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Al Zivo srebro, ki se nahaja v reki Idrijci, je v veliki meri biolosko tezko dostopno.

Prevladujoca oblika zivega srebra je cinabarit, ki mu sledi elementarno zivo srebro. V raziskavi
nas je zanimalo: 1) ali prisotnost bioloSko tezko dostopnih oblik Zivega srebra vpliva na
pojavljanje in ohranjanje rezistence na Zivo srebro, 2) kako razli¢ni bakterijski sevi vplivajo na
povecanje biolosko dostopne frakcije zivega srebra in 3) kakSno vlogo imajo siderofori in cianid
pri krozenju zivega srebra v okolju, bogatim z biolosko tezko dostopnimi oblikami zivega
srebra. V prvem delu raziskave smo z analizo mikrobnih zdruzb ugotovili, da onesnazenje z
zivim srebrom ne vpliva na bakterijsko raznolikost v zdruzbi, vpliva pa na pojavljanje in
ohranjanje rezistence na Zivo srebro. Rezultati so namre¢ pokazali visoko korelacijo (R = 0,94)
med Stevilom merA genov, doloenih s qPCR in THg v bakterijskih zdruzbah v biofilmih.
Sledilo je vprasanje, ali je korelacija med merA in THg posledica vpliva bakterij na povecevanje
biolosko dostopne frakcije zivega srebra. Z meritvami luminiscence biosenzorskih celic je bila
izvedena S$tudija vpliva izvenceli¢nih produktov in direktnega kontakta celic razli¢nih
bakterijskih sevov na povecevanje bioloSko dostopne frakcije Zivega srebra. Rezultat je pokazal,
da bakterije B. subtilis, B. atrophaeus, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. stutzeri, J. lividum, R.
pisi, L. acidofilus in E. coli v sedimentih reke Idrijce povecujejo biolosko dostopno frakcijo
Zivega srebra z izvenceli¢nimi produkti, medtem ko B. atrophaues, P. fluorescens in P. stutzeri
vplivajo na poveéevanje biolosko dostopne frakcije Hg tudi z direktnim kontaktom celic s
sedimentom. Predpostavili smo, da imajo lahko izmed izvenceli¢nih produkov kratko verizne
mag¢obne kisline, siderofori in cianid vlogo pri raztapljanju Hg® in HgS. Analiza prisotnosti
cianidnih producentov in producentov sideroforov je pokazala vecji delez cianidnih producentov
v sedimentih, bolj onesnazenih s Hg. Vpliva sideroforov na povecevanje bioloske dostopnosti
Hg® in HgS nismo dokazali, medtem ko je bil vpliv cianida na topnost HgS in Hg° zelo jasen.
Ob kontaktu Hg rezistentnih cianid producirajo¢ih bakterij s Hg’ in HgS se je koncentracija
biolosko dostopnega zZivega srebra povecala glede na kontrolo. Bakterije so ob stiku s HgS
povedale sintezo cianida. Poleg tega se je ob stiku s Hg® povecala tudi ekspresija merA gena.
Ugotovili smo, da so cianid producirjo¢i mikroorganizmi v okolju onesnazenem s Hg v
kompetencni prednosti pred necianidnimi producenti.
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Al Mercury, located in the Idrijca River, is in the most percentage non-bioavailable. The

predominant form of the mercury is cinnabar, which is followed by the elemental mercury. In
this study we were interested in: 1) does the presence of non-bioavailable forms of mercury
affect the occurrence and preservation of the mercury resistance; 2) how do different bacterial
strains affect the increase in bioavailable fraction of mercury and 3) what is the role of
siderophores and cyanide in the mercury cycle in the environment, rich in non-bioavailable
forms of mercury. In the first part of the study, by analysing the microbial communities, we
have found out that the mercury pollution does not affect the bacterial diversity in communities,
but has an impact on the occurrence and preservation of the mercury resistance. The results have
shown namely a high correlation (R* = 0.94) between the number of genes determined by qPCR
and THg in bacterial communities in biofilms. A question followed, whether the correlation
between merA and THg is due to the impact of bacteria on the increase of bioavailable fraction
of mercury. By measuring luminescence of biosensor cells, a study was carried out on an impact
of the extra-cellular products and a direct contact with cells of different bacterial strains on an
increase of bioavailable fraction of mercury. The results showed that bacteria B. subtilis, B.
atrophaeus, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. stutzeri, R. pisi, J. lividum, L. acidofilus and E.
coli, from the Idrijca river sediments increase the fraction of bioavailable mercury through the
extracellular products, while bacteria B. atrophaues, P. fluorescens in P. stutzeri also through a
direct contact between the cells and the sediment. We have assumed that among the
extracellular products, shortchain fatty acids, siderophores and cyanide can play a role in the
dissolution of Hg® and HgS. Analysis of the presence of cyanide and siderophore producers
showed a higher share of cyanide producers in the sediments, which were more contaminated
with mercury. Impact of siderophores on the increase of the bioavailability of Hg® and HgS
could not be proved, while the effect of cyanide on the solubility of HgS and Hg® was very
clear. In the contact of Hg resistant cyanide producing bacteria with Hg® and HgS, the
concentration of bioavailable mercury was increased relative to the control. Bacteria, exposed to
HgsS, increased the synthesis of cyanide. Additionally, in the contact with Hg®, also the rate of
gen merA expression was increased. We conclude that cyanide producers are in competence
advantage in the Hg polluted environment in comparison with non-cyanide producers.
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Biosenzor
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Transpozon
Cianogeneza

Quorum sensing
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Naprava, ki za detekcijo analita uporablja biolosko komponento,
v kateri pride do fizikalnokemijske spremembe, ki jo izmeri
elektronski del naprave.
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DNA sekvenca, ki lahko spreminja svojo lego po genomu.
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Zaznavanje celi¢ne gostote. Sistem drazljajev in odgovorov, ki
korelira z gostoto populacije. Bakterije ga uporabljajo za
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molekularno tezo, ki ga sproscajo bakterije in glive, ki rastejo na
podroc¢ju s pomanjkanjem Zeleza.
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1 UVvOD

Zivo srebro (Hg), ki se pojavlja v naravi, je v veliki meri biologko tezko dostopno.
Taks$ne oblike zivega srebra so Zivosrebrovi sulfitni minerali (cinabarit, metacinabarit,
hipercinabarit), elementarno Zivo srebro (Hg’) in Zivo srebro vezano s partikulatnim
materialom (Hg-POM) in raztopljenim organskim materialom (Hg-DOM)
(Ravichandran in sod., 1998). Kljub prevladujo¢im biolosko slabo dostopnim oblikam
zivega srebra so mikroorganizmi razvili odpornost proti Hg, ki je zapisana z mer
operonom (Osborn in sod., 1997). Biolosko tezko dostopne oblike zivega srebra se
lahko namre¢ v procesu geokemijskega cikla z abiotskimi in biotskimi dejavniki
pretvarjajo v biologko dostopne oblike Hg, kot so Hg”*, Hg*, metil-Hg, dimetil-Hg. Le
te pa lahko bakterije z mer operonom reducirajo (Hg** v Hg®) ali metilirajo (Hg** v
metil-Hg) (Barkay in sod., 2003).

Bioloske pretvorbe biolosko tezko dostopnih oblik Zivega srebra v bioloSko dostopne
oblike Hg so zelo slabo poznane. Analize mozne oksidacije Hg® so bile narejene edino
leta 1974 (Holm in Cox, 1974). Mikroorganizmi, za katere je znano, da lahko oksidirajo
elementarno Zivo srebro so: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Escherichia coli, Citrobacter sp., Bacillus subtilis in Bacillus megaterium (Holm in
Cox, 1974), pri ¢emer Oksidacija ne poteka s pomocjo encimov, ampak je obi¢ajno
rezultat interakcije Hg® z metabolnimi produkti mikroorganizmov (Steinlin in Huang,
2008). O bioloskih transformacijah HgS je $e manj znanega. Znano je le, da bakterija
Thiobacillus ferooxidans raztaplja HgS ob prisotnosti FeSO, (Silver in Torma, 1974).
Mikroorganizmi lahko sicer z izlo¢anjem kratko veriznih mascobnih kislin in
sideroforov vplivajo na topnost mineralov (Uroz in sod., 2009), toda topnosti HgS z
mikroorganizmi ni preuceval $e nih¢e. Kemijsko lahko HgS raztaplja tudi cianid (Shaw
in sod., 2006), ki se v naravi lahko pojavlja kot sekundarni produkt mikroorganizmov
(Castric K. F. in Castric P. A., 1983).

1.1 NAMEN DELA

Namen doktorskega dela je bilo poiskati odgovore na slede¢a znanstvena vprasanja:
e Ali prisotnost biolosko tezko dostopnih oblik Zivega srebra vpliva na
pojavljanje in ohranjanje rezistence na Zivo srebro v mikrobnih zdruzbah v
reki Idrijci?
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e Kako razli¢ni bakterijski sevi vplivajo na povecano biolosko dostopnost
zivega srebra v sedimentih s prevladujo¢imi biolosko nedostopnimi oblikami

zivega srebra?

e Kaksno vlogo imajo siderofori in cianid pri kroZenju zivega srebra v okolju
bogatem z biolosko tezko dostopnimi oblikami zivega srebra?

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

V okviru doktorskega dela smo postavili tri delovne hipoteze:

Hipoteza 1:

Na biolosko dostopnost zivega srebra lahko vplivajo razli¢ni dejavniki, od oksidacije
elementarnega zivega srebra do razlicnih metabolnih produktov mikroorganizmov.
Predvidevamo, da je kljub prevladujo¢im, biolosko slabo dostopnim, ali celo
nedostopnim oblikam Zivega srebra (Hg’, HgS, Hg-POM, Hg-DOM), selekcijski pritisk
dovolj velik, da je celokupno zivo srebro v korelaciji s koli¢ino bakterij odpornih na
Zivo srebro.

Hipoteza 2:

Bakterijski sevi imajo razlicno sposobnost mobilizacije zivega srebra. Lo¢imo dva
mehanizma: 1. kontakt celice s substratom, ki vsebuje nedostopno zivo srebro in 2.
izloCanje metabolnih produktov. Menimo, da doloCeni mikroorganizmi lahko izlo¢ajo
metabolite, s katerimi vplivajo na povecevanje biolosko dostopne frakcije zivega srebra.

Hipoteza 3:

V predhodnih raziskavah je bilo dokazano, da v okoljih onesnazenih s Hg Zivijo
fluorescentne pseudomonade. To je splosno razSirjena skupina bakterij v naravi, ki
tvorijo siderofore. DoloCene izmed njih lahko tvorijo tudi cianid. Bakterije lahko z
izlocanjem sideroforov in cianida pripomorejo k veéji »ekstrakciji« imobiliziranega Hg,
kar povzro¢i povecano toksi¢nost, aktivnost mer operona in selekcijo rezistencnih
determinant.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 KROZENJE ZIVEGA SREBRA V NARAVI

2.1.1 Viri Zivega srebra v naravi

Zivo srebro in njegove spojine se spros¢ajo v zemljo, zrak in vodo z naravnimi
geoloskimi in antropogenimi ali t.i. industrijskimi procesi. Najpomembnejsi naravni vir
zivega srebra na Zemlji predstavljajo vulkanski izbruhi v preteklosti, na kar kaze
prisotnost zivega srebra V magmatskih kamninah (Osborn in sod., 1997). Danes s
procesom preperevanja kamnin in hidrotermalnimi  podvodnimi vrelci (Steinlin in
Huang, 2008) Zivo srebro vstopa v zemljo, zrak in vodo in se tako vkljucuje Vv
biogeokemijski cikel. Zivo srebro se pojavlja v zgornji zemljini skorji kot redek
element, z le 50 ppb. V zemlji se njegova kolic¢ina giblje med 20 in 150 ppb, pojavlja se
v zelo razli¢nih oblikah, od katerih jih je vec¢ina bioloSko nedostopnih. Najbolj pogosto
se v naravi nahaja v razlicnih oblikah zivosrebrovega sulfitnega minerala (cinabarit,
metacinabarit, hipercinabarit) (Barkay in sod., 2003), ki lahko vsebuje celo do 86 %
ivega srebra (Mercury..., 2013), in v elementarni obliki, Hg’. Koli¢ina naravno
spros¢enega Hg v naravo naj bi bila 2500 ton/leto (Slika 1).

Poleg naravnega vnosa ima velik pomen tudi antropogeni vnos zivega srebra v okolje,
saj naj bi le-ta predstavljal kar 75 % globalnega vnosa Hg v okolje. Lo¢imo dve skupini
virov antropogenega vnosa Hg v naravo: primarne in sekundarne. Primarni so tisti, pri
katerih je zivo srebro geoloSkega izvora v naravi mobilizirano in se pri€ne sproscati kot
posledica CloveSke dejavnosti (npr. rudarjenje zivo srebrove rude, gorenje fosilnih
goriv). Sekundarni viri pa vkljuujejo namerno uporabo zivega srebra v industriji,
zobozdravstvu in rudarjenju zlata (Pacyna in sod., 2010).

2.1.2 Biogeokemijski cikel Zivega srebra

Najbolj pogosta oblika Zivega srebra na zemlji je biolosko nedostopen cinabarit. Topna
oblika HgS (HgS(s)) lahko pri procesu preperevanja oksidira v Hg?*. Poleg tega se
lahko transformira Se¢ v HgS® ali Hg(SH),, ki se naprej prerazporejata po zemlji in
zraku. Tonska oblika Zivega srebra, Hg®, hitro tvori komplekse z organskimi in
anorganskimi snovmi (Slika 2, 3) (Fitzgerald in Clarkson, 1991). Tako lahko iz Hg**
nastanejo: metil-Hg, dimetil-Hg, HgS(s), HgHS,", FeS(s), HgS®, Hg(SH),, Hg-DOM,
Hg-POM (Steinlin in Huang, 2008; Barkay in sod., 2003; Ravichandran, 2004). S
procesom redukcije se Hg®* reducira v Hg’. Raztopljeni Hg® je hlapen in lahko preide iz
vode v zrak, lahko se adsorbira v zemlji, sedimentih, humusnih snoveh ali pa se nazaj
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oksidira v Hg**. Poleg HgP lahko v zrak difundira tudi dimetil-Hg. Oba se z reakcijo

katalize z ozonom pretvorita v Hg®*, ki vstopi nazaj v vodo in zemljo (Slika 2) (Barkay
in sod, 2003; Steinlin, 2008).

