 14, uvecanje 63x; D) K. oxytoca 14
na povrSini intaktnog korena soéivice, uvecanje 40x; E) Serratia marcescens 27, uveanje 40x; F) Hafnia alvei 37,
uvecéanje 63x; G) H. paralvei 43, uveéanje 63x; H) S. nematodiphila 51, uvecanje 63x
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U prisustvu fenola, primecéeno je oste¢enje korena socivice (Slika 32). Jasno se vide ¢elije zahvacene
plazmolizom. Uoceni su brojni plastidi. Celijski zidovi su zadebljali 1 oSteceni na pojedinim mestima.

Slika 32. Ostecenja korena socivica gajenih u MS hranljivoj podlozi sa fenolom. PS - provodni snopi¢. Uvecanje: 40x

Povecan broj plastida dovodi do poja¢anog autofluorescentnog signala koji se vidi na mikrografiji
(Slika 33).

Slika 33. Fluorescentni signal poreklom od brojnih plastida u korenu soc¢ivica uzgajanih u MS hranljivoj podlozi sa
fenolom. Uvecanje: 20x

4.7 Ukupni endogeni fenoli poreklom od nesterilnih i povrSinski sterilisanih socivica i
uklanjanje fenola iz MS te¢ne hranljive podloge

Merenje ukupnih endogenih fenola poreklom od nesterilnih i povr$inski sterilisanih so¢ivica pokazuje
da se njihov nivo menja tokom 5 dana eksperimenta, ali da nikada ne prelazi 10 mg L (Slika 34). Na
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pocetku merenja, koncentracija endogenih fenola je bila ista u obe grupe, oko 2 mg L. Tokom
sledeca 4 dana, koncentracija endogenih fenola u hranljivoj podlozi sa sterilnim soc¢ivicama je opala
do 0.1 mg L% Posle 5 dana kultivacije, tj. na kraju eksperimenta, koncentracija ukupnih endogenih
fenola je iznosila priblizno 5 mg L™ u uzorcima sa sterilnim so¢ivicama. Nesterilne so¢ivice, koje
sadrze intaktni mikrobiom rizosfere, proizvode vec¢u koli¢inu endogenih fenolnih jedinjenja u odnosu
na povrSinski sterilisane so¢ivice. U ovoj grupi (L. minor + mikrobiom rizosfere), tokom prva dva
dana kultivacije, koncentracija endogenih fenola je bila izmedu 1 i 2.2 mg L. Tokom 3. i 4. dana
kultivacije, iznosila je 6.2 odnosno 6.8 mg L. Na kraju eksperimenta, izmereno je 8.1 mg L
endogenih fenola u hranljivoj podlozi sa nesterilnim socivicama.
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Slika 34. Ukupni endogeni fenoli poreklom od povrsinski sterilisanih so¢ivica (L. minor) i nesterilnih so¢ivica (L. minor
+ mikrobiom rizosfere).

Eksperimenti sa uklanjanjem fenola sterilnim i nesterilnim biljnim materijalom, tj. onim koji je
sadrzao nativni mikrobiom rizosfere socivice, ukazuju da su sterilne soCivice manje efikasne u
uklanjanju fenola na skoro svim inicijalnim koncentracijama fenola tokom 5 dana eksperimenta,
izuzev na 10 mg L (Slika 35A). Pri inicijalnoj koncentraciji od 15 mg L™ (Slika 35B), mikrobiom
rizosfere i soCivice su tokom svakog dana kultivacije uklanjali vise fenola u odnosu na sterilne
socivice. Posle 5 dana kultivacije, hranljive podloge sa nesterilnim socivicama sadrzale su oko 4 mg
L? fenola $to je oko 27% od ukupne inicijalne koncentracije nasuprot povrsinski sterilisanim
so¢ivicama, kod kojih je detektovano oko 53% od inicijalne koncentracije fenola. Pri inicijalnoj
koncentraciji od 20 mg L™ (Slika 35C), detektovane su manje razlike u efikasnosti uklanjanja fenola,
ali su ipak nesterilne so¢ivice bile efikasnije. Krajnja koncentracija se izjednacila u obe grupe posle
5 dana kultivacije (oko 30% inicijalne koncentracije u obe grupe). Pri inicijalnoj koncentraciji od 30
mg L* (Slika 35D), detektovano je sli¢no ponasanje u obe grupe kao i u prethodnom slu¢aju. Na kraju
eksperimenta, socivice i njihov mikrobiom rizosfere uklonili su oko 73% inicijalne koncentracije
fenola, dok su povrsinski sterilisane socivice uklonile oko 63% inicijalne koncentracije fenola. Pri
inicijalnoj koncentraciji od 100 mg L™ (Slika 35D), tokom prva dva dana kultivacije, efikasnost
uklanjanja fenola je bila priblizno ista u obe grupe. Treceg i Cetvrtog dana kultivacije primecuju se
vece razlike: uklonjeno je oko 42% inicijalnog fenola u sterilnoj, odnosno 59% u nesterilnoj grupi (3.
dan) i oko 49% u sterilnoj, odnosno 60% u nesterilnoj grupi (4. dan). Na kraju eksperimenta (5. dana
kultivacije), u sterilnoj grupi izmereno je 43% od inicijalne koli¢ine fenola, dok je u nesterilnoj grupi
izmereno 30% od inicijalne koli¢ine fenola.
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Slika 35. Uklanjanje fenola povrsinski sterilisanim so¢ivicama (L. minor) i mikrobiomom rizosfere i biljkama (L. minor
i mikrobiom rizosfere) pri razli¢itim inicijalnim koncentracijama fenola u hranljivoj MS podlozi: A — 10 mg Lt inicijalne
koncentracije fenola; B—15mg L% C-20mg L?; D-30mg L; E— 100 mg L™ fenola

U eksperimentima sa uklanjanjem fenola pomocu socivica i izabranih ¢istih bakterijskih kultura
kojim su socivice inokulisane, od 7 izabranih sojeva na pocetku eksperimenata, K. oxytoca (soj 9)
nije dalje testiran zbog nepostojanja neposredne fizicke interakcije sa korenom. Za test uklanjanja
fenola iz MS hranljive podloge, testirane su bakterijske monokulture (Slika 36A) i sterilne socCivice
sa 6 izabranih monokultura (Slika 36B) gajene u MS hranljivoj podlozi sa fenolom inicijalne
koncentracije 500 mg L*. Kod uzoraka sa ispitivanim bakterijskim monokulturama detektovan je pad
od 70 do 90% fenola iz rastvora za tri dana. Posle 5 dana gajenja, K. oxytoca MK212915 (soj 14)
skoro potpuno uklanja fenol (Slika 36B). Konstantan pad u koncentraciji fenola primecen je kod svih
ispitivanih sojeva tokom 5 dana. Ukoliko se socivica gaji sa odredenom bakterijskom monokulturom,
dolazi do naglog pada koncentracije fenola ve¢ posle dva dana gajenja, osim za sojeve 14 (Klebsiella
oxytoca, MK212915) i 27 (Serratia sp., MF526924) kod kojih se pad koncentracije fenola vidi posle
tri dana gajenja (Slika 36B). Posle 5 dana eksperimenta, uzorci sa bakterijskim monokulturama su
sadrzali izmedu 9 mg L™ fenola (uzorak 14) i 110 mg L™ fenola (uzorak 27), dok je u isto vreme, u
kontrolnom uzorku, finalna koncentracija fenola bila oko 363 mg L. S obzirom da je fenol isparljiva
i relativno fotosenzitivna supstanca, ovi fizicko-hemijski faktori su verovatno doprinosili gubitku
fenola tokom vremena: u kontrolnom uzorku sa sterilnim MS rastvorom sa fenolom, pasivni gubitak
fenola je iznosio oko 28% do kraja eksperimenta.

U uzorcima samo sa povrSinski sterilisanim frondama, uklanjanje fenola je bilo prakti¢no
zanemarljivo posle 1. dana eksperimenta. Izmedu 1. i 2. dana, nagli pad fenola (ukupno oko 83%
manje fenola u odnosu na inicijalni nivo) detektovan je u ovim uzorcima (Slika 36B).

Najveci pad koncentracije od inicijalne bio je detektovan u uzorku sa H. paralvei (soj 43) i
so¢ivicama. Tokom prvog dana, koncentracija se ovde promenila od 500 mg L™ do 83 mg L* posle
ega je koncentracija fenola postepeno opadala svakog dana do oko 38 mg L™ na kraju eksperimenta

58



(Slika 36B). Najmanje efikasno je bilo uklanjanje fenola pomocu socivica i S. marcescens, soja 27 —
na kraju eksperimenta je krajnja koncentracija iznosila 91 mg L.
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Slika 36. Uklanjanje fenola iz te¢ne MS hranljive podloge sa inicijalnom koncentracijom fenola od 500 mg L pomoéu
bakterijske monokulture (A) i so€ivice sa izabranom bakterijskom monokulturom (B). Oznake bakterijskih sojeva date
su u legendi: 11 - Lelliottia sp., MK212916; 14 - Klebsiella oxytoca, MK212915; 27 - Serratia sp. 27, MF526924; 37 -
Hafnia alvei 37, MF526934; 43 - H. paralvei 43, MF526939; 51 - Serratia nematodiphila 51, MF526945; Kontrola —
sterilna MS hranljiva podloga bez bakterija (A) i povrSinski sterilisana biljka so¢ivice (B)

4.8 Test IAA produkcije sa Salkowski reagensom u MS hranljivoj podlozi

Izveden je test prisustva bakterijske TAA zbog uocenog pozitivnog efekta bakterija na brzinu
umnozavanja so¢ivica. Roze boja kompleksnog jedinjenja, koje nastaje u reakciji Salkowski reagensa
I bakterijske IAA 1 koje je indikator prisustva IAA, nije detektovana pod primenjenim
eksperimentalnim uslovima (bez dodatka egzogenog triptofana, tj. samo sa komponentama MS
hranljive podloge).
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4.9 Zimogramska detekcija polifenol-oksidaze (PPO)

Za zimogramsku detekciju PPO izolovane iz tkiva soCivice koriS¢ene su soCivice gajene u MS
hranljivoj podlozi sa 500 mg L™ fenola kao i u MS hranljivoj podlozi bez fenola. Osim toga, kori$éene
su socivice gajene u MS hranljivoj podlozi kojoj su dodati fenol i bakterije soja H. paralvei 43, kao i
soc¢ivice gajene U MS hranljivoj podlozi kojoj nije dodat fenol, ali su dodate bakterije soja H. paralvei
43. Ovaj soj je izabran zbog: rasta na hranljivoj podlozi sa 1000 mg L fenola bez prethodne
aklimatizacije, koriS¢enja fenola kao jedinog izvora ugljenika, efikasnog uklanjanja fenola sa
soCivicama 1 bez soCivica, povec¢anog formiranja biofilma i pozitivnog efekta na umnozavanje
socivice. Posto je izvedena zimogramska detekcija sa MBTH i fenolom kao supstratom, na gelu nisu
detektovani nikakvi znaci prisustva PPO ni u jednom od Cetiri tipa uzoraka (soc¢ivice + fenol - so¢ivice
gajene u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola; so¢ivice + bakterije + fenol - sogivice gajene sa
H. paralvei 43 u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L™ fenola; soéivice + bakterije - so¢ivice gajene
sa H. paralvei 43 u MS hranljivoj podlozi bez fenola; kontrola - sterilne so¢ivice gajene u MS
hranljivoj podlozi bez fenola) tj. nije detektovana nijedna traka koja bi odgovarala PPO.

4.10 Zimogramska detekcija gvajakol-peroksidaze (GPX)

Za odredivanje GPX kori$¢ena je biljka sodivice gajena u hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola.
Pored sterilne so¢ivice, bakterijski soj 43 (H. paralvei) je gajen sa so¢ivicom u istoj hranljivoj podlozi
u drugom delu eksperimenta. Detektovano je ukupno 5 izoformi GPX u tkivu soéivice gajene u
prisustvu fenola (Slika 37). Svih 5 izoformi je uoceno u tkivu biljaka gajenih sa ili bez bakterija. Sve
detektovane izoforme nalaze se u kiselom delu pl vrednosti koje su priblizno: 6.5, 6.2, 6.0, 5.9 1 5.6.
Sve izoforme GPX vidljive su 1, 4. 1 5. dana gajenja. Izoforma sa pl vrednoScu 6.5 ne moze se videti
tokom drugog i tre¢eg dana gajenja. Ukoliko je biljka gajena sa bakterijskom monokulturom,
izoforme GPX su slabije izraZene 5. dana gajenja.
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Slika 37. Zimogramska detekcija GPX u tkivu so¢ivice gajene u hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola. Na gelu su
prikazani uzorci biljke gajene bez (levo) i sa bakterijskom monokulturom H. paralvei 43 (desno). Strelicama su obelezene
izoforme GPX. Brojevima su oznaceni dani kultivacije
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Kada su biljke gajene u hranljivoj podlozi bez fenola, primecuje se samo jedna izoforma GPX,
priblizne pI vrednosti 6.0 i njen intenzitet je konstantan tokom svih pet dana gajenja (Slika 38). Kada
su socivice gajene sa sojem H. paralvei 43, detektovane su ukupno cetiri izoforme GPX. Jedna
izoforma je ista kao i kod sterilnih so¢ivica (plI 6.0), dok ostale tri imaju pl vrednosti 6.2, 6.5 i 4.8.
Sve detektovane izoforme se nalaze u kiselom delu. Tokom prva dva dana gajenja socCivice sa
bakterijama, vidljiva je izoforma GPX sa pl 6.5. Poslednjeg dana gajenja biljaka sa bakterijama javlja
se izoforma pl 4.8, koja je vidljiva jedino tada u celom eksperimentu. Intenzitet izoformi je jaci
ukoliko je soCivica gajena bez bakterija.
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Slika 38. Zimogramska detekcija GPX u tkivu so¢ivice gajene u hranljivoj podlozi bez fenola. Na gelu su prikazani uzorci
biljke gajene bez (levo) i sa bakterijskom monokluturom H. paralvei (desno). Strelicama su obelezene izoforme GPX.
Brojevima su oznaceni dani kultivacije

4.11 Detekcija vodonik-peroksida, malondialdehida, ukupne askorbinske Kiseline i ukupnih
proteina

Vodonik-peroksid je povecan kod socivica gajenih sa bakterijama u hranljivoj podlozi sa fenolom

tokom svih pet dana eksperimenta i dostize maksimum 5. dana (Slika 39). Smanjena koncentracija
H20:2je primecena na samom pocetku gajenja kod socivica bez prisustva bakterija i fenola (kontrola).

70

[o2}

0

(83}
o

N
o

m Socivice + fenol

u Socivice + bakterije + fenol

I - I i _ L Socivice + bakterije
I I M = I Kontrola
I
1 2 3 4 5

Vreme kultivacije (dani)

Ukupni H,0, (mM g1 FW)
e 8 8

o

Slika 39. Ukupna koncentracija vodonik-peroksida (H202) u so¢ivicama u zavisnosti od vremena kultivacije. So¢ivice +
fenol - socivice gajene u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola; so¢ivice + bakterije + fenol - so¢ivice gajene sa H.
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paralvei 43 u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L* fenola; so¢ivice + bakterije - so¢ivice gajene sa H. paralvei 43 u MS
hranljivoj podlozi bez fenola; kontrola - sterilne soéivice gajene u MS hranljivoj podlozi bez fenola

Povecane vrednosti MDA u odnosu na druge uzorke, primecene su kod socivica gajenih u prisustvu
fenola bez bakterija i to tokom prva dva dana gajenja (Slika 40). Blagi porast koncentracije MDA
uocava se kod biljaka gajenih sa bakterijama u hranljivoj podlozi sa fenolom.
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Slika 40. Ukupna koncentracija malondialdehida (MDA) u so¢ivicama u MS hranljivoj podlozi u zavisnosti od vremena
kultivacije. So¢ivice + fenol - so¢ivice gajene u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola; sodivice + bakterije + fenol
- so¢ivice gajene sa H. paralvei 43 u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L™ fenola; sogivice + bakterije - sodivice gajene
sa H. paralvei 43 u MS hranljivoj podlozi bez fenola; kontrola - sterilne so¢ivice gajene u MS hranljivoj podlozi bez
fenola

Posle prvog dana gajenja, koncentracija AsA je ista u svim uzorcima (Slika 41). So¢ivice gajene u
hranljivoj podlozi sa fenolom pokazuju pad u koncentraciji AsA Kkoji ostaje na tom nivou do kraja
eksperimenta. Visoke koncentracije AsA u odnosu na druge uzorke detektovane su kontrolnoj grupi
I to sve do kraja eksperimenta. Prisustvo bakterija i fenola u hranljivoj podlozi dovodi do niskih
vrednosti AsA na kraju eksperimenta.
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Slika 41. Ukupna koli¢ina askorbinske kiseline (AsA) u so¢ivicama u zavisnosti od vremena kultivacije u MS hranljivoj
podlozi. So€ivice+fenol - so€ivice gajene u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola; sogivice+bakterije+fenol -
socivice gajene sa H. paralvei 43 u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola; so¢ivice+bakterije - soCivice gajene sa
H. paralvei 43 u MS hranljivoj podlozi bez fenola; kontrola - sterilne soc¢ivice gajene u MS hranljivoj podlozi bez fenola
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Ukupni solubilni proteini socivice (Slika 42) konstantno su niski kod sterilnih so¢ivica uzgajanih u
hranljivoj podlozi sa fenolom. Kod so¢ivica gajenih bez fenola (kontrola) najveéa koncentracija
proteina je zabelezena poslednjeg dana gajenja. SocCivice gajene sa bakterijama na obe hranljive
podloge imaju visi sadrzaj proteina u odnosu na sterilne biljke gajene na fenolu.
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Slika 42. Ukupni solubilni proteini so¢ivice u zavisnosti od vremena kultivacije u te¢noj hranljivoj MS podlozi.
Sogivice+fenol - so¢ivice gajene u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L fenola; so&ivice+bakterije+fenol - sogivice gajene
sa H. paralvei 43 u MS hranljivoj podlozi sa 500 mg L™ fenola; so¢ivice+bakterije - so¢ivice gajene sa H. paralvei 43 u
MS hranljivoj podlozi bez fenola; kontrola - sterilne so¢ivice gajene u MS hranljivoj podlozi bez fenola

4.12 Procena bakterijske biomase na povrsini korena socivica

Posle prvog dana ko-kultivacije, metodom serijskog razblazenja i brojanja kolonija procenjeno je da
je broj bakterija po sveZoj masi so¢ivice oko 2000 CFU mg™ na hranljivoj podlozi sa fenolom.
Nasuprot ovome, prvog dana ko-kultivacije u hranljivoj podlozi bez fenola, izbrojano je 6600 CFU
mg*. Broj bakterija na povrsini korena je do kraja eksperimenta (posle 5 dana) bio priblizno isti na
korenu so¢ivica u hranljivoj podlozi sa fenolom (2400 CFU mg™?), dok je na korenu socivica gajenih
bez fenola bio veé¢i (8800 CFU mg™). S obzirom da je proseéna masa jedne bakterije oko 1 pg (107
g), ukupna biomasa bakterija po 1 mg sveze mase sodivica ne prelazi 10° mg.