Globalna razporeditev Zivega srebra
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Antropogeno
4000
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W 98% Hg?
LHg, 2% Hg>* Hg°
| |

v Depozicija ng‘*
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Hg" < CH; Hg -
MeSana
200 —, f /' Ay | plast
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3600

Partikulatni
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Slika 1: Porazdelitev Zivega srebra na zemlji brez vpliva ¢loveka (naravna porazdelitev Hg) (B) in
ob delovanju ¢loveka (A) (Mercury..., 2013)
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Slika 2: Biogeokemijski cikel Zivega srebra (Steinlin in Huang, 2008: 3)
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Slika 3: Znane mozZnosti vezave raztopljene oblike Hg (ionski Hg) v naravi z anorganskimi in
organskimi snovmi ter njegove pretvorbe (Fitzgerald in Clarkson, 1991: 162)
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2.1.2.1 Redukcija Hg?*

Redukcija Hg?* poteka v vodi in prsteh. Ker je Hg® slabo topen v vodi in zelo hlapen, je
proces redukcije kljuéen pri prenosu Hg v zrak. Zivo srebro, ki se nahaja v deZnih in
sneznih padavinah, je zelo dostopno za redukcijo (Vandal in sod., 1991). Redukcija
Hg?* in nadaljni prenos Hg® v atmosfero, je klju¢ni dejavnik za prepredevanje procesa
metilacije v prsti in s tem nalaganja najbolj toksi¢ne oblike zivega srebra (metil-Hg) po
prehranjevalni verigi (Barkay in sod., 2003). V ekvatorialnih vodah, bogatih s hranili, je
bilo ugotovljeno, da koncentracije Hg® korelirajo z biolosko produktivnostjo (Kim in
Fitzgerald, 1986). Okolja, mo¢no kontaminirana s Hg?*, so bogata z rezistentnimi
bakterijami, ki vsebujejo mer operon (Nazaret in sod., 1994). Tako imajo
najpomembnej$o vlogo pri redukciji Hg bakterije z rezisten¢no determinanto mer
operon. Poleg bakterij so redukcije Hg®* sposobne tudi nekatere alge s posebnim
mehanizmom, ki je bodisi odvisen bodisi neodvisen od svetlobe (Ben-Bassat in Mayer,
1978; Devars in sod., 2000).

Med Zelezo oksidirajo¢imi acidofilnimi tiobacili se je razvila redukcija Hg** v Hg®, ki
poteka s pomo&jo Fe®* iona (Iwahori in sod., 2000; Takeuchi in sod., 1999).
Ugotovljeno je bilo, da pri redukciji sodeluje Hg rezistentna citokrom ¢ oksidaza, ni pa
jasno, ¢e pri tem sodeluje Se kateri drug encim, ki je sicer udelezen pri oksidaciji zeleza
(lwahori s sod., 2000). Stopnja rezistence sevov s tovrstnim mehanizmom rezistence je
10 — 100x manjsa od rezistence zapisane na mer operonu (Takeuchi in sod., 1999), toda
kljub temu so ti sevi $¢ vedno veliko bolj odporni na Hg**, kot na Hg obcutljivi sevi
(sevi brez enega ali drugega mehanizma rezistence) (Sugio in sod., 2001; Takeuchi in
sod., 1999). Omenjeni nadin redukcije stimulirata Fe?* in rusticianin, inhibira pa ga
cianid, kar kaZe na to, da se Hg®" reducira na koncu dihalne verige, kjer se pri
normalnem procesu prenesejo elektroni iz Fe** na kisik (Sugio in sod., 2003).

2.1.2.2 Oksidacija Hg’

Oksidacija Hg’ v Hg** poteka v zraku (Lindberg in sod., 2002), vodah (Siciliano in sod.,
2002) in zemlji (Théming in sod., 2000). Oksidacija Hg?* v zraku poteka s
fotooksidacijo, ki jo lahko povzroc¢ajo O, ob prisotnosti klorida (de Magalhdes and
Tubino, 1995), vodikov peroksid in ozon (Munthe, 1992; Seigneur in sod., 1994),
sulfhidrilne spojine (Yamamoto, 1995), prosti radikali BrO*, Br* in CI* (Ebinghaus in
sod., 2002; Lindberg in sod., 2002) in UV-B ob prisotnosti C1 ter fotoreaktivne spojine,
kot je benzokinon (Lalonde in sod., 2001). Oksidacija v temi obicajno poteka s kisikom
ob prisotnosti klorida (Amyot in sod., 1997; Barkay in sod., 2003).



Kova¢ Virsek M. Selekcijski pritisk biolosko nedostopnega Zivega srebra na ohranjanje mer operona v mikrobnih zdruzbah.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Manj je znanega o oksidaciji Hg° v vodah in zemlji, kjer proces oksidacije, preko
nara$¢ajocih koncentracij Hg?*, pomembno posredno vpliva na produkcijo metil-Hg. V
vodah naj bi Hg® izginjal predvsem z oksidacijami in manj z izhlapevanjem (Amyot in
sod., 1997; Lalonde in sod., 2001).

Mikroorganizmi, za katere je znano, da lahko oksidirajo Hg so: P. aeruginosa, P.
fluorescens, E. coli, Streptomyces, Citrobacter sp., B. subtilis in B. megaterium., pri
¢emer imata Bacillus in Streptomyces najvecjo oksidazno aktivnost. Oksidacija ne
poteka z encimi, ampak je obiCajno rezultat interakcije Hg z metabolnimi produkti.
Smith in sod. (1998) so pokazali, da lahko oksidacija pri E. coli poteka z bakterijskimi
hidroperoksidazami KatG in manj pogosto tudi s KatE. Ugotovljeno je bilo, da je
stopnja oksidacije Hg® pri bakterijah brez mer operona, 10x niZja od stopnje redukcije
pri bakterijah z mer operonom (Hamlett in sod., 1992).

2.1.2.3 Pretvorbe HgS

V naravi zZivo srebro prevladuje v obliki HgS (Gavis in Ferguson, 1972), ki je slabo
topen in kemijsko ter fizikalno zelo stabilen. Kljub temu se predvideva, da se lahko
majhne koli¢ine HgS v naravi pretvorijo v biolosko dostopne oblike Hg (Fagerstrom in
Jernelov, 1971).

2.1.2.3.1 Ekstrahiranje zivega srebra iz sedimentov

Kovine se lahko estrahira iz sedimentov z dodajanjem enega ali ve¢ ekstrahantov
zaporedno. Najpogosteje uporabljen ekstrahant za dolocitev frakcije kovin je redéena
HCIl, ki raztopi razlicne oksidirane Zelezove in manganove faze iz sedimenta skupaj s
kovinami v sledovih, vezanih na omenjene faze (Huerta-Diaz in Morse, 1990; Huerta-
Diaz in Morse, 1992). V anaerobnih razmerah HCIl ekstrahira tudi Zzelezovo
monosulfidno fazo. Ekstrakcija Zivega srebra s HCI je bila preucevana v razlicnih
Studijah na zelo razli¢ne nacine. HCI z majhno molarnostjo je bil uporabljen pri
ekstrakciji Hg, povezanega z Fe in Mn oksidi, kjer so dokazali vpletenost Hg v zelezo
oksidacijsko-redukcijskem ciklu v obalnih sedimentih (Cossa in sod., 1994). Z uporabo
1 M HCI za ekstrakcijo FeS in povezanih kovin v sledovih so dolo¢evali stopnjo
piritizacije kovin v sledovih, vklju¢no s Hg, v anoksi¢nih morskih sedimentih (Huerta-
Diaz in Morse, 1992). Di Toro in sod. (1992) so predpostavili, da lahko biolosko
dostopnost in potencialno toksi¢nost tezkih kovin v anaerobnih sedimentih ocenimo iz
razmerja med kislo hlapnimi sulfidi in ekstrahiranimi kovinami. Pri sedimentih kjer so
koncentracije ekstrahiranih kovin vecje od koncentracij kislo hlapnih sulfidov, lahko ob
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odsotnosti drugih vezavnih mest, izmerimo okoljsko signifikantne koncentracije
dolocene kovine. Kovine, ki delujejo po tem modelu so Ni, Zn, Cd, Cu in Hg.

Studija vpliva HCI na ekstrahiranje Hg iz sedimentov, ki so vsebovali razli¢ne koli¢ine
kislo hlapnih sulfidov (sulfidi ekstrahirani iz sedimenta s HCI, ve¢inoma je to FeS), je
pokazala, da Hg topen v 1 M HCI lahko reagira s H,S, ki se sprosti iz kislo topnih
sulfidov in precipitira v HgS. Pri vi$jih koncentracijah HCI (2-6 M) je precipitacija
HgS(s) manjsa kot pri 1 M HCI, iz Cesar sledi, da je tvorba HgS(s) v raztopini odvisna
od dodane koncentracije HCI. V HCI topna Hg frakcija v sedimentih je pri 1 M HCI
zelo majhna (THg 1-5 %) v primerjavi s 6 M HCI (THg 50-60 %) (Mikac in sod.,
2000). Nadaljne raziskave so pokazale, da v 1 M HCI ni topen niti cinabarit niti
metacinabarit, medtem ko se je v 6 M HCI metacinabarit raztapljal zelo u¢inkovito (ve¢
kot 90 %), sledil mu je kristalni metacinabarit (ve¢ kot 70 %) in nazadnje $e cinabarit, ki
pa se slabo raztaplja v 6 M HCI (le 15 %). Topnost HgS v 6 M HCI je odvisha od
njegove koncentracije in eksponentnega razmerja med koli¢ino HgS in volumnom 6 M
HCI. Pri vi§jih koncentracijah HgS (10 mg v 20 ml kisline), je bila ugotovljena man;jsa
topnost. Pri ekstrakciji Hg iz naravnih sedimentov je bilo ugotovljeno, da 6 M HCI ne
more biti uporabljena za ekstrahiranje reaktivnega Hg in da se z njo ne da napovedati
bioloske dostopnosti Hg v sedimentih s HgS (Mikac in sod., 2002). Topnost cinabarita v
HCI raztopini lahko povecajo dodani nitrati in Mn oksidi (Fernandez-Martinez in
Rucandio, 2005).

Poleg kloridnih spojin, Zeleza, Mn oksidov, lahko na zmoznost ekstrakcije HgS v zemlji
vplivajo Se spojine kot so: jodidne spojine (KI), sulfati, nitrati in kovine, ki tekmujejo s
Hg za vezavna mesta (npr. Cu®*) (Fernandez-Martinez in Rucandio, 2005).

Uporaba HCI v kombinaciji z FeCls se je izkazala tudi kot zelo u¢inkovita v procesu
¢iS¢enja s Hg kontaminiranih sedimentov v Minamata zalivu. Ve¢ kot 85 % Hg v
sedimentu z 0,11-37,4 mg/kg Hg je bilo u¢inkovito ekstrahiranega s 3 M HCl in 74 mM
FeCl;. Kemijskemu luzenju Hg iz sedimenta je sledila $e bakterijska transformacija Hg
v hlapno obliko Hg s procesom redukcije, s ¢imer je bilo iz sedimenta ucinkovito
odstranjeno tudi metil zivo srebro (Nakamura in sod., 1999).

V' manj kontaminiranih vzorcih, kjer prisotnosti HgS ne moremo identificirati z
direktnimi metodami (npr. absorpcijska spektroskopija z X zarki), se uporabljajo
ekstrakcije za indirektno dolocitev deleza Hg v obliki HgS. Za ekstrakcijo razli¢nih faz
sedimenta in Hg, vezanega na te faze, se uporabljajo razlicne koncentracije HNO;
(0,01-14 M). Zelo red¢ena HNO3 (0,01 M) je bila uporabljena pri ekstrakciji kislo
topnega Hg iz re¢nih sedimentov (Wallschlager in sod., 1998), 4 M HNOg; pa je bila
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uporabljena pri dolo¢anju mobilne frakcije Hg (elementaren Hg, labilen in s karbonatom
povezan Hg) v obalnih sedimentih (Fabbri in sod., 2001). Revis in sod. (1989) so
uporabili 12 M HNOj za odstranitev vseh Hg spojin (Hg oksidov, kloridov, amalgamov
in organskih spojin) razen HgS iz zemlje. Koncentrirana HNO3 je bila uporabljena tudi
pri ekstrakciji Hg vezanega na organsko snov v re¢nih sedimentih (Martin-Doimeadios
in sod., 2000). Bloom in sod. (2003) so uporabili 12 M HNO3 za odstranitev ostankov
ne-cinabaritnih oblik Hg. Pri vseh uporabah HNOj se je izkazalo, da le-ta nima vpliva
na ekstrakcijo HgS. Pri nobeni od uporabljenih koncentracij HNO3; (1-14 M HNO3)
nista bila topna niti cinabarit niti metacinabarit kot Cisti spojini (Mikac in sod., 2003).

2.1.2.3.2 Oksidacija HgS

HgsS se lahko oksidira kemijsko z raztopljenim O,. Stopnja oksidativnega raztapljanja
HgS z raztopljenim O, v reaktorjih narasca s hitrostjo meSanja (Barnett in sod., 2001).
Stopnjo oksidacije se lahko meri z meritvijo produkcije SO.*. Stopnja raztapljanja
cinabarita je 2,64 do 6,16 umol (SO,*)/m? na dan, metacinabarita pa 1,2 do 1,9 pmol
(SO,¥)/m? na dan. Toda z metodo ATR-IR spektroskopijo so nasli na povrsini HgS e
spojino 82032', kar kaze na to, da samo z meritvami SO42' ni mogoce realno oceniti
stopnje raztapljanja minerala. Stopnja spro$¢enega Hg med raztapljanjem je bila ve¢ kot
2x manjSa kot produkcija SO,%, toda $e vedno signifikantna. Med raztapljanjem
cinabarita in metacinabarita se Hg mobilizira in tvori kompleks Au-Hg (amalgam),
preostali pa se adsorbira nazaj na raztapljajoci se HgS (Holley in sod., 2007). Koli¢ina
Hg, ki se sprosti v raztopino je 1-3x manjsa od koli¢ine Hg®*, ki se nazaj adsorbira na
povrsino raztapljajocega se HgS (Barnett in sod., 2001).