4.13 LC-MS analiza MS hranljive podloge sa sofivicama i bakterijskim sojem K. oxytoca 14

Primeceno je da se prilikom gajenja socivice sa sojem K. oxytoca 14 na MS hranljivoj podlozi bez
dodatog fenola, javlja zutozelena boja ve¢ posle dva dana gajenja (Slika 43). Ovakva boja hranljive
podloge nije primecena prilikom gajenja socivice sa drugim ispitivanim bakterijskim sojevima pod
istim uslovima.

Slika 43. Pojava zutozelene boje u hranljivoj podlozi sa so¢ivicama i bakterijama K. oxytoca 14, posle 2 dana gajenja,
bez dodatka egzogenog fenola
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Izvedena je LC/MS analiza hranljive podloge u kojoj je gajena biljka sa ovom bakterijom tokom tri
dana i rezultati su predstavljeni tabelarno (Tabela 11). Detektovana su polifenolna jedinjenja: luteolin
6,8-di-C-heksozid (polifenolno jedinjenje i flavonoid),
kiselina, apigenin 6-C-(2"-pentozil)heksozid (polifenolno jedinjenje i flavonoid), i p-kumarinska
kiselina.

p-hidroksibenzoeva kiselina,

kafeinska

Tabela 11. LC/MS analiza MS hranljive podloge posle tri dana gajenja socivica sa sojem 14 (K.

oxytoca)
2 3 4
Molekulska | Prorac¢un Tacéna MS . MS . MS
tr, L A fragmenti, | fragmenti, | Fragments,
! Naziv jedinjenja | formula, mase, masa, 0 0 0
min [M—H]- [M—H] [M—H]" ppm | (% Base (% Base (% Base
Peak) Peak) Peak)
591(10),
519(30),
. A 471(10), 341(100),
516 | LUeolin68-di-C- | o L1 o | 609.14611 | 609.14380 | 3.79 | #89(100). | 59930y | 313(40).
heksozid 429(10), 369(100) 208(30)
399(20),
369(15)
p_
5.66 | hidroksibenzoeva | CiHsOs | 137.02442 | 137.02415 | 1.97 | 209010, | _ -
o 93(100)
kiselina
135(60),
Kafeinska 117(15),
591 . CoH704~ 179.03498 | 179.03513 | -0.84 | 135(100) | 107(100), | -
kiselina
91(55),
79(15)
443(10), 275(20),
Apigenin 6-C- 3%882)) ggggggg
6.24 | (2"- Ca6H27014~ | 563.14063 | 563.13922 | 2.50 ' | 293(100) '
pentozil)heksozid 341(10), 221(40),
311(20), 175(100),
293(40) 173(70)
119(60),
p-kumarinska 101(20),
6.60 o CoH703~ 163.04007 | 163.03984 | 1.41 | 119(100) | 93(25), -
kiselina
91(100),
72(10)
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5. Diskusija

Bakterije koje nastanjuju rizosferu biljaka imaju znacajnu ulogu u globalnim geohemijskim
ciklusima, regulaciji rasta i odrzavanju fitnesa biljaka (Na i sar. 2018). Geneticka struktura i
raznovrsnost bakterija koje naseljavaju rizosferu znacajno variraju zavisno od tipa stanista, vrsta
biljaka 1 geografskog polozaja. Postoje razlike u strukturi bakterijskih populacija rizosfere ¢ak i
unutar istog stanista, a posebno velike razlike postoje u strukturi populacija rizosfere kopnenih i
vodenih biljaka (Tanaka i sar. 2011). Zbog svega navedenog, nije bilo neoc¢ekivano da se diverzitet
bakterijskih populacija rizosfere soCivice u ovoj disertaciji znac¢ajno razlikuje u odnosu na bakterijske
populacije koje se pominju u literaturi (Berg i Smalla, 2009). Do sada su u sli¢nim studijama
identifikovane brojne vrste Pseudomonas i Enterobacter, dok su vrste roda Hafnia bile retko
identifikovane, osim u rizosferi pojedinih halofita (Szymanska i sar. 2016; Pacifico i sar. 2019).

U odnosu na sli¢ne radove iz oblasti bioremedijacije, najupadljivija razlika ove teze je potpuni
izostanak bilo koje vrste iz roda Acinetobacter (Radulovi¢ i sar. 2019a). Ove bakterije su Siroko
rasprostranjene, izolovane iz veoma razliitih izvora, ukljucujudi i rizosferu razli¢itih biljaka, a
poznate su po rezistenciji na fenol i efikasnom metabolizmu fenolnih jedinjenja (Sachdev i sar. 2010;
Yamaga i sar. 2010; Ogata i sar. 2013; Suzuki i sar. 2014).

Osim §to se mogu smatrati netipi¢nim stanovnicima rizosfere biljaka, vrste roda Hafnia iz rizosfere
soCivice pokazuju rezistenciju i sposobnost uklanjanja fenola (Radulovi¢ i sar. 2019b). Nijedna
dosadasnja studija nije opisala nijednu vrstu roda Hafnia koja moze degradovati fenol. Svi podaci u
dosadasnjoj literaturi opisuju vrste roda Hafnia kao akumulatore teskih metala (Marzan i sar. 2017).
Dodatne analize metabolizma fenola kod ovih sojeva bi dodatno rasvetlile ovu retku pojavu za Hafnia

spp.

Pseudomonas spp. predstavljaju najbrojnije prirodne populacije u rizosferi i poznate su po
sposobnosti degradacije ogromnog broja razliCitih organskih jedinjenja prirodnog 1 sinteti¢kog
porekla, kao 1 po sposobnosti rasta na razli¢itim minimalnim hranljivim podlogama (Gupta i Thakur,
2017). Pseudomonas spp, pogotovo P. putida, najzastupljeniji su izolati u ovoj studiji. Medutim,
nijedan soj Pseudomonas spp. izolovan iz rizosfere so¢ivice nije pokazao, posle testova rezistencije
na fenol i rasta na minimalnoj podlozi, izuzetne osobine §to se tice ovih kriterijuma. Ovo je bilo u
suprotnosti sa brojnim podacima koji ukazuju da Pseudomonas putida poseduje efikasan degradativni
metabolizam fenola i rezistenciju na fenol (Tibbles i Baecker, 1989; Reardon i sar. 2000;
Mahadevaswamy i sar. 2004; Tsuey-Ping Chung, 2005; Gurusamy Annadurai i sar. 2007; Gupta i
Thakur, 2017). Moguce je da su unutar rizosfere socivica ovi sojevi specijalizacijom dobili druge
uloge, a da je degradacija fenola pozitivno selekcionisana kod drugih vrsta, poput Hafnia spp.,
Lelliottia spp., Klebsiella spp. i Serratia spp.

Priprema biljnog materijala ima veliki uticaj na geneticku strukturu bakterija izolovanih sa korena
socivice (Radulovi¢ 1 sar. 2019b). Susenje 1 brisanje korena u grupama A 1 B smanjuje diverzitet
bakterijskih sojeva nadenih na korenu, $to se ogleda u Shannonovim indeksima diverziteta. Manje
»invazivna“ metoda pripreme, ispiranjem u destilovanoj vodi (grupa D), odrzava diverzitet na viSem
nivou. Interesantno je da se grupa C upadljivo razlikuje po strukturi sojeva u odnosu na grupe A, B i
D. Naime, grupa C, dobijena izolacijom bakterijskih sojeva iz uzorka vode oko soCivica, sadrzi
predominantno Pseudomonas sp. i Hafnia sp. koji se nalaze iskljucivo u ovoj grupi, ali ne i u drugim
grupama. Upadljive razlike u taksonomskoj strukturi izmedu grupe C i grupa A, B i D ukazuju da
grupa C sadrzi bakterijske sojeve koji nisu blize asocirani sa korenom socivice. Nasuprot njoj, grupe
A, B 1 D su medusobno sli¢nije po geneti¢koj strukturi i dobijene su izolacijom bakterija sa povrSine
korena, Sto snazno ukazuje da su ovi bakterijski sojevi uze povezani sa rizosferom socivice.
Shannonovi indeksi ukazuju da je diverzitet svake pojedina¢ne grupe umanjen u odnosu na ukupni
ekoloski diverzitet cele bakterijske populacije rizosfere, Sto pokazuje da su unutar svake pojedinacne
grupe bakterije geneticki slicnije 1 da su po toj genetickoj sli¢nosti i organizovane u prirodi. Ova
struktuirana, nenasumicna organizacija najverovatnije je zasnovana na pozitivnoj hemotaksiji
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usmerenoj ka eksudatima korena, pogotovo ka raznovrsnim fenolnim jedinjenjima koja predstavljaju
njihov znacajni deo (Pandey i Jain, 2002; Hartmann i sar. 2009; Toyama i sar. 2009).

S obzirom na to da se mnogo vise zna o genetickoj raznovrsnosti bakterija rizosfere zemlji$nih biljaka,
sva dodatna saznanja o genetickoj strukturi bakterijskih populacija rizosfere vodenih biljaka su
posebno znacajna.