Cinabarit se v kislih pogojih lahko oksidira tudi z Fe®*. Ze leta 1975 so Burkstaller in
sod. demonstrirali kako Fe** pri koncentracijah, ki se pojavljajo v kisli vodi iz rudniskih
drenaz, signifikantno oksidira cinabarit. Prisotnost FeCls (Mikac in sod., 2003) in tudi
drugih halidnih spojin (Fernandez-Martinez in Rucandio, 2005) poveca topnost
Cinabarita in metacinabarita, Se posebno ob uporabi koncentrirane HNO;. Ker do
podobnega ucinka ni prislo ob prisotnosti FeOOH, sklepajo, da je za topnost HgS
odgovoren Cl in ne Fe**. Domnevo so potrdili rezultati, kjer je dodatek nizke
koncentracije klorida koncentrirani HNO; sprozil delno (C1> 10 M) ali popolno (Cl >
10? M) raztapljanje HgS. U¢inek klorida na cinabarit je precej manjdi kot na
metacinabarit. Ekstrakcija HgS s koncentratirano HNOjz v prisotnosti sedimentov
razlicnih slanosti je pokazala, da se koli¢ina raztopljenega HgS povecCuje s
povecevanjem slanosti (sladka voda, estuarcijska voda, morska voda), kar potrdi, da
klorid vpliva na raztapljanje HgS (Mikac in sod., 2003).
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2.1.2.4 Zivo srebro vezano na raztopljeni organski material

Znano je, da raztopljeni organski material (DOM), ki je povsod navzo¢ v vodnem
ekosistemu, mo¢no veze kovine v sledeh in s tem vpliva na njihovo speciacijo, topnost,
mobilnost in toksi¢nost. Tako DOM v vodnem okolju mo¢no ragira tudi z zivim
srebrom, s c¢imer vpliva na njegovo speciacijo, bioloSko dostopnost, transport in
transformacije (Loux, 1998). Zivo srebro tvori moc¢no ionsko vez z reduciranimi
zveplovimi mesti v zemlji in vodnem organskem materialu. Moc¢na kompleksacija
omogoca zivemu srebru prenos iz sedimentov in zemlje v reke, jezera in podzemne
vode (Wallschldger in sod., 1996; Mierle in Ingram, 1991).

Priblizno 20 % DOM je sestavljenega iz ogljikovih hidratov, karboksilnih Kislin,
aminokislin, vodikovih ogljikov in drugih spojin. Ostalih 80 % DOM sestavljajo
humiéne kisline, ki so sestavljene iz kompleksne mesanice ostankov razgradnje rastlin
in zivali (Leenheer in Croué, 2003). 80-90 % humicnih snovi sestavljajo hidrofobne in
hidrofilne kisline, ki so najbolj reaktivne frakcije pri vezavi kovin v sledovih. Sestava in
struktura DOM se sicer moc¢no razlikuje med zemeljskim, re¢nim in morskim okoljem
(Malcolm, 1990).

Zivo srebro in ostale kovine v sledovih se v organskih snoveh veZejo na kisla mesta.
Najpogosteje uporabljene kisle funkcionalne skupine v DOM so: karboksilne skupine,
fenoli, amonijevi ioni, alkoholi in tioli. Kar 90 % Kkislosti organskim snovem
zagotavljajo tioli in karboksline kisline. Zivo srebro naj bi se najraje vezalo na tiole in
druge skupine, ki vsebujejo zveplo, ki so v organskih snoveh prisotne le v sledovih.
Kovine v obliki kationov, za katere je znacilna hitra kompleksacija, uvr§¢amo v skupino
»mehkih kovin«, z zelo polariziranimi elektroni na svojem zunanjem ovoju. »Mehke
kovine« se rade vezejo z ligandi kot so zveplo, elektronegativni halidi in dusik, pred
ligandi, ki vsebujejo kisik. Mo¢ne interakcije med Hg in organskimi snovmi v zemlji in
vodi, so posledica vezave Hg na funkcionalne skupine, ki vsebujejo zveplo
(Ravichandran, 2004).

Zvepla je v organskih snoveh malo, le 0,5-2 % skupne teZe. Pojavlja se v oksidirani
(sulfonati, sulfati) in reducirani obliki (sulfidi, tioli). Zivo srebro se veZe le na
reducirana zveplova mesta, saj je konstanta stabilnosti, v primerjavi z vezavo na
oksidirana Zveplova mesta, mnogo vec¢ja. Na splosno velja, da imajo hidrofobne
kislinske frakcije DOM (vsebujejo humicne in fulvi¢ne kislinske frakcije) signifikantno
ve¢ reduciranega zvepla kot nizko molekularne hidrofilne frakcije. Vse te ugotovitve
tudi podprejo tezo, da se v vodnem okolju zivo srebro najraje veze z raztopljenimi
humi¢nimi snovmi (Mierle in Ingram, 1991).

10
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V naravnem vodnem okolju je razmerje med reduciranim Zzveplom in celokupnim Hg
1,2 x 10*— 1,2 x 10°. Tudi, e upostevamo, da je le majhna frakcija reduciranega zvepla
dostopna za vezavo Hg, koli¢ina mo¢nih vezavnih mest v organskih snoveh, mo¢no
preseze koli¢ino dostopnega Hg v naravnih vodnih ekosistemih (Ravichandran, 2004).
V okolju, kjer Hg izvira iz vode in zemlje in se skupaj z raztopljenim organskim
ogljikom (DOC) prenasa po okolju, so koncentracije Hg in DOC v medsebojni
korelaciji (Wallschlager in sod., 1996). V okolju, Kjer pa Hg izvira iz zraka pa ni nujno,
da pride do te korelacije. Na korelacijo vplivajo strukturne in kemijske lastnosti DOM
ter prisotnost drugih kompetitivnih ionov v vodi, ki vplivajo na reaktivnost DOM s Hg
(Babiarz in sod., 2001).

Organske snovi lahko tudi povecajo topnost cinabaritu z reakcijo: HgS + H <« Hg?" +
HS". Npr. merkaptoacetilna kislina (HS-CH,-COOH), ki vsebuje tiolno skupino, ima
veliko sposobnost raztapljanja cinabarita. Ligandi, ki vsebujejo le ligande s kisikom,
brez Zzvepla, raztopijo zelo malo cinabarita ali pa sploh ni¢. DOM ima v primerjavi z
merkaptoacetilno kislino ve¢jo afiniteto za vezavo Hg, zato lahko inhibira precipitacijo
metacinabarita z merkaptoacetilno kislino (Ravichandran in sod., 1998).

DOM tudi posredno vpliva na tvorbo toksi¢nega metil-Hg. Kompleksacija DOM s Hg**
onemogo& Hg®', da bi se metiliral in bioakumuliral (Barkay in sod, 1997). Frakcije
humicnih in fulviénih kislin iz DOM sodelujejo pri redukciji ionskega Hg v hlapen Hg
in s tem povecajo izhajanje Hg iz vode in zemlje v zrak (Alberts in sod., 1974). DOM
poveda tvorbo Hg® iz Hg?* s fotokemijsko reakcijo (Ravichandran, 2004) in s tem
zmanjSa dostopnost Hg za metilacijo in bioakumulacijo.

Na speciacijo kovin v vodnem okolju vplivajo anorganski in organski ligandi prisotni v
vodi. Kompleksacija kovine z ligandom je odvisna od koncentracije kovine in
koncentracije liganda ter jakosti vezave kovine z ligandom (konstante stabilnosti). V
vodnem okolju so za speciacijo Hg med anorganskimi ligandi pomembni hidroksidi,
kloridi in sulfidi (tvorijo najmocnejSe vezi s Hg) (Ravichandran in sod., 1999). Ob
odsotnosti kateregakoli pomembnega helatorja, Hg tvori Hg-hidroksidne komplekse
(Hg(OH),, HgOH™). Pri nizkem pH in visokih koncentracijah kloridov, Hg tvori
zivosrebrove kloridne komplekse (HgCl,, HgCl,>). V vodah, ki vsebujejo raztopljene
sulfide Hg tvori zivosrebrove-sulfidne spojine (Benoit in sod., 2001). Med organskimi
ligandi, Zveplovi ligandi vezejo zivo srebro veliko mocneje kot kisikovi ligandi
(Ravichandran, 2004).

Anorganski sulfidi zelo moc¢no veZejo zivo srebro in zato imajo pomembno vlogo pri
speciaciji Hg v anoksi¢nem okolju. Zivo srebrov speciacijski model izracunan kot
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funkcija koncentracij sulfidov in pH predpostavlja, da so HgSan, Hg(S.H)", Hg(SH),’ in
HgSso1 najpomembnejse oblike Hg kompleksov. Konstante stabilnosti so:

o Hg™ +HS o HgS% +H' K = 10%°
e Hg® +2HS « Hg(S;H) + H* K =10%°
e Hg? +2HS — Hg(SH),® K =10%"°

Ob primerjavi konstant stabilnosti za anorganske Hg-S komplekse, so konstante
stabilnosti za Hg—DOM komplekse precej manjse.

e Hg* +RS « HgRS* K =10%!

Zaradi nizke Hg—DOM konstante stabilnosti, mnogo S$tudij predpostavlja, da je
speciacija Hg v anoksi¢nih pogojih kontrolirana s sulfidom in ne z DOM (Benoit in
sod., 2001).

Pri visokih koncentracijah Hg®* lahko poleg mikroorganizmov in fotolize, tudi humi¢ne
snovi povzro&ijo redukcijo Hg* v Hg’. V tem primeru na redukcijo Hg vplivajo
koncentracije raztopljenega kisika in klorida ter pH. V abiotskem okolju brez svetlobe,
ob prisotnosti humi¢nih snovi, pri nizkih koncentracijah Hg, do redukcije Hg ne pride.
Pri nizkem pH, je DOC manj negativno nabit in zato tezZje veze Hg, pri cemer ga vec
ostane dostopnega za metilirajoce bakterije (Miskimmin in sod., 1992; Barkay in sod.,
1997; Haitzer in sod., 2003, Kelly in sod., 2003).

2.1.2.5 Zivo srebro v Idrijci

V Idriji se nahaja rudnik zivega srebra, ki je drugi najve¢ji tovrstni rudnik na svetu.
Deloval je 500 let in v njem je bilo pridelanih ve¢ kot 140.000 ton Hg (Gosar in sod.,
1997). Zaradi rudarjenja je Idrija z okolico mo&no onesnazena s Hg. Se v ¢asu aktivnega
taljenja rude, se je na dan sprostilo po 20 kg Hg iz talilnisSkega rudnika. Koncentracije
Hg v zemlji se gibljejo med 0,005 mg/kg pa vse do 100 mg/kg (Biester in sod., 1999),
medtem ko so koncentracije Hg v sedimentih reke Idrijce celo do 1000 mg/kg (Gosar in
sod., 1997). Celokupne koncentracije THg v vodi se nad rudnikom zivega srebra
gibljejo med 2,8 in 6,9 ng/l, ob viru onesnazenja pa do 200 ng/l. Od vira onesnazenja
navzdol se gibljejo med 10 in 60 ng/l po Idrijci in Soci in dosezejo najmanjSe
koncentracije v morju (med 0,2 in 2 ng/l) (Horvat in sod., 2002).
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Vecina Hg, ki se nahaja v reki je posledica erozije materiala iz rudnika, nekaj tudi iz
zraka in zemlje. Med delovanjem rudnika se je veliko rudniS$kega materiala spiralo
direktno v reko in le-ta se Se vedno prenasa po reki Idrijci in naprej po Soci vse do
Jadranskega morja.

V reki Idrijci sta prevladujoc¢i obliki Zivega srebra v re¢nih sedimentih in reki HgS, ki
mu sledi Hg® (Kocman in sod., 2004). Ti dve obliki Zivega srebra sta biolosko
nedostopni (Ravichandran in sod., 1998). Toda v Idrijci sta HgS in Hg® vkljucena v
biogeokemijski cikel Zivega srebra, pri ¢emer se s pomocjo bioloSkih in kemijskih
procesov pretvarjata v biolosko dostopne oblike zivega srebra. Koncentracije metil-Hg
v reki ne kazejo enakega trenda. Poleg rudnika so namre¢ koncentracije manjSe (med
0,1 in 0,2 ng/l) kot po reki navzdol (0,05-0,53 ng/l) in v morju (0,06-0,08 ng/l). Tudi
koncentracije metil-Hg v sedimentu nimajo enakega trenda kot THg. Visoke
koncentracije metil-Hg se pojavljajo v sedimentu z glineno frakcijo in frakcijo mulja.
Koncentracije metil-Hg v mulju in glini so nad rudnikom okrog 5 pg/g in narastejo na
vrednost 700 pg/g pod rudnikom (Horvat in sod., 2002). Poleg meritev Hg v sedimentih
in vodi, so bile merjene tudi koncentracije Hg v Zivih organizmih. Meritve so pokazale,
da so THg koncentracije v Zivih organizmih (algah, perifitonu in nevretencarjih) v
korelaciji s THg v sedimentih in vodi (Zizek in sod., 2007).

HgS se v Idrijci v najve¢ji meri akumulira v grobo strukturiranih sedimentih poplavnih
ravnic in v povprecju sestavlja ve¢ kot 80 % THg. Ne-cinabaritne frakcije Hg se
bogatijo na podrocjih, kjer se kopiéi fini material in dosezejo do 60 % THg (Biester in
sod., 2000). Ne cinabaritna frakcija Hg (Hg topen v vodi, topen v kislinah in vezan na
organsko snov) je v pozitivni korelaciji s hlapnim Hg’, zaradi Cesar se predpostavlja, da
ravno ta frakcija vpliva na mobilnost in biolosko dostopnost Hg (Kocman in sod.,
2004).

2.2 BIOSENZORJI

Onesnazenje okolja s tezkimi kovinami se obicajno ugotavlja s kemijskimi analizami po
tretiranju vzorcev z mocnimi kislinami. Toda slabost kemijskih metod je, da ne lo¢ijo
med biolosko dostopno in biolosko nedostopno frakcijo kovin. Le biolosko dostopne
frakcije tezkih kovin so nevarne za organizme (lvask in sod., 2001). Biolosko dostopna
frakcija je definirana kot raztopljena ekstrahirana frakcija (npr. s Sibkimi kislinami) iz
celokupne koncentracije (Stone in Marsalek, 1996). Biolosko dostopnost so dolocevali
7e na razlicne nacine. Stone in sod. (2011) so si kot posredni indikator bioloSke
dostopnosti Hg izbrali meritve akumuliranega Hg v zooplanktonu in miSicah rib. Drugi
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so uporabili celokupne koncentracije metil-Hg kot meritve bioloSko dostopnega Hg
(Regnell in Tunlid, 1991). Nobena od teh metod ne pokaze mikroorganizmom dostopne
frakcije Hg. Nobena analitska metoda ne loc¢i biolosko dostopnih oblik Hg (Rasmussen
in sod., 2000).

2.2.1 Biosenzorji, ki temeljijo na bioluminiscenci

Bioluminiscentni biosenzorji temeljijo na genetsko modificiranih mikroorganizmih, ki
so skonstruirani s fuzijo lux genov z inducibilnim promoterjem za testiranje toksi¢nosti
in bioloske dostopnosti.

Mikrobni biosenzorji, ki temeljijo na emisiji svetlobe iz bioluminiscentnih bakterij, se
uporabljajo kot obcutljivi, hitri in neinvazivni postopki v mnogih bioloskih sistemih
(Burlage in Kuo, 1994). V naravi najdemo bioluminiscentne bakterije v vseh habitatih
od morskega (Vibrio fischeri) do kopenskega (Photorhabdus luminiscens). Po vecini so
bioluminiscentni biosenzorji skonstruirani z gensko modificiranimi mikroorganizmi.
Najpogosteje se uporabljajo za monitoring organskih onesnazenj, pesticidov in tezkih
kovin. Gensko modificirani mikroorganizmi imajo vstavljen plazmid z zapisom genov
za luciferazo, ki so regulirani s promoterjem, ki prepozna analit, ki ga merimo. Ko tako
modificiran mikroorganizem metabolizira organski polutant, se sprozi promoter in
zacne se sinteza luciferaze, ki oddaja svetlobo, ki jo lahko izmerimo z luminometrom.
Enostavna detekcija transkripcijske aktivacije je omogoc¢ena s fuzijo promoterskega
elementa z reporterskimi geni. Uporaben reporterski sistem odgovoren za emisijo
svetlobe je sestavljen iz 5 strukturnih genov, v zaporedju luxCDABE, kloniranih iz
bioluminiscentnega operona bakterije Vibrio fischeri. luxCDE geni kodirajo
multiencimski mas€obno kislinski reduktazni kompleks s proteini (reduktaza,
transferaza in sintetaza), ki sintetizirajo substrat za luciferazo z uporabo prekurzerjev iz
mascobnokislinskega cikla. luxAB gena pa kodirata luciferazo (Meighen, 1991,
Rasmussen in sod., 2000).

Reporterski geni, ki se uporabljajo pri bioluminiscentnih biosenzorjih so lahko zelo
razli¢ni. Narejena je bila medsebojna primerjava razli¢nih reporterskih genov, na
podlagi spodnje meje detekcije in hitrosti odgovora. Primerjani so bili slede¢i geni:
luciferaza kresnicke (Photinus pyralis, lucFF), bakterijski luciferazni operon
(Photorhabdus luminescens, luxCDABE), zeleni fluorescentni protein (Aequorea
victoria gfp) in rdeci fluorescentni protein (Discosoma sp. Dsred). Reporterski geni so
bili vkljuceni v plazmid pod kontrolo mer promoterja (za zivo srebro) ali pa ars
promoterja (za arzenit). Izkazalo se je, da najniZzjo mejo detekcije analita in najhitre;jsi
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odgovor zagotovijo reporterski geni luckFF in luxCDABE. Zeleni in rdeci fluorescentni
protein sta se odzivala po veliko daljSem inkubacijskem Casu in pri bistveno visjih
koncentracijah analita (Hakkila in sod., 2002).

2.2.1.1 mer-lux biosenzor

Tovrstni biosenzorji imajo zdruzene gene med regulatorno regijo mer operona (merR) in
bakterijskimi luminiscentnimi geni (luxCDABE), ki kvantitativno odgovarjajo na Hg**
(Selifonova in sod., 1993; Barkay in sod., 1997). Mer promoter se aktivira z vezavo
Hg** na MerR, pri Gemer pride do transkripcije lux genov in nenazadnje emisije
svetlobe, ki jo lahko izmerimo z luminometrom. Odgovor je kvantitativen. Pri vi§jih
koncentracijah Hg?*, je mer promoter aktiviran mocneje in pride do vedjih emisij
svetlobe. Spodnja meja detekcije tovrstnega senzorja je bila celo 1,4 ng Hg?/l
(Rasmussen in sod., 1997). Ravno meja detekcije je kljuéni faktor delovanja biosenzorja
in je pogosto vir tezav (Virta in sod., 1995). Tovrstne biosenzorje so uporabili tako za
meritve biolosko dostopnega Hg v vodah kot tudi v zemlji (Ivask in sod., 2002).

Najpogosteje pri genetskih modifikacijah uporabijo lux gene iz bakterij skupine Vibrio.
Obstaja pa tudi moznost genetsko modificirati bakterije z genom preneSenim iz
evkariontske celice. Tako so namre¢ iz kresnicke prenesli gene za luciferazo in jih
vgradili za mer promoterjem transpozona Tn21 in nov genetski konstrukt vstavili v E.
coli MC1061. Tako delujoci senzor je imel spodnjo mejo detekcije pri 0,1 tM (Virta in
sod., 1995).

2.2.1.1.1 Mer operon

Mer operon je natan¢no reguliran genetski sistem sestavljen iz 4-5 strukturnih genov, Ki
kodirajo transport in transformacije Hg, ter regulatornih genov. MerP protein je
sestavljen iz 72 amino kislin, ki veZejo Hg** preko dveh cisteinskih ostankov. To je prvi
mer-specifiéni protein s katerim se sre¢a Hg?* med njegovim vstopom v celico (Hamlett
in sod., 1992). MerP nato reagira z notranjim membranskim proteinom MerT, ki je
sestavljen iz 116 aminokislin, ki tvorijo 3 transmembranske helikse in 2 cisteinska para.
Proksimalen par, lociran na prvem transmembranskem heliksu, sprejme Hg?* od MerP
(Morby in sod., 1995) in reagira z distalnim MerT cisteinskim parom, ki je namescen na
prvi citoplazemski zanki, da se Hg?* prenese skozi notranjo membrano (Brown in sod.,
2002). Znotraj celice se Hg?* lahko direktno veZe z N-terminalnim cisteinskim parom
encima ali pa se veZe na nizko molekularen sulfhidrilni agens (npr. glutation). Se dva
proteina, ki sta vkljutena v transmembranski transport Hg?*, sta MerC in MerF, katerih
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gena se nahajata le v mer operonih nekaterih mikroorganizmov, obi¢ajno med merP in
merA genoma (Barkay in sod., 2003). MerC in MerF pomembno prispevata k rezistenci
proti Hg?* ob odstotnosti MerT, saj oba omogocata vezavo Hg?* na izolirane
membranske vezikle (Sahlman in sod., 1997; Wilson in sod., 2000). Pri nekaterih mer
operonih se za genom merD pojavi tudi majhen odprt bralni okvir, merE. Predvideva se,
da ima vlogo transporta ¢ez notranjo membrano (Barkay in sod, 2003).

Glavni gen mer operona, ki omogoca rezistenco proti Hg®*, je merA gen. MerA protein
je encim Zzivosrebrova reduktaza, ki deluje kot dimer. Vsak MerA protein je sestavljen
iz treh domen. Analiza tridimenzionalne strukture je pokazala, da je aktivno mesto
sestavljeno iz interakcije med centralno domeno ene podenote s C-terminalno domeno
druge podenote. Centralna domena je sorodna veliki skupini piridin nukleotid disulfid
oksidoreduktaz, kot je glutation reduktaza. Na tem mestu se zgodi kataliza, prenos dveh
elektronov iz NADPH preko FAD na Hg®* in redoks aktiven cisteinski par igra
pomembno vlogo pri prenosu naboja (Engst in Miller, 1999). Na nasprotnem koncu se
nahaja N-terminalna domena, NmerA, Kkatere sekvenca je mo¢no homologna
aminokislinski sekvenci proteina MerP. Reduktaze se med mikroorganizmi razlikujejo
po Stevilu NmerA. Vloga NmerA je prenos Hg®* na aktivno mesto. Domneva se, da je
NmerA pomembna v celicah z nizko koncentracijo sulfhidrilnih agensov, Kjer je dovod
tioliranega Hg®* na aktivno mesto omejen (Barkay in sod., 2003).

Rezistenco proti organoZivosrebrovim spojinam (metil-Hg) in sintezo Hg® iz le teh
omogoca organozivosrebrova liaza, zapisana z genom merB. Liaza je zapisana na
plazmidu R831b. Liaza je encim, ki katalizira protonolizo C-Hg vezi v mnogih alkilnih
in arilnih Zivosrebrovih spojinah, pri ¢emer nastane reduciran organski del (v primeru
metil-Hg, CH,4) in Hg®* (Begley in sod., 1986). Hg** se nato reducira z Zivosrebrovo
reduktazo (MerA), v hlapen Hg’.

Protein MerG, ki ni prisoten v vseh mer operonih, naj bi poveceval odpornost proti
organskim Hg spojinam pri bakterijah brez proteina MerB (Barkay in sod., 2003). merG
kodira periplazemski protein, ki zasciti celice pred herbicidom fenilZivosrebro,

najverjetneje z zmanjSanjem celicne permeabilnosti za organozivosrebrove spojine
(Kiyono in Pan-Hou, 1999).

Ekspresija mer operona je kontrolirana z regulatornima proteinoma MerR in MerD in s
koncentracijo Hg®* (Brown in sod., 2003). Ob odsotnosti Hg?* je mer operon zavrt, ob
prisotnosti Hg>* pa se mer operon inducira. Koncentracije Hg**, ki lahko inducirajo mer
operon, dolo¢ene na podlagi in vivo in in vitro $tudij, so v nanomolarnem obmo¢ju. Z
uporabo posebnega biosenzorja (rmer) in natanc¢no kontrolo pogojev pri poskusu, so
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bile izmerjene celo subpikomolarne koncentracije Hg** (Golding in sod., 2002; Kelly in
sod., 2003). Ob tako nizkih koncentracijah indukcija ne more biti ucinkovita kljub
prisotnosti aktivne Zivosrebrove reduktaze (Yu in sod., 1996).

MerR je glavni regulatorni element rmer sistema, ki zavre svojo transkripcijo in regulira
transkripcijo strukturnih genov rmer. Pri G- bakterijah, se MerR veZze kot dimer na
operator-promotersko regijo operona, s ¢imer spodbudi RNA polimerazo, da tvori trojni
kompleks v katerem sta ob odsotnosti Hg®*, dve sekvenci napaéno poravnani, zaradi
Cesar je transripcija strukturnih genov zavrta. Ob prisotnosti Hg2+, se le-ta veZe na
domeno za vezavo kovin na C koncu MerR, kar povzro¢i konformacijsko spremembo,
tako da se regiji -10 in -35 poravnata, DNA se razvozla, s ¢imer je omogocena
transkripcija operona (Brown in sod., 2003; Summers, 1992).

Negativni operator rmer je MerD protein, Ki se nahaja na koncu operona. Odgovoren je
za zaustavitev ekspresije ob zmanjsanju koncentracije Hg?* (Mukhopadhyay in sod.,
1991).

2.3 CIANID PRODUCIRAJOCE BAKTERIJE

V naravi so znane bakterije, ki so sposobne sintetizirati cianid. Cianid producirajoce
bakterije lahko zivijo v zelo razli¢nih okoljih od vodnega do kopenskega (Castric K. F.
in Castric P. A., 1983) do ¢loveka (Pessi in Haas, 2000). Glede na habitat v katerem
Zivijo tovrstne bakterije, imajo tudi razlicno funkcijo. Npr. v rizosferi pomembno
pripomorejo k obrambi rastline pred herbivori in patogeni, pri ¢loveku je vloga
podobna; na svezih opeklinskih ranah prepreCujejo razvoj patogenov in zajedalcev
(Pessi in Haas, 2000). Cianid je inhibitor citokrom c oksidaze, koncne komponente
dihalne verige pri mnogih organizmih, in drugih pomembnih metaloencimov (Peesi in
Haas, 2000; Knowles in Bunch, 1986). V naravi se pri pH 7 cianid nahaja v obliki
HCN. Glede na to, da je pKa HCN 9,3, je HCN manj gost od zraka in zelo hlapen,
zaradi Cesar lahko hitro difundira v zrak (Blumer in Haas, 2000). Sinteza cianida poteka
lokalno in obi¢ajno ne dosega koncentracij, ki bi bile toksi¢ne za vi§je organizme. Te
koncentracije so pod 1 mM. Toda tudi v primeru, ko so gostiteljske celice okuzene s
cianogenim mikroorganizmom (npr. Pseudomonas aeruginosa) in so koncentracije
cianida precej visje, so le te sposobne prenasati razlicne ucinke cianida (Goldfarb in
Margraf, 1967).