Po na$im saznanjima, nijedna studija se do sada nije bavila rezistencijom na fenol celokupne
bakterijske populacije rizosfere neke biljne vrste. Zbog nedostatka dostupnih podataka o
zastupljenosti i distribuciji bakterijskih populacija rezistentnih na fenol, ova studija prva ukazuje na
rezistenciju bakterija na fenol u rizosferi so¢ivice. Rezultati pokazuju da je otpornost bakterija
rizosfere mnogo zastupljenija nego Sto se to moglo ocekivati s obzirom na izraziti baktericidni efekat
fenola (Berger i Wyss, 1952). Fenol je ispoljavao toksi¢ni efekat na bakterije, u obliku smanjene
biomase i usporenog rasta kolonija na hranljivim podlogama sa razli¢itim koncentracijama fenola.
Ipak, neoéekivano visok broj izolata formirao je kolonije na koncentraciji od 200 mg L fenola, koja
se smatra letalnom koncentracijom za skoro sve Zive organizme (Radulovi¢ i sar. 2019b).

lako bi dodatne analize preciznije objasnile ovako Siroku pojavu rezistencije na fenol u rizosferi
soCivice, jedan vazan faktor svakako doprinosi toj izrazenoj rezistenciji. Poznato je da fenolna
jedinjenja u eksudatima korena soCivice i biljaka uopste uti¢u na selekciju bakterijskih sojeva sa
efikasnim metabolizmom fenola i njegovih derivata (Kuiper i sar. 2004; Toyama i sar. 2009; Backer
I sar. 2018). Medu fenol-rezistentnim sojevima, izabrano je 7 sojeva koji pripadaju vrstama H. alvei,
H. paralvei, S. marcescens, S. nematodiphila, Lelliottia sp. i K. oxytoca kao najbolji kandidati za
bioremedijaciju. Kriterijumi po kojima su izabrani su bili prvenstveno brzina povecanja biomase u
minimalnoj hranljivoj podlozi i rezistencija na visoke koncentracije fenola (Radulovi¢ i sar. 2019b).

Socivice koriS¢ene u ovoj studiji, pokazale su takode visoku toleranciju na fenol (Radulovi¢ i sar.
2019a). Ovo je 1 inace jedna od relativno dobro dokumentovanih osobina ove 1 srodnih vrsta (Leng,
1999; Radi¢ i sar. 2011; Ziegler i sar. 2016). Biljke su se brzo umnozavale i na vrlo visokoj
koncentraciji fenola od 500 mg L™, bez obzira na vidljive makroskopske promene u obliku hloroze
(Radulovi¢ 1 sar. 2020). Promena ukupne koli¢ine pigmenata, posebno hlorofila, u odgovoru na
toksi¢na jedinjenja, poznata je osobina socivica i iskoriS¢ena je kao osnova za bioindikaciju u
slu¢ajevima zagadenja jedinjenjima bora i fenolom (Bocuk i sar. 2012; Forni i sar. 2014). Dodatno,
u ovoj studiji zabeleZena je promena boje frondi, od svetlozelene ka tamnozelenoj na 750 i 1000 mg
L fenola, $to ukazuje na akumulaciju hlorofila na ovim ekstremnim koncentracijama fenola
(Radulovi¢ i sar. 2020). Poveéanje ukupne koli¢ine hlorofila kod so¢ivice (L. minor) u odgovoru na
povecanje fenola u otpadnim vodama ustanovili su Forni i sar. (2014). Ova interesantna osobina
soCivica zahteva dalja istrazivanja i ima potencijal za buducu primenu u bioindikaciji.

Bez obzira na brzu multiplikaciju socivica u hranljivoj podlozi sa fenolom (500 mg L), ve¢ na nizoj
koncentraciji fenola (200 mg L) uogena su mikroskopska oste¢enja u vidu zadebljalih éelijskih
zidova, povecanog broja plastida i celih regiona korena biljke zahvacenih plazmolizom (Radulovi¢ i
sar. 2020). Ova ostec¢enja nisu bila neocCekivana, s obzirom na to da ultrastrukturna ostecenja
mitohondrija i hloroplasta nastaju i na mnogo nizim koncentracijama fenolnih derivata koji se koriste
kao herbicidi (Tigre 1 sar. 2015). Zadebljanja ¢elijskih zidova mogu nastati kao univerzalna biljna
reakcija na stresne uslove, a posebno abioticke faktore, kada se sintetiSu vece koliCine lignina i
hemiceluloze i deponuju u Celijski zid (Le Gall i sar. 2015).

Vecdi broj plastida u uslovima gajenja biljaka u prisustvu fenola odrazava verovatno povecanje opste
biosinteticke aktivnosti i moguce povecanje ukupnog broja amiloplasta (Bramham i Pyke, 2017).
Akumulacija skroba je poznati odgovor socivica na abioticki stres (Sree 1 Appenroth, 2014; Sree 1
sar. 2015). U navedenim studijama abioticki stres je izazvan hipersalinitetom i kadmijumom, pa se
moze se pretpostaviti da se isti mehanizam aktivira i u prisustvu fenola. Moguénost povecanja
nutritivne 1 energetske vrednosti soCivica u stresnim uslovima privlaci paznju nauéne javnosti,
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pogotovo zbog moguénosti koris¢enja intermedijera koji nastaju metabolickom aktivnos$éu socivica
tokom bioremedijacije (Xu i sar. 2011; Stout i Nuesslein, 2010; Sree i Appenroth, 2014). Kako
primenjena metoda sa bojenjem AO ne omogucava razlikovanje razlicitih tipova plastida, preciznije
biohemijske i mikroskopske analize bi razjasnile metabolicku aktivnost so€ivica i procese unutar
plastida (Radulovi¢ i sar. 2020).

Bez obzira na pomenute makro i mikropromene koje su znaci stresa, sofivice ipak poseduju
mehanizme kojima mogu do izvesne mere da umanje toksi¢ne efekte fenola. Ovi mehanizmi se
ogledaju u poveéanju stope multiplikacije na 500 mg L u odnosu na kontrolnu grupu biljaka gajenih
u hranljivoj podlozi bez fenola. Umnozavanje se nastavlja i na viSim koncentracijama fenola (750 mg
LY. Takode, tokom 14 dana gajenja u hranljivoj podlozi sa najvisom koncentracijom fenola (1000
mg L1) nije primeéeno uvenuée frondi. Na ovoj koncentraciji je broj frondi ostao nepromenjen tokom
celog trajanja eksperimenta (14 dana). Ovi rezultati ukazuju da socivice obustavljaju rast i ne
uvecavaju biomasu u ekstremno nepovoljnim uslovima (Radulovi¢ i sar. 2020). Slicni mehanizmi
dokumentovani su kod soéivica i drugih vrsta biljaka i smatraju se univerzalnim kada je re¢ o
prezivljavanju vro nepovoljnih uslova spoljasnje sredine (Obermeier i sar. 2015; Figlioli i sar. 2019).
Prezivljavanje i nepromenjena brojnost socivica pri ekstremnim uslovima sredine dodatno ukazuje
na izvanredno visoku toleranciju so¢ivica na fenol. Po naSim saznanjima, ne postoje prethodne studije
koje se bave fiziologijom socivica na ovako visokoj koncentraciji fenola i moguéim strategijama
njenog prezivljavanja.

Interakcije bakterija i rizosfere su slozene i u velikoj meri reflektuju dugu koevoluciju ove dve grupe
organizama (Backer i sar. 2018). Nijedna biljka na planeti ne egzistira kao izolovan organizam, vec¢
je uvek u bliskoj komunikaciji i koegzistenciji sa slozenim mikrobiomom, te pojedini autori ovu
simbiozu nazivaju holobiontom, tj. potpunim organizmom (holos — ceo, biont — zivi organizam). U
ovoj studiji, posebna paznja je posvecena mikroskopskoj analizi prostornih odnosa izmedu izabranih
bakterijskih sojeva i korena socivice (Radulovic i sar. 2020).

Poznato je da je aktivna pokretljivost fundamentalna osobina skoro svih bakterijskih vrsta u ovoj
studiji: Serratia sp, Hafnia sp. i Lelliottia sp. (O’Rear i sar. 1992; Nowicki i sar. 2014). Jedini izuzetak
je Klebsiella spp. (Dantur i sar. 2018). Kvalitativni test formiranja biofilma ukazuje da je biofilm
prisutan kod svih bakterijskih sojeva. Kvantitativni testovi formiranja biofilma pokazuju da svi
bakterijski sojevi imaju nisku do umerenu sposobnost formiranja biofilma, sa izuzetkom soja 43,
Hafnia paralvei. Primecuje se pravilnost u organizaciji bakterija na povrsini korena, tj. uoceni su
odredeni regioni za koje se bakterije preferencijalno vezuju, a to su granice izmedu biljnih ¢elija. To
se posebno opaza na mikrografijama koje predstavljaju soj S. nematodiphila 51 (Radulovi¢ i sar.
2020). Kuiper i sar. (2004) su primetili da se mikrokolonije epifitskih bakterija formiraju upravo na
ovim mestima, na kojima spontano cure izvesne koli¢ine eksudata korena. Moguce je da se i sojevi u
ovoj studiji organizuju na sli¢an naéin. Poznato je da je prisustvo mikrokolonija (manjih grupa
bakterija koje se organizuju na jednom mestu) takode indikator rane organizacije biofilma (Bridier i
sar. 2017).

Iako je biofilm prisutan, on nije jedini nacin organizacije analiziranih sojeva rizosfere, kao §to je to
slu¢aj sa Acinetobacter calcoaceticus P23 koji su izolovali Yamaga i sar. (2010). Kod pomenutog
soja je moguce 1 vizuelno pratiti smanjenje inicijalnog turbiditeta te¢ne hranljive podloge zbog
postepene epifitske kolonizacije i formiranja biofilmova na povrsini korena socivice. Ovakvo kretanje
bakterija nije primeéeno tokom naSih eksperimenata. Analiza mikrografija 1 broja bakterija u
hranljivoj MS podlozi sa i bez fenola ukazuje da se vecina bakterija slobodnopokretnih vrsta (Serratia
spp, Lelliottia spp. i Hafnia spp) koris¢enih u ovoj studiji zadrzava u okolini korena, a ne na samoj
povrsini korena.