Ena izmed najbolj raziskanih vlog cianogenih mikroorganizmov je lastna zascita in
posledi¢no tudi zascita rastlinskih korenin v rizosferi pred patogeni in herbivori (Jousset
in sod., 2006). Bakterije s sintezo cianida lahko ustvarijo StevilénejSe populacije in
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imajo daljSo zivljensko dobo. Znane bakterije, ki so sposobne sinteze cianida so:
proteobakterija Chromobacterium violaceum, fluorescentne pseudomonade (razli¢ni
sevi P. aeruginosa in P. fluorescens ter nekateri izolati P. aureofaciens and P.
chlororaphis), cianobakterije (Anacystis nidulans, Nostoc muscorum and Plectonema
boryanum), nekateri sevi Rhizobium leguminosarum, sevi Burkholderia cepacia
(Castric K. F. in Castric P. A., 1983; Knowles in Bunch, 1986; Ryall in sod., 2008).
Cianogeneza se polega bakterij pojavlja Se pri algah (Gewitz in sod., 1976), glivah
(Knowles in Bunch, 1986) in rastlinah (Yip in Yang, 1988; Jones, 1998). Ceprav $e ni
bila ugotovljena funkcija cianida pri glivah ali algah, je cianogeneza pri rastlinah Siroko
razSirjena z namenom kemijske obrambe rastline pred herbivori in patogeni. Rastline
uporabljajo cianogene glikozide kot prekurzorje za sintezo cianida (npr. amigdalin)
(Jones, 1998), s ¢imer se ta hidrolitska pot moc¢no razlikuje od biosintetske poti cianida

pri bakterijah.

2.3.1 Sinteza cianida

Bioloski prekurzorji za sintezo cianida so aminokisline. Pri rastlinah so to tirozin,
fenilalanin, valin ali izoleucin, ki se metabolizirajo do cianogenih glikozidov, ti pa se
razgradijo v cianid. Pri bakterijah in glivah je prekurzor za cianid, glicin, ki je pri sintezi
cianida vir ogljika (Slika 4). Cianid nastane z oksidativno dekarboksilacijo glicina
(Castric, 1977). Dejstvo, da glicin stimulira sintezo cianida pri bakterijah, je bilo
ugotovljeno ze leta 1948 (Lorck). Z radiooznacevanjem je bilo dokazano, da se lahko
cianid sintetizira poleg glicina, Se iz serina in treonina, toda ob prisotnosti vseh treh, se
prednostno sintetizira iz glicina. P. aeruginosa je sposoben treonin pretvoriti v glicin.
Serin sicer ne stimulira sinteze cianida, ampak deluje kot prekurzor. Prav tako je bilo z
radiooznacevanjem dokazano, da metionin pri sintezi cianida ne deluje kot prekurzor,
ampak kljub vsemu pozitivno vpliva na stimulacijo sinteze cianida (Castric, 1977).

Sinteza cianida pri P. aeruginosi poteka na koncu eksponentne faze rasti in na zacetku
stacionarne faze, kar je znacilno za sekundarni metabolizem (Castric, 1975). Poleg tega
na sekundarni metabolizem kaze ozko temperaturno obmocje, znotraj katerega Se tvori
cianid, v primerjavi s temperaturnim obmoc¢jem, ki omogoc¢a normalno rast bakterij
(Bunch and Knowles, 1982; Humair in sod., 2009). Castric in sod. (1979) je za
zmoznost bakterijske kulture, da sintetizira cianid, uvedel izraz cianogena kapaciteta. 1z
tega sledi, da je cianogena kapaciteta na zaCetku in na sredini eksponentne faze rasti
nizka, in se sprozi v pozni eksponentni fazi na prehodu v stacionarno fazo (Castric,
1977; Pessi in Haas, 2000; Askeland in Morrison, 1983). Ko so koncentracije cianida
zelo visoke in so toksi¢ne za celice (Castric, 1977), kar je obicajno v stacionarni fazi
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rasti, ga bakterije zaCnejo razgrajevati in ga popolnoma razgradijo. lzguba aktivnosti
cianidne sintaze je po vsej verjetnosti posledica avtodestrukcije encima in ne prisotnosti
drugih specifi¢nih metabolitov ali proteaz (Castric in sod., 1979). Npr. pri cianidnem
producentu Pseudomonas aeruginosi PAO1, razgradnja cianida poteka s cianidno
zveplovo transferazo (rodaneza, RhdA), ki spremeni cianid v bistveno manj toksi¢en
tiocianat (Cipollone in sod., 2007). Med razgradnjo cianida, se za¢ne v gojis¢u nalagati
B-cianoalanin (Macadam in Knowles, 1984).

Na sintezo cianida vplivajo koncentracije zeleza in fosfatov v gojiscu ter temperatura.
Pri povecanih koncentracijah enega ali drugega pride do stimulacije sinteze cianida, pri
prenizkih koncentracijah pa do zavrtja sinteze cianida. Optimalna koncentracija fosfata
naj bi bila 300 mM. Koncentracija zeleza in cianogeneza sta (v obmoc¢ju med 3 in 300
uM Fe) v linearnem odnosu (Askeland in Morrison, 1983). Ob pomanjkanju Zeleza
pride do zavrtja cianogeneze, saj Zelezo vpliva na regulacijo ANR (anaerobni regulator)
(Blumer in Haas, 2000) (Slika 5). Prav tako lahko pride do zavrtja sinteze cianida pri
previsokih koncentracijah fosfatov (had 10 mM) (Castric in sod., 1979; Castric, 1975).
Pri P. fluorescens je ekspresija hcnA gena manjsa pri 35 °C kot pri 30 °C (Humair in
sod., 2009). Najvecja cianogeneza je znacilna med 25 °C in 30 °C ter pH med 6,6 in 8,9
(Askeland in Morrison, 1983).

) 2H 2H
(ooH COOH
lI;N—(I“II —L)- I[N={|: Ll- H-C=N + CO,
H H
glicin imino acetilna kislina vodikov cianid

Slika 4: Prepostavljeni model oksidacije glicina v HCN preko nestabilnega vmesnega produkta
imino acetilne kisline (Blumer in Haas, 2000: 171)

Cianid se pri Pseudomonas fluorescens v mikroaerofilnih pogojih sintetizira iz glicina.
Pri sintezi sodelujejo hcnABC geni, ki sintetizirajo HCN sintazo, ki se pri E. coli izraza
pod kontrolo T7 promoterja. Analiza nukleotidnih zaporedij hcnABC genov je pokazala,
da je vsaka podenota HCN sintaze podobna Ze znanim encimom, ki sodelujejo pri
prenosu vodika. Tako je zaporedje HcnA podoben format dehidrogenazi, HenB in HenC
pa amino kislinski oksidazi. HCN sintaza ima pri reakciji nastanka HCN in CO, iz
glicina vlogo dehidrogenaze, na kar kaZejo vezavna mesta na HenB in HenC za NAD(P)
in flavin adenin dinukleotid. HCN sintaza je obcutljiva na kisik (Laville in sod., 1998).
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Regulacijo sinteze cianida omogo¢a ANR regulator (anaerobni regulator), ki regulira
hcnA promoter. ANR je podoben FNR regulatorju (fumarat in nitrat reduktazni
regulator) (Winteler in Haas, 1996). Nukleotidni zaporedji ANR pri P. fluorescens
CHAO in P. aeruginosi sta si zelo podobni. Pomen ANR za regulacijo sinteze cianida v
aerobnih pogojih je bil ugotovljen z anr mutanto pri P. fluorescens CHA21, katera je
tvorila zelo malo cianida in pri kateri ni prislo do izrazanja hcnA-lacZ genov, medtem
ko je pri naravnem sevu P. fluorescens CHAO v mikroaerofilnih pogojih prislo do
izrazanja genov hcnA-lacZ (Laville in sod., 1998).

AN Rapo
+Fe(+5%) neaktivno
anoksiéno}/f \:Og
[AFe-4S]? [AFe-4S]2" [2Fe-2S]*
—_—
ANR ANR
+0,
aktivno neaktivho
v ®
AGCCGTTTGCTTGGCCCAGATCAATATCCGTGTCCGACAAACCGACTAGATTGGCCCGCGCT
ANR lokus regija -10 1‘+1

TTGAT....ATCAA
Ujemajocise FNR/ANR lokus

Slika 5 : Regulacija cianogeneze pri Pseudomonas fluorescens CHAO (Blumer in Haas, 2000: 174)

Promoterska regija hcn operona in aktivacija z ANR regulatorjem pri P. fluorescens CHAOQ. Do aktivacije
sinteze cianida pride v primeru prisotnosti Zeleza in v pogojih brez kisika.

Pri P. aeruginosi je sinteza virulen¢nih faktorjev in sekundarnih metabolitov, med
drugim tudi cianida (gena hcnA), regulirana s sistemom »zaznavanja celi¢ne gostote«
(quorum sensing), pri katerem sodeluje signalna molekula N-acetilhomoserin lakton.
Sinteza le tega poteka z mehanizmom avtoindukcije, na katero vpliva gostota celic. Ve¢
kot je celic, vecje so koncentracije signalne molekule. Ko le te doseZejo zgornjo mejo,
se aktivira LuxR-tip transkripcijskega regulatorja, ki kontrolira ekspresijo tarénih genov
s prepoznavanjem lux lokus-a (Egland in Greenberg, 1999; Fuqua in Greenberg, 1998).
P. aeruginosa ima dva med seboj odvisna sistema »zaznavanja celi¢ne gostote«, LasRl
in RhIRI (Slika 6) (Pearson in sod., 1997; Winson in sod., 1995; Pesci in sod., 1997).
Pri LasRI, protein Lasl usmerja sintezo N-(3-oksodo-dekanoil)-homoserin laktona
(OdDHL), ki sprozi LasR transkripcijski aktivator, da povzro¢i ekspresijo virulen¢nih
faktorjev. Lasl gen je avtoreguliran. Poleg samega sebe pa OdDHL regulira Se RhIR
sistem in RhlI protein, ki usmerja sintezo N-butanoil-homoserin laktona (BHL). RhIRI
sistem pa je odgovoren za sintezo razli¢nih sekundarnih produktov, med drugim cianida
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(Seed in sod., 1995; Winson in sod., 1995; Latifi in sod., 1995). Lux lokus, ki je
sestavni del obeh sistemov »zaznavanja celi¢ne gostote«, je nujno potreben pri izrazanju
hcn genov. Brez LasR in RhIR, ANR ne more aktivirati hcn promoterja (Pessi in Haas,
2000).

Slika 6: Model prepoznavanja promoterja T2 na hcn operonu z regulatorji ANR, LasR in RhIR ter
njihova povezava z RNA polimerazo (Peesi in Haas, 2000: 6947)

Med pomanjkanjem kisika ANR zavre transkripcijo na mestu T1 z vezavo na -10 sekvenco. Podenoti
RNA polimeraze, aCTD (C-terminalna domena) in oNTD (N-terminalna domena), sta prikazani kot
lo¢eni podenoti povezani z érto (Pessi in Haas, 2000).

Pri P. fluorescens je izrazanje cianidnih genov odvisno od Gac/Rsm signalne
transdukcijske poti (Zuber in sod., 2003). Regulacija poteka tako, da ob visoki
koncentraciji celic, dvokomponentni sistem GacS/GacA aktivira transkripcijo treh
majhnih RNA (Slika 7) (RsmX, RsmY, RsmZ) (Heeb in Haas, 2001; Heeb in sod.,
2002; Valverde in sod., 2003; Kay in sod., 2005). Te RNA se vezejo na RNA vezavne
proteine iz druzine RsmA/CsrA (RsmA in RsmE), pri ¢emer tarcna mRNA postane
prosta za ribosome in translacijo (Reimmann in sod., 2005; Lapouge in sod., 2007;
Lapouge in sod., 2008). Mutacija v sistemu GacS/GacA privede do zelo majhnih
koncentracij sekundarnih metabolitov (Haas in Defago, 2005; Zuber in sod., 2003;
Laville in sod., 1992). Ekspresija translacije hcnA-lacZ genov je odvisna od GacA,
medtem ko transkripcija hcnA-lacZ ni odvisna od GacA (Blumer in sod., 1999). Pri
drugih vrstah pseudomonad (P. aeruginosa, P. syringae in P. aureofaciens) pa na
regulacijo sistema GacS/GacA pozitivno vplivajo tudi od celi¢ne gostote odvisni N-
acetil homoserin laktoni (Laville in sod., 1992; Reimmann in sod., 1997; Chancey in
sod., 1999).
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Slika 7: Model GacS/GacA signalne transdukcije pri Pseudomonas fluorescens CHAO (Haas in
Defago, 2005: 9)

GacS senzorska kinaza je sestavljena iz treh domen: avtofosforilacijska (H), fosfoakceptorska (D) in
histidin fosfotransferna domena (H). Ob interakciji GacS z bakterijsko signalno molekulo, se GacS
avtofosforilira, pri ¢emer se fosfati prenesejo na akceptorsko domeno GacA. Pri tem se nato aktivira
(direktno ali posredno) transkripcija treh majhnih RNA genov (rsmX, rsmY in rsmZ). RsmA in RsmE
proteini so vezani na ribosomskem mestu na mRNA in ob sintezi majhnih mRNA, se le ti odcepijo iz

ribosomskega mesta in se veZejo na majhne mRNA in sinteza HCN sintaze lahko potece (Haas in Defago,
2005).

2.4 SINTEZA IN VLOGA SIDEROFOROV PRI BAKTERIJAH

2.4.1 Kaj so siderofori?

Siderofor je helator specifiénih Zelezovih ionov z nizko molekularno tezo, ki ga
sproscajo bakterije in glive, ki rastejo na podro¢ju s pomanjkanjem Zeleza. Siderofori
imajo vlogo privzemanja zeleza iz okolja in spremembo le tega v mineral, dostopen
mikrobnim celicam. Sintetizirajo jih lahko le mikroorganizmi in glive (razen kvasovk),
ne pa tudi Zivali in rastline (Neilands, 1995).

2.4.2 Zelezo v naravi in njegov pomen za mikroorganizme

V naravi se zelezo nahaja v obliki oksihidroksida = FeO(OH), ki je slabo topen.
Koncentracija prostih Zelezovih ionov pri neutralnem pH je odvisna od konstante
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topnosti zelezovega hidroksida. Maksimalna koli¢ina nevezanih Zelezovih ionov v
raztopini pri bioloskem pH obiajno ni ve&ja od 10 M (Nielands, 1995).