Za razliku od slobodnopokretnih vrsta koje su ostale u slobodnom rastvoru i u manjoj meri
kolonizovale povrsinu korena, K. oxytoca, soj 14, kolonizovao je 1 unutrasnjost ¢elija korena socivice,
auz to je u manjoj meri prisutan i na povrsini korena (Radulovi¢ i sar. 2020). Endofitska kolonizacija
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je dobro dokumentovana kod K. oxytoca i njoj srodnih vrsta (Min i sar. 2016; Dantur i sar. 2018), a
u ovoj studiji je potvrdena na mikrografijama na kojima se vide ostecene ¢elije korena, iz kojih su
oslobodene manje ili ve¢e skupine bakterijskih ¢elija. Vece skupine, koje se mogu opisati kao ¢elijski
agregati, nadene su na korenovima biljaka gajenim na hranljivoj podlozi sa fenolom. Manje skupine
(do nekoliko ¢elija), detektovane su kod biljaka u kontrolnoj grupi. Na osnovu ovih rezultata moze
se pretpostaviti da fenol stimuliSe endofitsku kolonizaciju korena i na taj nacin prezivljavanje ovog
soja, odnosno odbrambenu reakciju bakterija na toksi¢ne uslove.

Mikrografije pokazuju da se deo kolonija K. oxytoca uvek nalazi na povrsini korena bez obzira na
prisustvo fenola u hranljivoj podlozi. Poznato je da endofitska kolonizacija proti¢e u nekoliko faza
tokom kojih bakterije ostvaruju sve blizi odnos sa biljkom (Germaine i sar. 2004), pa se moze
pretpostaviti da mikrografije predstavljaju bakterije K. oxytoca u razli¢itim fazama kolonizacije
korena (Radulovi¢ i sar. 2020).

Takode, soj K. oxytoca 14, izazvao je naglo uginuée cele populacije socivica oko 7. dana ko-
kultivacije u hranljivoj podlozi sa fenolom (500 mg L), ali ne i na drugim koncentracijama,
ukljucujudi 1 kontrolnu grupu (bez fenola). Do sada, smatralo se da se mutualizam rizosfere socivica
i njenih bakterija odrzava u svim uslovima, ¢ak i u slucaju zagadenja (O’Brien i sar. 2018), Sto je
suprotno rezultatima iz ove teze, gde je primeceno odumiranje cele populacije socivica na odredenoj
koncentraciji fenola (Radulovi¢ i sar. 2020). Za postepeno odumiranje populacije socivica verovatno
je zasluzan veliki broj bakterija, odgovaraju¢a koncentracija fenola i dovoljno dugo vreme ko-
kultivacije. Brz rast ovog soja u prisustvu fenola (500 mg L) doprinosi trosenju hranljivih materija,
Sto dodatno doprinosi uvenucu soc¢ivica. Medutim, negativan efekat ovog soja u prisustvu fenola je
istovremeno 1 potencijalno povoljna osobina, jer bakterije na taj nacin reguliSu broj socivica
prirodnim putem. Kao opste pravilo, endofiti su pozeljni bioremedijatori jer imaju nekoliko prednosti
u odnosu na epifite: nisu u direktnoj kompeticiji za nutrijente i prostor sa drugim bakterijama rizosfere
i fizi¢ki su zasti¢eni od nepovoljnih uslova. Mnoge endofitske bakterijske vrste proizvode ACC
dezaminazu i time smanjuju koli¢inu hormona stresa, etilena, $to je jedan od osnovnih PGP
mehanizama (Fatima i sar. 2015; Gkorezis i sar. 2016).

Drugi soj (9) iste vrste, K. oxytoca, nije primecen na povrSini korena niti blizu o$tecenih delova
korena, iako je bakterijska populacija uspesno rasla u okolnoj hranljivoj podlozi tokom ko-kultivacije.
Ova pojava moze se takode objasniti visokom specifi¢no$¢u odnosa endofitskih bakterija i biljaka,
koju odlikuje bakterijska kompetencija za rizosferu date biljke i1 geneticka i metaboli¢ka
kompatibilnost biljke i bakterije (Kuiper i sar. 2004; Gkorezis i sar. 2016). Geneticke razlike izmedu
ova dva, vrlo bliska soja, svakako odreduju kompetenciju ovih bakterija prema rizosferi socivice.

Mikrobiom rizosfere soCivice u kom su bakterije raznovrsniji i dominantniji deo mikrobioma
doprinosi vecoj efikasnosti uklanjanja fenola u odnosu na povrsinski sterilisane socivice, kod kojih
je ovaj bogati mikrobiom uklonjen. Ovo je bio oéekivani rezultat, s obzirom da i jednocelijske gljivice
izolovane iz mikrobioma i bakterije poseduju sposobnost uklanjanja fenola i srodnih jedinjenja.
Takode, merenja ukupne koli¢ine endogenih fenolnih jedinjenja pokazuju da se veca koli¢ina ovih
jedinjenja nalazi u uzorcima sa nesterilnim biljnim materijalom. Ovaj zakljucak je takode bio
ocekivan, s obzirom da je poznato da sve biljke i njihov mikrobiom oslobadaju izvesnu koli¢inu
razlicitih fenolnih jedinjenja poput kafeinske, hlorogenske, izohlorogenske, galne, pirogalne,
hipogalne, kumarinske kiseline i sli¢nih jedinjenja, od kojih su neka kasnije i identifikovana u ovoj
studiji, u eksperimentu sa K. oxytoca, soj 14, i so¢ivicom (videti kasnije). Merenja ukupnih endogenih
jedinjenja su takode pokazala da je ukupna koli¢ina endogenih fenolnih jedinjenja i kod sterilnih i
kod nesterilnih socivica relativno niska, ne vi$a od 10 mg L™, te da stoga nema veéih interferencija
sa testovima uklanjanja fenola (Radulovi¢ i sar. 2019a).

Testovi uklanjanja fenola ukazuju da su so¢ivice inokulisane Cistim bakterijskim kulturama efikasnije
od socCivica sa intaktnim mikrobiomom u kom se nalazi istovremeno viSe mikrobijalnih vrsta, 1 da se
ova efikasnost postize ¢ak i pri znatno vi$oj koncentraciji fenola (500 mg L fenola kod bakterijskih
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monokultura i so¢ivica, nasuprot 100 mg L fenola kod so¢ivica sa intaktnim mikrobiomom). Isto se
odnosi 1 na sterilne soCivice testirane na ove dve inicijalne koncentracije (Radulovi¢ i sar. 2019a;
Radulovi¢ i sar. 2020). Moguce je da fenol pri viSim koncentracijama predstavlja signal koji aktivira
viSe odbrambenih mehanizama i so€ivica i bakterija, kao i da sama Cista bakterijska kultura efikasnije
uklanja fenol od meSovitog mikrobioma u kom mogu da postoje i odnosi kompeticije medu razli¢itim
vrstama, koji usporavaju uklanjanje fenola. Takode, moguce je da pri niZzoj koncentraciji fenola (do
100 mg L?), dominiraju drugaciji mehanizmi preZivljavanja toksi¢nih efekata fenola. Na kraju,
testovi sa multiplikacijom socivica pokazuju da povecanje koncentracije fenola rezultuje i u ubrzanoj
multiplikaciji so¢ivica, i da je ovaj efekat primeéen u ovoj studiji pogotovo na 500 mg L™ fenola u
odnosu na MS hranljivu podlogu bez fenola. Samo povecanje broja soCivica svakako uti¢e na
sveukupnu efikasnost uklanjanja fenola pri visim koncentracijama, u odnosu na 100 mg L kolika je
bila najvisa koncentracija koriS¢ena u eksperimentima sa socivicama i njihovim mikrobiomom
(Radulovi¢ i sar. 2019a; Radulovi¢ i sar. 2020). Ovi rezultati se mogu uporediti sa istrazivanjima
Hoang i sar. 2009, Kristanti i sar. 2011, Ogata i sar. 2013. sa srodnom vrstom so¢ivice, barskom
le¢om, S. polyrhiza, kod koje je degradacija razli¢itih fenolnih jedinjenja vie puta ubrzana u prisustvu
bakterija. Kristanti i sar. (2011) ¢ak prijavljuju da je degradacija nitrofenolnih derivata bila moguca
jedino u prisustvu bakterija, i potpuno nepostojeca u sterilnim rastvorima sa povrsinski sterilisanim
biljkama. Ove studije, kao i ova studija, pokazuju ogroman uticaj bakterijske populacije na uspesnost
uklanjanja razli¢itih fenolnih jedinjenja. U daljim istrazivanjima, a s obzirom na sve navedene
zakljucke sa mikrobiomom i bakterijskim monokulturama, bilo bi od znacaja ispitati da li odredene
kombinacije bakterijskih monokultura, tj. bakterijski konzorcijumi, dodatno povecavaju efikasnost
uklanjanja fenola. Sinergija izmedu bakterijskih sojeva dokazano povecava efikasnost uklanjanja
razli¢itih aromati¢nih jedinjenja (Jambon i sar. 2018; Li i sar. 2018). Medutim, kompeticija izmedu
bakterijskih sojeva dovodi do inhibicije uklanjanja aromati¢nih jedinjenja (Vila i sar. 2010; Wang 1
sar. 2016).