Mikroorganizmi potrebujejo Zelezo za 1) redukcijo kisika pri sintezi ATP, 2) redukcijo
ribotidnega prekurzorja DNA, 3) tvorbo hema. Za svojo optimalno rast potrebujejo 1
UM zeleza na dan. Znani so tudi mikroorganizmi, ki za svojo rast ne potrebujejo zeleza,
kot so npr. bakterije rodu Lactobacillus (Weinberg, 1997; Nielands, 1995).
Mikroorganizmi lahko Se na druge nacine omogocajo privzem Zeleza v celice, kot so: 1)
redukcija Zeleza na povrsini v bolj topne produkte, 2) zniZzanje pH, 3) uporaba hema in
4) ekstrakcija proteinov, ki kompleksirajo kovine (Nielands, 1995).

2.4.3 Fizikalno-kemijske lastnosti sideroforov

Siderofore delimo, glede na njihove Zelezo vezavne skupine v 5 razli¢nih skupin: 1)
kateholni, 2) fenolatni, 3) hidroksamatni, 4) karboksilatni in 5) meSani tip (Slika 8)
(Crosa, 1989; Miethke in Marahiel, 2007). Kateholni siderofori imajo pKa vrednost od
6,5-8 pri disociaciji prvega vodika in okrog 11,5 pri drugem vodiku iz kateholnih
hidroksilnih skupin. Hidroksamatni imajo pKa med 8 in 9, medtem ko imajo
karboksilatni med 3,5 in 5, kar jim omogoc¢a dobro ucinkovitost v okolju z nizkim pH,
za katerega sta kateholni in hidroksamatni tip preve¢ protonirana. Tako mikrobi, ki

zivijo v kislih habitatih, za mobilizacijo Zeleza uporabljajo predvsem karboksilatne
siderofore (Miethke in Marahiel, 2007).

Siderofori tvorijo kineti¢no labilne helate z Zelezovim ionom in so specificni za Fe".
Siderofori imajo visoko afiniteto za galij ter nizko za aluminij in divalentne ione.
Razlika med siderofori in hemom je v tem, da imajo siderofori mo¢no afiniteto le za
zelezo z visokim oksidacijskim stanjem, hem v osnovi deluje le kot uc¢inkovit prenosnik
elektronov (Nielands, 1995).
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Slika 8: Primeri razli¢nih tipov sideroforov (Miethke in Marahiel, 2007: 415)

Vezavna mesta za Zelezo so obarvana z razli¢nimi barvami: kateholna je rdece barve, fenolatna je oranzne
barve, hidroksamatna je rumene barve, a-hidroksi-karboksilatna je zelene barve in a-keto-karboksilatna je
modro-zelene barve.

2.4.4 Biosinteza sideroforov

Znanje o biosintezi sideroforov je pomembno ne le iz staliS¢a znanosti ampak tudi iz
staliS€a zdravstva, saj je znanje o naravni sintezi sideroforov uporabno pri umetni
sintezi zdravil. Biosinteza sideoroforov poteka na dva nacina:

e Reakcija katalizirana z neribosomalno peptidno sintetazo (NRPS)

e Reakcija brez NRPS

Neribosomalna peptidna sintetaza je velik multiencimski kompleks, ki aktivira in
sestavlja Siroko mrezo amino, karboksi in hidroksi kislin, zaradi Cesar so nastali
makrocikliéni peptidni produkti med seboj zelo razli¢ni (Miethke in Marahiel, 2007).
Sinteza sideroforov z NRPS je znacilna za vecino ¢loveskih bakterijskih patogenov, kot
so: enterobaktin (E. coli, Salmonella enetrica, Klebsiella, Shigella), jersiniabaktin
(Yersinia), piohelin in pioverdin (Pseudomonas aeruginosa), vibriobaktin (Vibrio
cholerae) in mikobaktin (Mycobacterium tuberculosis) (Crosa in Walsh, 2002).
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Neribosomalna peptidna sintetaza je sestavljena iz treh domen: adenilacijske, tiolacijske
in kondenzacijske domene. Adenilacijska domena je odgovorna za selekcijo substrata in
njegovo vezavo na fosfo-panteinsko vejo tiolacijske domene kot tioester, preko
intermediata AMP-derivata. Kondenzacijska domena katalizira tvorbo peptidnih vezi, z
njo poteka elongacija, epimerizacija substrata, N-metilacija in heterociklizacija.
Tioesterazna domena je odgovorna za ciklizacijo peptida in njegovo sprostitev (Strieker
s sod., 2010).

Biosinteza sideroforov, ki poteka neodvisno od NRPS, se dogaja preko razli¢nih
encimskih aktivnosti kot so: monooksigenazna, dekarboksilazna, aminotrasferazna,
acetiltransferazna, ligazna in aldolazna. Na ta nacin se sintetizirajo hidroksamatni in
karboksilatni siderofori, kot so: aerobaktin v entero bakterijah, alkaligin (Bacillus
pertussis, Bacillus bronchiseptica), staphylobactin (Staphyloccocus aureus), petrobaktin
(Bacillus anthracis), ki predstavljajo virulen¢ne faktorje patogenov (Miethke in
Marahiel, 2007).

2.4.5 Sekrecija sideroforov

Siderofori se izlo¢ajo iz celice s pomocjo iztocnih ¢rpalk. Pri tem sodelujejo tri skupine
¢rpalk: MFS ali »major facilitator superfamily«, RND ali »resistance, nodulation and
cell division superfamily« in ABC ali »ATP binding cassette superfamily« (Miethke in
Marahiel, 2007).

2.4.6 Prenos Fe iz siderofora v celico

Fe lahko preide v celico na 2 nacina (Miethke in Marahiel, 2007):
1. kot ion, ki se Ze zunaj celice z redukcijo sprosti iz siderofora v ekstracelularni
prostor
2. kot Fe-sideroforni kompleks

Pri glivah in kvasovkah sta poznana oba nacina privzema Fe, saj imajo na membrani
vezano ferisiderofor reduktazo, ki lahko zunaj celic reducira Fe vezano na siderofore.
Pri bakterijah pa je sistem za zunajceli¢no redukcijo Fe vezanega na siderofor slabo
poznan. Glavna pot naj bi bila privzem celega kompleksa Fe-siderofor v citosol
(Miethke in Marahiel, 2007). Pri G- bakterijah poteka transport Fe-siderofornega
kompleksa skozi zunanjo membrano s pomoc¢jo zunanje membranskih receptorjev, ki
dobijo energijo preko protonske gonilne sile TonB kompleksa. TonB kompleks je
sestavljen iz treh proteinskih podenot: TonB protein, ki sestavlja sidro citoplazemske
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membrane in sega v periplazmo ter v citoplazemsko membrano vgrajena proteina ExbB
in ExbD. TonB je v kontaktu z zunanje membranskim receptorjem preko C-terminalne
domene in se spaja z N-koncem zunanjega membranskega receptorja (Higgs s sod.,
2002). Zunanje membranski receptorji imajo veliko afiniteto za Fe-sideroforni
kompleks in so specificni za ligande. E. coli K-12 ima pet razlicnih zunanje
membranskih receptorjev za privzem razli¢nih sideroforov: FepA za Fe-enterobaktin
(Pierce s sod., 1983), Cir in Fiu za linerane degradacijske produkte Fe-enterobaktina
(Curtis in sod., 1988), FecA za Zelezov dicitrat (Wagegg in Braun, 1981), FhuA za
ferikrom (Kadner s sod., 1980), FhuE za Fe-rodotorulat in Fe-koprogen (Hantke, 1983).

Prenos Zeleza iz periplazme v citoplazmo poteka z ABC sistemom, ki vkljucuje
ekstracitoplazemske substrat vezavne proteine, ki v primeru G- bakterij krozijo po
periplazmi, v primeru G+ bakterij pa so pritrjeni na zunanjo povrsino citoplazemske
membrane (Sutcliffe in Russell, 1995). Ob vezavi Fe-S kompleksa na protein, se le-ta
spusti po kanalc¢ku preko membrane v citoplazmo. Ta transport dobi energijo s
citoplazemskimi ABC podenotami, na katerih pride ob vezavi NTP in/ali hidrolizi do
dimerizacije in  konformacijskih  sprememb, ki porinejo substrat preko
transmembranskega kanalcka (Karpowich s sod., 2001). Pri G- bakterijah so bili najdeni
4 tipi ABC transportnih sistemov. Prvi in najbolj obi¢ajen podtip je sestavljen iz 4
domen in vsaka s svojo polipeptidno verigo: substrat vezavni protein v periplazemskem
prostoru, 2 integralna membranska proteina, ki tvorita kanal in citoplazemska ABC
podenota, ki je povezana s podenotami kanala na citoplazemski strani membrane (E.
coli FepBDGC Fe-enterobaktin). Drugi podtip E.coli FhuDCB je podoben prvemu
podtipu, kjer transmembranska komponenta obsega eno samostojno polipeptidno verigo
FhuB, ki je obravnavana kot zlitje dveh normalnih transmembranskih podenot. Tretji
podtip obsega membranske lipoproteine za vezavo substrata. Sprva je bil opisan kot
velika prednost ABC transportnega sistema pri G+ bakterijah, kasneje pa je bil najden
tudi pri G- bakterijah. (ViuP za Fe-vibriobaktin in Fe-enterobaktin pri Vibrio cholere,
FatB za Fe-anguibaktin pri Vibrio anguillarum, Ceu za Fe-enterobaktin pri
Campylobacter jejuni in Campylobacter coli). Cetrti podtip ABC importerjev je bil
najden pri privzemu Fe-jersiniobaktina (YbtP in YbtQ). Pri tem tipu je prislo do fuzije
proteinskih domen in nastali sta domena TMS (transmembranski segment) in domena
NBF (nukleotid vezavna zanka). Peti podtip pa je sestavljen iz 4 zlitih domen IroC. Ta
je Se slabo raziskan. Znano je, da se uporablja pri privzemu Fe-salmohelina (Miethke in
Marahiel, 2007).

Pri G+ bakterijah sta znana 2 podtipa transportnih sistemov. Oba sta odvisna od ATP.

Prvi vkljucuje substrat vezavni protein z modificiranim proteinom. Najbolj verjetna
razlaga za prisotnost substrat vezavnih proteinov na membrani je odsotnost
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periplazemskega prostora, ki onemogoca prosto ekstracitoplazemsko difuzijo vezavnih
proteinov (kar se dogaja pri G- bakterijah). Drug podtip je bil kasneje odkrit in je
odgovoren za prenos Fe-karboksimikobaktina pri M. tuberculosis (Rodriguez in Smith,
2006). Organizacija domen pri IrtAB je podobna kot pri G- pri YbtPQ. IrtA vsebuje N-
terminalno domeno, za katero se predvideva da je to domena na katero se veze
siderofor. IrtA predstavlja zlitje treh proteinskin domen ekstracelularne vezave,
transmembranskih kanalov in citoplazemske ATP hidrolize, ki deluje skupaj z dvema
domenama IrtB (Miethke in Marahiel, 2007).

2.4.7 Mehanizmi spros¢anja Zeleza iz sideroforov

Znana sta 2 glavna mehanizma sproscanja zeleza iz sideroforov:

1. Redukcija Fe*" vezanega na siderofor v Fe?*, &emur sledi spontana
sporostitev Fe”* iz siderofora ali pa kompetitivna zamenjava z reducirano
spojino

2. Specializiran encim, ki povzro¢i zmanj$anje stabilnosti kompleksa Fe-
siderofor, ¢emur sledi redukcija ali pa interakcija s celinimi zelezo
vezavnimi komponentami

Prevladoval naj bi prvi nacin sprostitve Fe iz sideroforov, ki vkljucuje feri-siderofor
reduktazo (Miethke in Marahiel, 2007).

2.4.8 Vloga sideroforov pri preperevanju mineralov

Mikroorganizmi lahko s siderofori privzemajo tudi Zelezo vezano v mineralih.
Kateholne oblike sideroforov, ki jih sintetizirajo Azotobacter in Steptomyces, naj bi
povecale raztapljanje Zzelezo vsebujoc¢ih mineralov (olivin, glaukonit, goethit) ali
amfibolov (Uroz in sod., 2009). Prav tako je bilo ugotovljeno, da lahko siderofori
vplivajo na raztapljanje hematita (Hersman in sod., 1995). Siderofori kot helatorji Zeleza
in Se drugih prehodnih kovin, z vezavo na povrSini minerala povzrocijo raztapljanje
kationov z moc¢no vezavo z njimi (Uroz in sod., 2009).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VPLIV BIOLOSKO NEDOSTOPNIH OBLIK ZIVEGA SREBRA NA
POJAVLIJANJE Hg REZISTENTNIH BAKTERI V REKI IDRICI

3.1.1 Vzorcenje vode in biofilmov v reki Idrijci

Vzorcenje je potekalo na 2 nacina:

- sezonsko vzorcenje vode in biofilmov pozimi, zgodaj in pozno poleti, na 5
vzorénih mestih: Bela, Idrija, Sp. Idrija, Kozarska Grapa in Baca pri Modreju
(Slika 9).

- gradientno vzoréenje biofilmov, kjer je bilo zgoraj omenjenim 5 vzorénim
mestom iz sezonskega vzorcenja dodanih Se 11 vzorcnih mest na razdalji 4 km.
Stiri izmed dodatnih vzorénih mest so bila zgo$tena okrog vira onesnaZenja,
sedem pa jih je bilo razporejenih na 500 m razdaljah od vira onesnaZenja
navzdol. Vzorc¢enje je potekalo pozno poleti (Slika 10, Preglednica 1).

Vzorci vode so bili nabrani v sterilne plastenke. VVzorci biofilmov so bili na vsaki izmed
lokacij nabrani s $¢etkanjem obrasti na treh naklju¢no nabranih kamnih. Za $¢etkanje so
bile uporabljene sterilne $¢etke in sterilne centrifugirke za shranjevanje vzorcev. Vzorci
so bili v ¢asu terenskega dela shranjeni v hladilni skrinji. Po prihodu v laboratorij je bilo
0,5 | posameznega vzorca vode prefiltriranega skozi filter s porami premera 0,22 pm
(Milipore, ZDA) in filter zamrznjen na -20 °C. Vzorci biofilmov so bili centrifugirani
pri 3000 rpm, 4 °C, 10 min. Po centrifugiranju je bil supernatant zavrzen, usedline
biofilmov pa zamrznjene pri -20 °C.