Testovi uklanjanja fenola sa soc¢ivicama 1 €istim bakterijskim monokulturama pokazuju da bakterijski
sojevi (11 — Lelliottia sp, 14 — K. oxytoca, 27 — S. marcescens, 37 — H. alvei, 43 — H. paralvei, 51 —
S. nematodiphila) efikasno uklanjaju fenol kao monokulture, a efikasnost uklanjanja fenola se
povecava u prisustvu socivica (Radulovi¢ i sar. 2020). Sterilne socivice takode uklanjaju fenol, ali
sporije u odnosu na biljke koje su inokulisane odgovaraju¢im bakterijskim sojevima. Usporeno
uklanjanje fenola od strane sterilnih so¢ivica tokom prvih 24h testa moze ukazati na to da je biljkama
potrebno duze vreme prilagodavanja na visoku inicijalnu koncentraciju fenola (500 mg L™?). Kada su
biljke inokulisane bakterijama, bakterijska metaboli¢ka aktivnost ima primarnu ulogu u uklanjanju
fenola, a ne sama biljka. Zajednicko delovanje bakterija i so¢ivica je imalo veéi uticaj na uklanjanje
fenola od same biljke ili bakterijskih suspenzija, $to ukazuje na sinergiju biljaka i bakterija. Pet dana
uzgajanja je bilo potrebno socivicama sa bakterijama, kao i sterilnim so¢ivicama, da uklone najveci
deo fenola iz hranljive podloge (skoro 90% fenola u sluc¢aju H. paralvei 43 sa socivicom). Bakterijske
monokulture su uklanjale do 80% inicijalne koli¢ine fenola iz rastvora. Ovo je daleko veca efikasnost
eliminacije od nekih drugih biljnih vrsta, poput salate, koja je uklonila samo polovinu inicijalne
koncentracije fenola od 200 mg L™ tokom 10 dana uzgajanja ex vitro (Tadi¢ i sar. 2018a). Rezultati
testa eliminacije fenola u ovoj studiji mogu se pre svega uporediti sa rezultatima Yamaga i sar. (2010),
ali i drugih autora (Hoang i sar. 2010; Ogata i sar. 2013; Jin i sar. 2019). Medu testiranim sojevima,
H. alvei (soj 37), a posebno H. paralvei (soj 43), pokazuju visok stepen eliminacije fenola.

Prema naSim saznanjima, ova sposobnost pomenutih sojeva je po prvi put opisana. Nasuprot tome,
degradativni metabolizam fenola je relativno dobro izucen kod Serratia sp., pogotovo S. marcescens,
ali i kod K. oxytoca i Lelliottia sp. (donedavno taksonomski izjednac¢avana sa Enterobacter sp.)
(Nowicki i sar. 2014). Dalje analize krajnjih proizvoda degradacije i transformacije fenola pomoc¢u
soCivica 1 bakterija su neophodne da bi se tacno utvrdili metabolicki putevi kod navedenih
bakterijskih vrsta i biljaka. Kako nisu svi krajnji metaboliti fenola u bioremedijaciji podjednako
pozeljni, ovo bi znatno unapredilo kvalitet bioremedijacije otpadne vode. Na kraju, vazno je naglasiti
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da socCivice 1 bakterije mogu da uklone fenol i biosorpcijom. Na primeru razli€itih biljnih vrsta,
kvasaca i bakterija, poznato je da udeo biosorpcije u uklanjanju fenola znatno varira i generalno zavisi
od ukupne povrsine bioloskih membrana na kojima se odvija ovaj pasivni proces (Agostini i sar.
2011).

lako je uocen izraziti pozitivan efekat prisustva bakterija na umnozavanje socivica, nijedan od
bakterijskih sojeva u ovoj studiji ne proizvodi 1AA pod primenjenim eksperimentalnim uslovima
(Radulovi¢ i sar. 2020). Medutim, ogranic¢enje reakcije sa Salkowski reagensom je da ne moze da
detektuje koncentraciju IAA manju od 5 pg/mL u rastvoru u koji nije dodat egzogeni L-triptofan, kao
Sto je sluc¢aj u ovom eksperimentu. Moguce je da testirani bakterijski sojevi produkuju vrlo niske
koncentracije IAA i pod ovim uslovima, ali da ovaj nivo IAA standardni test sa Salkowski reagensom
nije mogao da detektuje (Gilbert 1 sar. 2018). Efekat IAA se dodatno komplikuje u slucaju soCivica
jer nedavne studije ukazuju da IAA ima drugaciji efekat na socCivice i verovatno vecinu vodenih
biljaka, u odnosu na kopnene biljke koje su uzimane kao model organizmi za ova ispitivanja (Utami
i sar. 2019). Takode, nije isklju¢eno da bakterijski sojevi primenjeni u ovoj studiji poseduju druge
PGP mehanizme (siderofore, solubilizaciju fosfora, produkciju giberelina, sintezu ACC deaminaze,
itd). Svakako, organska jedinjenja poreklom iz izumrlih bakterija, pogotovo ona koja su izvor fosfora
1 azota koji su najveci ograni¢avajuci faktor za rast svih biljaka, mogu da doprinesu znacajno ovom
efektu ubrzanog umnozavanja socivica, premda ovaj efekat nije PGP svojstvo (Guignard i sar. 2017).
Odredivanje razli¢itth PGP mehanizama bakterija rizosfere koji dovode do pove¢anog umnoZavanja
socivica bi bio dalji cilj zapocetog istrazivanja.

Tokom ko-kultivacije so€ivica i K. oxytoca (14), iz hranljive podloge je izolovano 5 fenolnih
jedinjenja: luteolin 6,8-di-C-heksozid, p-hidroksibenzoeva kiselina, kafeinska kiselina, apigenin 6-
C-(2"-pentozil)heksozid i p-kumarinska kiselina. Primec¢ena promena boje hranljive podloge tokom
ko-kultivacije isklju¢ivo sa ovim bakterijskim sojem je najverovatnije posledica oslobadanja p-
hidroksibenzoeve, kafeinske i p-kumarinske kiseline, koje prirodno poseduju Zu¢kastu ili mrku boju.
Luteolini su antioksidativni, a uz to i signalni flavonoidi kod nekih vrsta biljaka, kod kojih moduliraju
nodulaciju i uspostavljanje simbioze sa Rhizobacterium sp. (Mierziak i sar. 2014). Luteolin 6,8-di-C-
heksozid se nalazi u velikim koli¢inama kod mnogih biljaka, pogotovo onih sa medicinskim znacajem
i ispoljava antiinflamatorno i imunomodulatorno dejstvo kod eksperimentalnih Zivotinja (Kim i sar.
2016). Para-hidroksibenzoeva kiselina se akumulira kod biljaka napadnutih bakterijskim
patogenima. Takode, moZe se javiti 1 kao intermedijer u biotransformaciji nekih monoaromati¢nih
jedinjenja kod bakterija (Bertani i sar. 2001). Kafeinska kiselina je esencijalni molekul svih biljaka,
jer je prekursor u sintezi lignina, dok je neuobifajen metabolit kod bakterija (Wang i sar. 2017).
Apigenin 6-C-(2"-pentozil)heksozid je takode flavonoid, koji se nalazi u eksudatima korena i ¢ija je
sinteza stimulisana tokom endofitske kolonizacije korena (Salehi i sar. 2019). Para-kumarinska
kiselina je povezana sa endofitskom kolonizacijom korena i odbrambenim odgovorom biljaka (Ray i
sar. 2018). Osim toga, ima i antimikrobno dejstvo (Sudharshana i sar. 2018). Dakle, svi navedeni
molekuli mogu da budu dovedeni u vezu sa endofitskom kolonizacijom korena socivice, sa
signalizacijom izmedu bakterija i biljaka i modulacijom biljnog antioksidativnog odgovora od strane
bakterije. Medutim, neophodne su dalje analize za potpuno razumevanje ovog konkretnog procesa
izmedu K. oxytoca 14 i socivice in vitro.

Antioksidativni odgovor biljaka na prisustvo zagadujué¢ih jedinjenja, pogotovo aromati¢nih, i na
prisustvo bakterija je nedovoljno proucen fenomen. Kod nekih kopnenih fenol-rezistentnih biljaka
(obi¢na grahorica, Vicia sativa i orijentalni dvornik, Polygonum orientale) u odgovoru na fenol
aktiviraju se pre svega peroksidaze (POD), dok ostali enzimi i neenzimski parametri ostaju
nepromenjeni, ukljucujuci i ukupni MDA i H20. (Ibanez i sar. 2012; Wang i sar. 2015). Kod
orijentalne soCivice, Lemna paucicostata, fenol izaziva povecanje skoro svih antioksidativnih
parametara tokom 7 dana kultivacije, izuzev ukupnih askorbata (AsA) 1 aktivnosti SOD.
Koncentracija gvajakol-peroksidaze (GPX) se povecava sa poveé¢anjem koncentracije fenola, dok je
oSte¢enje membrana, kvantifikovano kroz ukupnu koli¢inu MDA, zanemarljivo, $to ukazuje da
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antioksidantivni sistem uspes$no §titi membrane orijentalne soc¢ivice od oksidativnog ostecenja (Kim
i sar. 2015).

Sve navedeno u pomenutim studijama je u korelaciji sa rezultatima ove teze. OSteCenje membrana
soCivica, izrazeno kroz ukupni MDA nije drasti¢no u prisustvu fenola, bakterija ili tokom njihovog
zajedni¢kog delovanja. Ovo takode sugeriSe da prisustvo bakterija soja H. paralvei 43 na povrsini
korena socivice nema negativne posledice po integritet biljnih membrana.

Ukupna AsA kod orijentalne socivice raste u ranim fazama izlaganja fenolu (prvih 48h), a zatim ove
rezerve bivaju brzo potroSene zbog aktivnosti APX i uloge AsA u antioksidativnhom, odbrambenom
odgovoru (Kim i sar. 2015; Varga i sar. 2013). Vrlo sli¢ni rezultati kod evropske socivice u ovoj
studiji pokazuju da je AsA efikasna u odbrani od oksidativnog stresa izazvanog fenolom. Uticaj
mikrobijalne populacije korena na antioksidativni odgovor socivice nije praden u ranijim
istrazivanjima pa su rezultati ove teze jedinstveni i pokazali su da H. paralvei moze imati ¢ak i blagi
zaStitni efekat na biljku. Fluktuacije ukupne koli¢ine AsA kod socivica uzgajanih sa bakterijama ili
sa bakterijama u hranljivoj podlozi sa fenolom, sugerisu da fenol izaziva veéi oksidativni stres za
biljke od bakterija H. paralvei. Naime, sterilne so¢ivice u hranljivoj podlozi sa fenolom imaju
konstantno nisku ukupnu koli¢inu AsA, $to se moze najbolje objasniti time da se AsA trosi brze nego
S§to se obnavlja u biljnim ¢elijama izlozenim fenolu. Za obnovu AsA, neophodno je recikliranje
postojeceg AsA i de novo sinteza, koja je ve¢im delom zavisna od enzima na unutra$njoj membrani
mitohondrija (Smirnoff, 2001). Osim toga, velike rezerve AsA nalaze se i unutar hloroplasta
(Smirnoff i Wheeler, 2000). S obzirom da fenol ima negativan uticaj na mitohondrije i plastide,
smanjenje ukupne AsA u prisustvu fenola je o¢ekivano. Prisustvo bakterija dovodi do obnove zaliha
AsA, §to se najbolje vidi tre¢eg dana ko-kultivacije u hranljivoj podlozi bez fenola i petog dana ko-
kultivacije u hranljivoj podlozi sa fenolom. Molekularne analize, pogotovo ekspresije askorbat-
sintetaze, objasnile bi tacno na koji nacin bakterije pozitivno deluju na ukupnu koli¢inu AsA u ovim
eksperimentalnim uslovima.

Ishizawa i sar. (2017b) pokazuju da PGPB sojevi u rizosferi socivice (L. minor) odrzavaju i enzimsku
aktivnost i ukupne ROS na sliénom nivou kao i kod kontrolnih uzoraka (sa izuzetkom H>05), dok
inhibitorni sojevi (PGIB) povecavaju i enzimsku aktivnost i ukupni ROS. Ukupna koli¢ina H202 se
poveéava i u ovoj studiji sa vremenom ko-kultivacije bakterija i biljaka u hranljivoj podlozi sa
fenolom. Koncentracija vodonik-peroksida je veéa kada su prisutne bakterije u hranljivoj podlozi sa
fenolom, nego kada su biljke gajene samo sa fenolom. Ova pojava, osim §to ukazuje na stres, moze
biti znak komunikacije izmedu socivica 1 bakterija, s obzirom da je H20: 1 signalni molekul. Takode,
maksimum koncentracije H2O. detektuje se kasnije (5. dana) tokom ko-kultivacije bakterija i
socivica, sli¢no kao i kod Ishizawa i sar. (2017b) kod kojih je taj maksimum postignut 8. dana u ko-
kultivaciji biljaka i PGPB sojeva. U ovoj studiji, inokulacija u hranljivoj podlozi bez fenola ne izaziva
znacajno povecanje ukupnog H20: biljke tokom pet dana ko-kultivacije, sto dodatno pokazuje da
bakterije ne izazivaju oksidativni stres kod soc¢ivice. Moguce je da, kao i kod Ishizawa i sar. (2017b)
do akumulacije H20 dolazi kasnije, tokom duze ko-kultivacije.

U prisustvu fenola i soja H. paralvei 43, menja se nacin ekspresije izoformi gvajakol-peroksidaze
(GPX) socivica. Naime, u prisustvu fenola, kao 1 fenola 1 bakterija, detektovano je ukupno 5 razli¢itih
izoformi GPX. U prisustvu bakterija u hranljivoj podlozi bez fenola, detektovane su samo 3 izoforme
GPX, nasuprot samo jednoj izoformi kod sterilnih socivica u kontrolnim uslovima bez fenola.
Prisustvo bakterija vidljivo utice na nivo ekspresije ovih izoformi. Primec¢eno je da 2. i 3. dana dolazi
do smanjenja ekspresije izoformi GPX u prisustvu bakterija u hranljivoj podlozi sa i bez fenola.
Dobro je poznato da su peroksidaze rana i najznacajnija linija zastite biljaka od Sirokog spektra
negativnih spoljasnjih uticaja i imaju ulogu u prepoznavanju patogenih i ne-patogenih bakterija
(Tamas i sar. 2007; Dorantes i Zuniga 2012; Helepciuc i sar. 2014). Ishizawa i sar. (2017b) su takode
pokazali da se aktivnost GPX socivica smanjuje tokom vremena ko-inokulacije sa PGPB sojevima.
Sli¢ni rezultati dobijeni su i sa drugim, nesrodnim biljnim vrstama, npr. sa uljanom repicom (Brassica
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napus L.) gde se aktivnost peroksidaza takode smanjivala u prisustvu PGPB sojeva (Ren i sar. 2019).
Kurnik i sar. (2015) detektovali su ukupno 7 izoformi peroksidaza u pulpi krompira koje su bile
aktivne u odgovoru na fenol, ali nisu testirali uticaj PGPB sojeva. Sli¢no, Ibanez i sar. (2012) pronasli
su ukupno 3 izoforme peroksidaza aktivnih u odgovoru na fenol kod obi¢ne grahorice (V. sativa).

Dalje analize detektovanih izoformi kod so¢ivica izloZenih fenolu i H. paralvei 43 i njihova aktivnost,
posebno su znacajne jer do sada nije pokazano na koji naéin bakterije moduliraju odgovor biljaka na
fenol 1 kako se ova osobina moze odraziti na uspeh bioremedijacije.

Polifenol oksidaze (PPO), kao heterogena grupa enzima sa Sirokim spektrom supstrata i razli¢itim
ulogama u metabolizmu biljaka i signalizaciji, takode su moguca grupa enzima koja moze
transformisati fenol, kao Sto je ve¢ opisano u naucnoj literaturi (Mukherjee i sar. 2013; Sullivan,
2015). Kod evropske socivice, PPO je detektovana kod biljaka izloZenih rastvoru SDS (natrijum-
dodecilsulfatu) (Forni i sar. 2011). PPO je detektovana i kod Tadi¢ (2015) kao jedan od moguéih
enzima odgovornih za eliminaciju slobodnog fenola iz hidroponi¢kog rastvora u kome je gajena
zelena salata (L. sativa). Medutim, kod so¢ivica testiranih u ovoj studiji, PPO nije detektovana kod
biljaka kao odgovor na fenol ili bakterije. Moze se pretpostaviti da ova grupa enzima ne igra ulogu u
direktnoj eliminaciji fenola ili u odbrambenom, antioksidativnom odgovoru na prisustvo fenola ili
bakterija kod socivice.

Pozitivha modulacija antioksidativnog odgovora od strane PGPB sojeva je tek odnedavno poznata u
nauci. Ova pogodnost moze biti iskoris¢ena za augmentaciju zemljista i zastitu biljaka u razli¢itim
stresnim uslovima, a naro¢ito kada su u pitanju nepovoljni abioti¢ki faktori. Kultivari poput ZenSena
i kravljeg graska zasticeni su od oksidativnog stresa izazvanog hipersalinitetom ako su ko-inokulisani
odredenim sojevima bakterija iz roda Paenibacillus, odnosno Bradyrhizobium (Santos i sar. 2017;
Sukwenaadhi i sar. 2018). Veoma malo se zna o ovom nacinu zastite kod vodenih biljaka, a pogotovo
u okviru bioremedijacije. Stoga su svi novi podaci o fenomenu pozitivne modulacije biljnog
antioksidativnog odgovora od strane nepatogenih bakterija izuzetno znacajni.
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6. Zakljucci

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj studiji, mogu se izvuéi slede¢i zakljucci:

>

Sekvenciranje 16S rRNK gena pokazuje da su bakterijske populacije koje naseljavaju
rizosferu socivice gajene u urbanim uslovima veoma raznovrsne. Mnogi od ovih bakterijskih
sojeva imaju sposobnost rasta na veoma toksi¢nim i letalnim koncentracijama fenola, kao i
koris¢enja fenola kao izvora energije.

Predtretman biljnog materijala, iz koga su izolovane bakterije, uti¢e na diverzitet bakterijskih
populacija i verovatno odrazava prostorne i geneticke odnose u samoj rizosferi. Geneticki
slicnije bakterije se grupiSu zajedno unutar rizosfere, Sto odgovara modelu rizosfere kao
stratifikovanom mikrostanistu.

Fluorescentna mikroskopija pokazuje da se bakterije preferencijalno vezuju za sredi$nji deo
korena socivice i da su svi izabrani sojevi, osim jednog, epifiti.

Endofitska bakterija K. oxytoca, soj 14, u interakciji sa so¢ivicom proizvodi niz aromati¢nih
jedinjenja koja se mogu dovesti u vezu sa antioksidativnim odgovorom biljke na prisustvo
bakterije i na endofitsku kolonizaciju od strane ove bakterije.

Bakterije rizosfere socivice, kao monokulture, nemaju fitopatogeni efekat. Samo na odredenoj
koncentraciji fenola K. oxytoca 14 ima fitopatogeni efekat — izaziva uvenuce socivica tokom
dugotrajne ko-kultivacije — §to moze biti iskoriS§¢eno za samokontrolu broja socivica i
bakterija u potencijalnoj primeni u bioremedijaciji.

Socivice kori$¢ene U 0voj studiji pokazuju izrazitu toleranciju prema fenolu. Hloroza se javlja
kod socivica uzgajanih samo na odredenoj koncentraciji fenola, dok se na viSim
koncentracijama ne pojavljuje, §to mozZe biti osnova za koriS¢enje so¢ivica u bioindikaciji
zagadenja.

Efikasnost uklanjanja fenola iz hranljive podloge je veca ako se koriste povrSinski sterilisane
socivice ko-kultivisane sa izabranim bakterijskim monokulturama, u odnosu na povrSinski
sterilisane so¢ivice koje nisu inokulisane bakterijama. Ova efikasnost se posebno opaza tokom
prvog dana kultivacije, dok posle 5 dana kultivacije obe grupe postizu skoro identi¢an nivo
efikasnosti. Najveca efikasnost postignuta je sa sofivicama koje su inokulisane sojem H.
paralvei 43.