Pri gradientnem vzorcenju so bili z elektrodnim multimetrom (Multi 350i/SET, WTW

Wissenschaftlich — Technische Werkstitten GmbH, Nem¢ija) izmerjeni tudi fizikalno
kemijski parametri vode: pH, kisik, prevodnost in temperatura.
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Slika 9: Razporeditev glavnih vzorénih mest sezonskega vzoréenja na razdalji 40 km

Legenda: C — kontrolno mesto nad virom onesnaZenja, P1 — Idrija, mesto na viru onesnazenja, P4, P10 in
P11 — vzoréna mesta pod virom onesnazenja

Figure 9: Distribution of the main sampling sites along the 40 km section on the Idrijca River used
for a general sampling

Legende: C — control site, above the source of pollution, P1 — Idrija, the source of pollution, P4, P10 and
P11 — sampling sites downstream the source of pollution

Slika 10: Razporeditev vzorénih mest na razdalji 4 km pri gradientnem vzorcenju

V desnem kotu spodaj je prikazano povec¢ano podro¢je na viru onesnazenja, kjer je bilo skoncentriranih 5
vzorénih mest (Pla—P1e) na krajsih razdaljah. P2—P9 so vzor¢na mesta razporejena na medsebojnih
razdaljah 500 m, od vira onesnaZenja navzdol.

Figure 10: Distribution of the sampling sites used for a gradient sampling along the 4 km section
downstream from the pollution source

On the right corner magnified region is shown at the P1 sites (P1a—P1e), which are densely distributed at
the pollution source. P2—P9 are the sampling sites distributed 500 m between each other, downstream the
pollution source.
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Preglednica 1: Koordinate vzorénih mest in fizikalno kemijski parametri, izmerjeni ob
gradientnem vzorcenju pozno poleti

Table 1: Sampling site coordinates and physico-chemical parameters, measured at the gradient
sampling in the late summer

Vzorcéno mesto Lon Lat pH O, | Prevodnost |Temperatura
(mg/l)| (nS/cm) vode (°C)
C = pri izviru, nad 13° 54 46° 0' 8,38 | 10,3 322 12,3
pritokom Belce (P1d| 56,556" | 13,1034"
— 8 km)
Pla 14° 1 46° 0' 8,24 | 11,22 338 12
44,544" | 30,744"
P1b 14°1 46° 0' 8,23 | 10,58 342 12,4
44,004" 30,06"
Plc 14° 1 46°0' 8,27 | 10,94 345 12,2
44,832" | 31,3194"
P1d = Idrija (vir 14° 1’ 46°0' 8,30 | 11,35 351 12,3
onesnaZenja) 44,328" | 33,228"
Ple 14° 1 46° 0' 8,21 | 11,2 340 12
43,5714" | 35,784"
P2 14° 1’ 46° 0' 8,26 | 10,94 534 12,9
39,144 | 54,2874"
P3 14° 1 46° 1" 8,35 | 10,83 528 13,2
47,244" | 13,908"
P4 =Sp. Idrija(P1d | 14°1' 46° 1" 8,42 | 115 527 13,4
+1,5 km) 43,32" | 30,5754"
P5 14° 1 46° 1" 8,54 | 11,52 521 13,8
32,9874" | 40,4034"
P6 14° 1’ 46° 1' 8,55 | 11,83 520 13,9
36,6234" | 56,208"
P7 14° 1 46°2' 8,65 | 11,6 514 14,4
9,9474" | 0,1314"
P8 14° 1 46° 2! 8,74 | 13,6 473 14,3
25,464" | 19,104"
P9 14° 1 46°2' 8,82 | 12,62 488 14,4
11,3514" | 34,6914"
P10 = Kozarska 13°55" [46°7'3,9"| 8,42 | 11,94 365 nd”
grapa (P1d + 18,5 | 18,048"
km)
P11 = Baca pri 13° 46' 46° 8' 8,55 | 14,17 344 18,8
Modreju (P1d + 32 | 2,2434" | 37,0314"
km)

3.1.2 lzolacija in identifikacija izoliranih Hg rezistentnih sevov

Pri sezonskem vzorcenju zgodaj poleti so bili nabrani tudi vzorci za kvantifikacijo in
karakterizacijo HgR sevov. Na hranilni agar (Nutrient Broth No. 1, SigmaAldrich) in
hranilni agar z dodanim HgCl, (8,4 pg/ml) je bila nacepljena (100 pl) serija red¢itev
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vzorcev vode (do 2x10Y) in biofilmov (do 1x10™ pri gojis¢u brez dodanega Hg in do
1x10™ pri gojiséu z dodanim Hg) ter 7 dni inkubirana na sobni temperaturi. Po
inkubaciji so bile po morfologiji razlicne kolonije prestete, izolirane in nagojene v Ciste
bakterijske kulture, iz njih pa je bila izolirana DNA s kitom SmartHelix® EZextract 96
kit (Sekvenator Ltd., Slovenija).

3.1.2.1 Verizna reakcija s polimerazo za 16S rRNA gen

V vzorcih iz ¢istih HgR kultur izolirane DNA je bil z verizno reakcijo s polimerazo
(PCR) pomnozen gen 16S rRNA, dobljeni produkti pa pripravljeni za sekvenciranje.
Uporabljena sta bila oligonukleotidna zacetnika 27f (5'-GAGAGTTTGATCCTGGCT-
CAG-3') in 1495r (5'-CTACGGCTACCTTGCTACGA-3') (Bianciotto in sod., 1996).

PCR mesanica za skupni volumen 50 pl je bila:
MiliQ voda
10x pufer

Program pomnozevanja DNA je bil sledec:

MgCl; (25 mM)
dNTP (20 mM)

oligonukleotidni zacetnik 27f (10 pmol/ul)

oligonukleotidni zacetnik 1495r (10 pmol/pl)
Taq polimeraza (5 U/ul) (Perkin Elmer, ZDA)

94 °C

5 ciklov:
94 °C
60 °C
72 °C

5 ciklov:
94 °C
55 °C
72 °C

30 ciklov:

94 °C

50 °C

72 °C
72 °C

5 min

30s
30s
4 min

30s
30s
4 min

30s
30s
4 min
7 min
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3.1.2.2 Sekvenciranje in filogenetska analiza izoliranih rezistencnih sevov

PCR produkti so bili poslani v Macrogen (Juzna Koreja) na sekvenciranje z
oligonukleotidnim zacetnikom 27f. Dobljene sekvence so bile poravnane v ClustalX, ki
uporablja progresivni algoritem. Nato so bile na podlagi Kimura 2 parametri¢ne matrike
(Kimura, 1980) izracunane filogenetske razdalje ter narisana filogenetska drevesa z
»neighbor joining« algoritmom (Saitou and Nei, 1987) z Mega5 programsko opremo
(Tamura s sod., 2007). Filogenetska drevesa so bila evaluirana z »bootstrapping«
analizo.

3.1.3 Izolacija in ¢iS¢enje DNA iz okoljskih vzorcev

Iz zamrznjenih filtrov in usedlin biofilmov je bila z metodo fenol/ kloroform (Lapanje
in sod., 2008) izolirana DNA. Izolirana DNA je bila nato preciS¢ena skozi Sephadex G-
100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) kolonce, narejene po protokolu iz Miller in sod.
(1999), da so bili odstranjeni PCR inhibitorji. Po ¢is¢enju je bila DNA koncentrirana s
precipitacijo z etanolom in amonijevim acetatom (Sambrook in sod., 1989). Izmerjena
je bila celokupna koncentracija DNA (ng/ml) vzorcev s Qubit fluorometrom s kitom
Quant-iT dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Life Technologies Corporation).

3.1.4 Analiza mikrobnih zdruzb v vzorcih biofilmov iz reke Idrijce

Analiza mikrobnih zdruzb je bila narejena z metodo TTGE (Temporal temperature
gradient gel electrophoresis) na napravi Dcode universal mutation system (Biorad,
Francija). Elektroforeza je bila narejena z 8 % poliakrilamidnim gelom v 1,25x TAE
elektroforeznem pufru. Potekala je 20 h pri 70 V, od 54 °C do 68 °C, s hitrostjo rasti
temperature 0,7 °C/h.

8 % poliakrilamidni gel je bil sestavljen iz:

- Raztopina akrilamid : N,N" metilen bisakrilamid (37,5 : 1) 40 %
- Urea 8M

- TAE pufer 1,25x
- TEMED 40 pl
- 10 % amon persulfat 400 pl

Gel je bil 20 min barvan z etidijevim bromidom (1 mg/ml etidijevega bromida v 1,25x
TAE pufru) in nato v 5 min razbarvan v destilirani vodi. Gel je bil nato fotografiran z
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UVI foto sistemom za slikanje gelov (Uvitec, VB). Rezultat TTGE-ja je bil analiziran s
programsko opremo GelManager 1.5 (Biosystematica, VB). 1z izraCunanih Pearsonovih
koeficientov podobnosti so bila s pomocjo programa GelManager 1.5 narisana UPGMA
drevesa.

3.1.5 Kvantifikacija merA gena

MerA gen je bil kvantificiran s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo (qPCR).
gPCR mesanica je bila sestavljena iz:

- 600 nM oligonikleotidni zacetnik A5-nR,

- 600 nM oligonikleotidni zacetnik A1S-nF,

- 2x Master Mix Power Sybr Green (Applied Biosystems)

- ddH0

Celokupni volumen qPCR mesanice za 1 vzorec je bil 29 pl, ki mu je bil dodan 1 pl
vzorca. Nukleotidno zaporedje oligonukeotidnega zaéetnika A5-nR je bilo 5 -ACCAT-
CGTCAGRTARGGRAAVA-3", nukleotidno zaporedje oligonukleotidnega zacetnika
Als-nF pa 5-TCCGCAAGTNGCVACBGTNGG-3'.

Program pomnozevanja DNA s qPCR je bil sledec:

- 50°C 2 min
- 50 ciklov:
95 °C 10 min
94 °C 10s
62 °C 1 min
- disociacija:
95 °C 15s
60 °C 1 min
95 °C 15s

gPCR je bil narejen z napravo 7500 Real-Time PCR system (Applied Biosystems,
Foster City, ZDA). Za standard so bile uporabljene red¢itve plazmida pBR831.

3.1.6 Meritve celokupnega Zivega srebra

Meritve celokupnega Zivega srebra (THg) so bile opravljene na Institutu »Jozef Stefan«
s tehniko atomske absorpcijske spektrometrije hladnih par (AAS HP).
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3.2 VPLIV BAKTERIJ NA POVECANJE BIOLOSKO DOSTOPNE FRAKCIJE
ZIVEGA SREBRA V SEDIMENTIH

3.2.1 Vpliv bakterijskih izvenceli¢nih produktov na povecevanje biolosko
dostopne frakcije Hg v sedimentih

3.2.1.1 Vzorcenje sedimenta na treh lokacijah v reki Idrijci

V reki Idrijci so bili v mesecu decembru vzorceni sedimenti na mestih Idrija, Sp. Idrija
in Bela (vzoréna mesta P1d, P4 in C) (Slika 9). Sediment je bil z obzgano Zli¢ko
vzorc¢en v sterilno plastenko.

3.2.1.2 Izpostavitev bakterijskih izvenceli¢nih produktov sedimentom

Preko noci so bile bakterije B. subtilis, P. aeruginosa, P. fluorescens in E. coli nagojene
v hranilnem gojis¢u (Nutrient broth No.1, Sigma-Aldrich), E. coli tudi v LB (Luria-
Bertani broth, Sigma-Aldrich) gojis¢u. Prekonocne kulture so bile centrifugirane pri
10.000 rpm in supernatanti prefiltrirani skozi filter s porami 0,22 ul (Milipore, ZDA).

V sterilne 15 ml centrifugirke je bilo natehtano 2,5 g sedimenta, ki mu je bilo dodano 3
ml sterilnega supernatanta. Vzorci so bili inkubirani na vorteksu (Vortex 3, Ika,
Nemcija) na 1500 rpm, na sobni temperaturi, 12 h in 36 h. Po posameznem
inkubacijskem casu je bilo iz vzorcev odvzeto 200 ul tekocega vzorca za meritve BDHg
ter po 12 h inkubaciji tudi 1 ml tekocega vzorca za meritve celokupnega Hg. VVzorci so
bili shranjeni na -20 °C do izvedbe meritev biolo§ko dostopnega zivega srebra (BDHg).

3.2.1.3 Meritve biolosko dostopnega zivega srebra

3.2.1.3.1 lzvor in sestava senzorskih in konstitutivnih celic

Senzorske in konstitutivne E. coli celice so bile pripravljene v sodelovanju z
Biotehnisko fakulteto.

Senzorske celice E. coli (E. coli IND) so bile pripravljene tako, da je bil s procesom
elektroporacije plazmid pmerRlux vstavljen v E. coli MC1061 celice. Celice imajo
merR gen ter gene lux operona vezane na skupni promoter merP, ki se sprozi ob
prisotnosti Hg** ionov. Tako se celice ob prisotnosti Hg** ionov odzivajo s povecano
sintezo luciferina in luciferaze, kar smo merili kot luminiscenten odziv.
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Konstitutivne E. coli (E. coli CON) celice vsebujejo plazmid pDNIlux. Geni za

luminiscenco delujejo pod kontrolo T7 promoterja in se izrazajo ne glede na prisotnost
zivega srebra.