Prisustvo bakterije H. paralvei 43 nesumnjivo uti¢e na antioksidativni odgovor socivice i
moze se potencijalno primeniti u buduénosti kako bi se pove¢ao odgovor na fenol i moguce
razne druge stresogene faktore.

Nivo neenzimskih parametara stresa: malondialdehida, vodonik-peroksida, askorbinske
kiseline, i ukupnih solubilnih proteina menja se u zavisnosti od dana kultivacije, prisustva
bakterija, i prisustva fenola.

Modulacija antioksidativnog odgovora takode se ogleda u smanjenju ekspresije vodonik-
peroksidaze socivice, kao i u gubitku ili pojavi ekspresije odredenih izoformi ovog enzima
tokom odredenih dana ko-kultivacije sa bakterijom H. paralvei 43.
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» Nije detektovano prisustvo biljne polifenol-oksidaze, enzima za koji je bilo o¢ekivano da se
aktivira kao odgovor na fenol. S obzirom da su polifenol-oksidaze znacajna grupa enzima kod
razlicitih vrsta biljaka, ovo ukazuje na to da su socivice razvile drugaciji sistem odgovora na
fenol.

» lako nije detektovano prisustvo indol-sir¢etne kiseline kao najéeSéeg fitohormona sa
pozitivnim efektom na rast biljaka, mogucée je da bakterijski sojevi u ovoj studiji imaju
pozitivni efekat na rast biljaka (PGP) koji se odrazava u izrazitom povecanju stope
multiplikacije soCivica.

» Gledano sveobuhvatno, soCivice i bakterije njene rizosfere imaju ogroman potencijal za
buduce primene u bioremedijaciji jer su na osnovu testova sa uklanjanjem fenola pokazali niz
povoljnih karakteristika, i nude jeftinu i ekoloski minimalno $kodljivu zamenu za standardne
fizicko-hemijske metode remedijacije zagadenja fenolom. Bakterije rizosfere mogu uticati na
smanjenje oksidativnog stresa kod biljke i svojim brzim rastom mogu potencijalno uticati na
rast drugih, patogenih organizama, tako da sojevi navedeni u ovoj studiji mogu potencijalno
imati primenu, osim u bioremedijaciji, u drugim oblastima, npr. agrikulturi.
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Prilog 1. Rezultati biohemijske analize odabranih bakterijskih sojeva automatizovanim Vitek 2
sistemom

Rezultati 16S rRNK
sekvenciranja i
bioinformaticke
analize:
Vitek 2 rezultati —
identifikacija taksonai | Kjepsiella | Serratia Serratia Hafnia | Hafnia
procena Cistote oxytoca marcescens marcescens | alvei alvei
kulture: (94%) (99%) (99%) (99%) | (99%)
Reakcija:
Ala-Phe-Pro-
arilamidaza
H>S -
Beta-glukozidaza +
L-Pro-arilamidaza +
Saharoza +
L-laktat
alkalinizacija
Glicin arilamidaza (1)
0129 rezistencija +
Adonitol + + + + -
Beta-N-acetil
glukozaminidaza
D-maltoza + - + - +
Lipaza - - - - -
D-tagatoza + - - - -
Alfa-glukozidaza - - - + -
Ornitin
dekarboksilaza
Glu-Gly-Arg
aminidaza
L-pirolidonil
arilamidaza
Glutamil
arilamidaza pNA
D-manitol + + + - +
Palatinoza + - - + -
D-trehaloza + + + + +
Alkalinizacija
sukcinata
Lys
dekarboksilaza
L-malat
asimilacija
L-arabitol - +
D-glukoza + +
D-manoza + +
+ +
+ +

Klebsiella | Serratia Hafnia | Hafnia

oxytoca nematodiphila gsrratlasp. alvei paralvei
14 51 37 43

+|+ |+
+ |+ |+
.
+

+
+
+
+
+

+
+
1

+
+
+

Tyr arilamidaza
Citrat
Beta-N-acetil
galaktozaminidaza
L-histidin
asimilacija
ELLMAN - - - - +
D-celobioza + - - + -
Gamma-glutamil
transferaza
Beta-ksilozidaza
Ureaza

Malonat
Alfa-galaktozidaza

+ |+ |+ |+ [+

1
]
+
1
]

+
+
]

'
+

+ [+ ]+ [+




Kumarat

L-laktat
asimilacija

Beta-
galaktozidaza

Fermentacija
glukoze

Beta-Ala
arilamidaza

D-Sorbitol

5-ketoglukonat

Fosfataza

Beta-
glukuronidaza

Procenti u zagradi oznaCavaju stepen ¢istoce kulture koju je automatski analizirao i odredio Vitek 2
sistem. Rezultati biohemijske analize pomocu Vitek 2 se poklapaju sa rezultatima bioinformaticke

analize sekvencija.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucanu-a Onra C. Pagynosuh
Opoj nHgekca M3013/2014
UsjaBrbyjem

0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBom

CucrteM 3a OMopeMearjalu]y Bojia 3araljeHux
¢deHosoM yrorpedom counsuiie (Lemna minor L.) u
OakTepHuja lbeHe puzochepe

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [JanpeanoxeHaaucepTauujay LenvmHu H1 Y genosuma Huje buna npegnoxeHa 3a gobujamse
6uno koje gunnomMe npema CTyaujckum nporpaMmmma Apyrux BUCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBA,

e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaEeHN U
e [la HMUCaM KpLUMo/Nna ayTopcka npasa M KOPUCTMO MHTENEKTyarlHy CBOjUHY ApYyrux nuiua.

MoTtnuc pokTtopaHaa

Y Beorpagy,
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LWUITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOPCKOr paga

Mme 1 npesnme aytopa Onra Pagynosuh

Bpoj nHgekca M3013/2014

Crtyaujckm nporpam __ MonekynapHa 6vuonoruja npokapuota

Hacnoe paga Cuctem 3a Guopemeamnjaunjy Boga 3araheHnx peHonom ynotpebom

coumBmue (Lemna minor L.) n 6aktepuja voeHe pusoccepe

MeHTOpH npod. ap Cnaeuwa Ctankosuh n gap Mapwuja Mapkosuh

MoTnuncanw/a

MsjaBrbyjem ga je wtamnaHa Bep3aunja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
cam npegao/na 3a objaBrbMBakbe Ha noptany [AurutanHor peno3utopujyma YHuBepauteTa y
Beorpany.

Ho3sorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM Nogaum Be3aHn 3a gobuvjare akagemMcKor 3Barba AoKTopa
Hayka, Kao LITO Cy MMe 1 npe3nmMe, rogmMHa u mecto poherwa n gatym ogbpaHe paga.

OBu nnyHM nogaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurmtanHe 6ubnuoteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc pokTtopaHaa

Y Beorpagy,
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnmnoteky ,Ceto3ap Mapkosuh® ga y [urutanHm penosmtopujym
YHuBep3suteTa y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AvucepTaumjy nod HacnoBOM:

Cucrem 3a OnopeMearjalnjy Bojaa 3araheHux
¢denosoM yrmorpedom counsuiie (Lemna minor L.) u
OakTepHja BeHEe puzochepe
Koja je Moje ayTopcKo aerno.

[uncepTaumjy ca cBMM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHCcKom opmaTy norogHoM 3a TpajHO
apxuBupam-e.

Mojy ookTopcky aucepTtaunjy noxparweHy y AurutanHu penosmtopujym YHuBepauteTta y beorpagy
MOry Aa KOpuUCTe CBW KOju MowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeatusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duno/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUjanHo

3. AyTopCcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjanHO — AeNUTU No4 UCTUM YCNoBMMaA
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCTBO — O€enuUTu nog UCTUM ycrioBuma

(Monumo ga 3aoKkpyxuTe camo jedHy oA LeCT NoHyhHeHnx nuueHum, Kpatak onvc nuueHumn aart je
Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHpa

Y Beorpagy,
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1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe YMHOXaBare, AUCTPpMBYLIMjy 1 jaBHO caonllTaBakwe gena, U npepage,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha Ha4vH oapefeH of CTpaHe ayTopa uUnv gasaoua nuueHLe, Yak u 'y
komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHWja o CBUX NULEHUMN.

2. AytopctBO — HekomepuumjanHo. [Jo3BosbaBate YyMHOXaBawe, AUCTPUbyuMjy ¥ jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepaje, ako ce Hasege nme aytopa Ha HavvH ogpeheH o cTpaHe ayTopa
unun gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He J03BOSbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMEpUMjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjY 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa unm ynotpebe gena y CBOM geny, ako ce
HaBe[e nme ayTopa Ha HauuH ogpefheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nvueHue. Oa nuueHua He
A03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarne nvueHLe, OBOM NIULEHLIOM ce
orpaHuyaBa Hajsehn obum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AennTu nog UcTum ycroBuma. [o3BosrbaBaTe YMHOXaBak€,
AncTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTtaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH
ogpeheH o cTpaHe ayTopa unu gasaola NuueHLUe 1 ako ce npepaga auctpubympa nog UCTom nnm
cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua He 403BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTtopcTtBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caomllTaBake
Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unun ynotpebe aena y CBOM Aeny, ako ce HaBeae ume aytopa
Ha HauyuMH ogpefheH of cTpaHe ayTtopa wunu fasaoua nuueHue. OBa nuueHUa [03BOSbaBa
KkomepuumjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AenuTn nNog UCTMM ycnosuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUOyLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe fena, u npepage, ako ce Haseae nve aytopa Ha HauvH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa
Unu gaeaoua NUUEHLE U ako ce npepaga auctpubympa rnog UCTOM UK CrivdHoM nvueHuom. Osa
nvueHua [os3BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnvyHa je codTBEPCKMM
nvueHuamMa, O4HOCHO NnueHLama OTBOPEHOT Koaa.
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