Haell (9825)
BsrBI (9766)

Nsp (9599)\\

Haell (9455)——

merR, merP/O

pEGFP

~Nsp | (1669)
BsrBl (7965)
Nsp | (7622)-
Haell (7506)//
EcoRI (7490)

/Nsp 1 (1726)
pmerR lux

Nsp | (6537)

lux

“Nsp | (4588)
Haell (4677)

Slika 11: Shematski prikaz pmerR lux plazmida vstavljenega v E. coli MC1061 celice, pri ¢emer so
nastale E. coli IND celice

Figure 11: Schematic presentation of pmerR lux plasmid inserted into E. coli MC1061 cells, which
resulted in E. coli IND cells

tetRB Lux E

Lux B
Lux A
Lux D

Lux C
T7 promoter

tetA

Slika 12: Shematski prikaz pDNIux plazmida vstavljenega v E. coli MC1061 celice, pri ¢emer so
nastale E. coli CON celice

Figure 12: Schematic presentation of pDNIux plasmid inserted into E. coli MC1061 cells, which
resulted in E. coli CON cells
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3.2.1.3.2 Priprava Hg standardov

V steklenicki je bila pripravljena 100 mM zalozna raztopina HgCl,, ki je bila v
nadaljevanju uporabljena za pripravo standardov. Standardi so bili za vsako serijo
meritev, izvedeno v enem dnevu, pripravljeni na novo, saj se lahko Hg s ¢asom
reducira. Standardi so bili pripravljeni za enkratno uporabo v 4 ml steklenickah s
pokrovckom na navoj.

Preglednica 2: Seznam uporabljenih koncentracij HgCl, in njihova priprava

Table 2: List of the HgCl, concentrations used and their preparation

M HgCl, Priprava ustrezne molarnosti
2x10%M | 100 pl 100 mM HgCl, + 400 pl MiliQ
2x10°M | 100 pl 2 x 107 M HgCl, + 900 pl MiliQ
2x10"M | 100 pl 2 x 10° M HgCl, + 900 pl MiliQ
2x10°M | 100 pl 2 x 10 M HgCl, + 900 pl MiliQ
6x10°M | 300 pl2x 10° M HgCl, + 700 pl MiliQ
2x10°M | 100 pl 2 x 10° M HgCl, + 900 pl MiliQ
6x107M | 100 pul 6 x 10° M HgCl, + 900 ul MiliQ
2x10"M | 100 pl 2 x 10° M HgCl, + 900 pl MiliQ
8x10°M | 400 pul2x 107 M HgCl, + 600 pul MiliQ
6x10°M | 100 ul 6 x 107 M HgCl, + 900 pl MiliQ
4x10°M | 200 ul2x 107 M HgCl, + 800 pl MiliQ
2x10°M [ 100 pl2x 107 M HgCl, + 900 pl MiliQ
6x10°M | 100 pl 6 x 10° M HgCl, + 900 pl MiliQ
2x10°M | 100 pl 2 x 10°® M HgCl, + 900 pl MiliQ
6x10°M | 100 pl 6 x 10° M HgCl, + 900 pul MiliQ
2x10°M | 100 pl2x 107 M HgCl, + 900 pl MiliQ
6x 10" M | 100 pl 6 x 10™ M HgCl, + 900 ul MiliQ
2x 10" M | 100 pl 2 x 10™ M HgCl, + 900 pl MiliQ
6x10 M | 100 pl6x 10™ M HgCl, + 900 ul MiliQ
2x 107 M | 100 pl2x 10™ M HgCl, + 900 pl MiliQ
6x10°M | 100 pul 6x 10" M HgCl, + 900 ul MiliQ
2x 10" M | 100 pl 2 x 10" M HgCl, + 900 pl MiliQ
6x10™ M | 100 pul 6x 10™ M HgCl, + 900 ul MiliQ
2x 10 M | 100 pl2x 10™ M HgCl, + 900 ul MiliQ

3.2.1.4 Meritve luminiscence

V gojis¢e LB z dodanim ampicilinom (100 pg/ml) je bila nacepljena 1 kolonija E. coli
IND, v gojis¢e LB z dodanim Tc (10 pug/ml) pa 1 kolonija E. coli CON. Prekono¢ni
kulturi sta bili precepljeni v sveze LB gojis¢e z dodanim ustreznim antibiotikom in bili
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nagojeni do eksponentne faze rasti (ODggo bil med 0,45 in 0,55). V bele mikrotiterske
plosée (Corning, Costar 3693, ZDA) je bilo napipetiranega po 100 ul posameznega Hg
standarda in po 100 pl posameznega vzorca. Predhodno so bile pripravljene redcitve
vzorcev. Nato je bilo v vse jamice (standardi + vzorci) napipetirano se 100 ul
senzorskih celic. Plos¢a z vzorci je bila inkubirana 1 h pri 37 °C in 500 rpm (Vortex 3,
Ika, Nemcija), nato pa je bila izmerjena luminiscenca (Viktor X Multilabel Plate
Readers, PerkinElmer, ZDA). Po enakem postopku so bile izvedene $¢ meritve s
konstitutivnimi celicami.

3.2.1.4.1 Obdelava rezultatov meritev biolosko dostopnega Hg

Iz rezultatov luminiscence E. coli IND izpostavljenih HgCl, standardom je bila narisana
standardna krivulja, CPS luminiscence v odvisnosti od koncentracije standardov. Nato
so bile iz standardnih krivulj izracunane koncentracije HgCl, za posamezne vzorce.
Koncentracije HgCl, so ekvivalent koncentracijam biolosko dostopnega Hg (BDHg).
Rezultati E. coli CON pa so bili uporabljeni za dolo¢itev redCitve vzorca, pri kateri je
rezultat luminiscence na senzorskih celicah najbolj verodostojen, in sicer glede na
spodnjo mejo detekcije in glede na mozno prisotnost inhibitorjev (zaradi previsokih Hg
koncentracij, toksi¢nih substanc ali virusov).

3.2.1.5 Kemijske meritve celokupnega Zivega srebra

V vzorcih, na katerih je bil izmerjen BDHg z bioluminiscentnimi celicami, je bilo
izmerjeno tudi celokupno Zivo srebro z atomsko absorpcijsko spektrometrijo hladnih
par (CVAAS). Meritve so bile narejene na InStitutu za varovanje zdravja v Ljubljani.

Priprava vzorca: 1 ml vzorca (supernatant 12 h inkubiran v sedimentu) je bil redéen do
50 ml in vzorec nato zakisan s 50 pl Suprapur 30 % HCI.

3.2.2  Vpliv metabolno razli¢nih mikroorganizmov na povecanje biolosko
dostopne frakcije Hg v sedimentih

3.2.2.1 Vzorcenje sedimenta iz reke Idrijce v Idriji

V reki Idrijci so bili v mesecu juliju vzorceni sedimenti v Idriji pri Kolektorju (vzor¢no
mesto P1d) (Slika 9). Sediment je bil na 4 mikrolokacijah z obzgano zlicko nabran v
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sterilne plastenke. Med izvajanjem poskusov je bil sediment shranjen v hladilniku pri 4
°C.

3.2.2.2

Izbor bakterij in njihovih rastnih pogojev

Preglednica 3: Seznam uporabljenih sevov in gojis¢

Table 3: A list of the strains and media used

Ime bakterijskega seva

Posebnost v metabolizmu,
kot motivacija za
eksperimentalno delo

Rastni pogoji

Bacillus subtilis
NCIB 3610

Redukcija nitrata v nitrit,
amilaza, hialuronska Kislina,
siderofori (kateholi)

hranilno gojisce z
dodatkom MNSOy;
30°C

Bacillus atrophaeus
DSM 2277

Endospore, siderofori

hranilno gojisce z
dodatkom MNSQO,; 30°C

Pseudomonas fluorescens
CHAO

Fluorescentni difuzni
pigment, siderofori, cianid,
oksalat, piruvat, citrat,
glukonat

Hranilno gojis¢e; 28°C

Pseudomonas stutzeri
Nico Boon

Denitrifikacija, uporaba
tiosulfata za energijo, sinteza
H,SO, oksalat, piruvat,
citrat, glukonat

Hranilno gojisce; 30°C

Escherichia coli

Enterobakterija, acetat

Luria broth; 37°C

BL21
Janthinobacterium lividum | Tvorba pigmenta violaceina; Hranilno gojis¢e; 25°C
DSM 1522 quorum sensing, oksalat,

piruvat

Nitrobacter vulgaris
DSM 10236

Oksidacija nitrita v nitrat

Heterotrofno gojisce za
Nitrobacter (DSM 765);
28°C

Lactobacillus acidofilus

Fermentacija mlecne kisline,

Mikroaerofilni anaerob;

DSM 20079 laktat, acetat MRS gojisce (DSMZ 11);
37°C
Azotobacter vinelandii Fiksacija dusika; siderofori, Gojis¢e za Azotobacter
DSM 85 dihidroksibenzoi¢na kislina (DSM 3); 30°C
Rhizobium pisi Fiksacija dusika Gojisce za Rhizobium
DSM 30132 (DSM 98); 26°C
Brevundimonas diminuta Ne fermentatira ogljikovih Hranilno gojis¢e OXOID
DSM 7234 hidratov, nima hemolize CM3 z dodanim fosfatom

(DSM 605a); 28°C

Shewanella oneidensis
LMG 19005

Redukcija Zeleza

Triptik sojino gojisce;
28°C
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Priprava gojisc:

Hranilno gojis¢e (NB) za gojenje bakterijskih sevov: Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas stutzeri, Bacillus subtilisa, Bacillus atrophaeusa in Janthinobacterium
lividum:

pepton 5¢

mesni ekstrakt 30
Sestavini sta bili raztopljeni v 1 | vode, pH uravnan na 7 in gojis¢e avtoklavirano pri
121 °C, 15 min.

Pri gojenju sevov Bacillusa je bilo dodano se 10 mg MnSO4x H,0.

Heterotrofno goji$ce za Nitrobacter vulgaris:

kvasni ekstrakt 159
pepton 159
Na-piruvat 0,559
NaNO, 24
raztopina elementov v sledovin™® 1 ml
zalozna raztopina 100 ml

Priprava raztopine elementov v sledovih™:

MnSO,4 x H,O 33,8 mg
H3;BO3 49,4 mg
ZnSO4 x 7 H,0 43,1 mg
(NH4)5M07024 37,1 mg
FeSO4 x 7 H,O 97,3 mg
CuSO4 x 5 H,O 25 mg

Sestavine so bile raztopljene v 1 | destilirane vode.

Priprava zaloZne raztopine*z:

CaCOs 0,07 ¢
NaCl 50
MgSO,4 x 7 H,0 059
KH,PO, 159

Sestavine so bile raztopljene v 1 | destilirane vode.

Gojisce, s pH uravnanim na 7,4 z NaOH je bilo avtoklavirano pri 121 °C, 15 min.
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Gojisce za Rhizobium pisi:

kvasni ekstrakt 1g
manitol 109
ekstrakt prsti™* 200 ml
destilirana voda 800 ml

Priprava ekstrakta prsti :

prst (vrtna zemlja) 80¢
Na2C03 012 g
destilirana voda 200 ml

Suspenzija prsti je bila avtoklavirana 1 h pri 121 °C, po tem, ko se je prst posedla je bil
teko¢i del $e dodatno centrifugiran na 9.000 rpm, 10 min, pri ¢emer je nastal bister
ekstrakt prsti. Ekstraktu je bil nato pH uravnan na 7,2.

Gojisce za Rhizobium, s pH uravnanim na 7, je bilo avtoklavirano pri 121 °C, 15 min.

MRS goii$ce za Lactobacillus acidofilus (1 ):

pepton iz kazeina 10g
mesni ekstrakt 10g
kvasni ekstrakt 59
glukoza 20 ¢
Tween 80 19
K>,HPO, 2 g
Na-acetat 50
(NH,); citrat 290
MgSO,4 x 7 H,0 0,29
MnSO4 x H,0O 0,05¢

Gojisce, s pH uravnanim na 6,5 je bilo avtoklavirano pri 101 °C, 20 min.

Gojisce Luria — Bertani (LB) za Escherichio coli:
20 g gojis¢a LB (Sigma- L3522) je bilo raztopljenega v 1 | destilirane vode in
avtoklaviranega pri 121 °C, 15 min.
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Hranilno goji$¢e (OXOID CM3) z dodanim fosfatom za Brevundimonas diminuta:

mesni ekstrakt 1g
kvasni ekstrakt 29
pepton 5¢
NaCl 59
KH,PO,4 0,45¢g
Na;HPO,4 x 12 H,0 2,399

Sestavine so bile raztopljene v 1 | destilirane vode, pH uravnan na 6,8 ter avtoklavirane
pri 121 °C, 15 min.

Triptik sojino gojisée (TSB) za Schewanello oneidensis:

kaziton 159
sojiton 590
NaCl 590

Sestavine so bile raztopljene v 1 | destilirane vode, pH uravnan na 7,3, avtoklaviranje pa
izvedeno pri 121 °C, 15 min.

Gojisce za Azotobacter vinelandii:

glukoza 590
manitol 59
CaCl, x 2 H,0 01g
MgSO,4 x 7 H,0 0,19
Na;MoO,4 x 2 H,0O 5mg
K2HPO,4 099
KH,PO, 0,19
FeSO4 x 7 H,0O 0,01¢g
CaCO3 50

V 50 ml destilirane vode sta bila raztopljena glukoza in manitol, ki sta bila lo¢eno
sterilizirana pri 100 °C, 20 min. Preostale sestavine so bile raztopljene v 950 ml
destilirane vode in avtoklavirane pri 121 °C, 15 min.

3.2.2.3 Izpostavitev celi¢nih kultur, izvenceli¢nih produktov in Cistega gojisca
sedimentu

Sediment iz reke Idrijce je bil presejan preko mreZe z velikostjo por I mm?®. Sediment,
nabran na 4 mikrolokacijah, je bil zdruzen v en skupen vzorec. V steklene posode
prostornine 0,5 | je bilo natehtanega 50 g homogenega sedimenta, ki mu je bilo dodano:

41



Kova¢ Virsek M. Selekcijski pritisk biolosko nedostopnega Zivega srebra na ohranjanje mer operona v mikrobnih zdruzbah.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

1) 50 ml gojisc¢a + 50 ml prekonocne bakterijske kulture, ali 2) 100 ml centrifugirane in
prefiltrirane prekono¢ne kulture, ali 3) 100 ml svezega gojis¢a. Med inkubacijo so bili
ob 4 razli¢nih casih odvzeti vzorci za meritve BDHg (1 h, 3 h, 6 h, 24 h). Ob
posameznem vzoréenju je bilo odvzeto 3 ml tekoc¢ega vzorca (2 X 1,5 ml). Vzorci so
bili centrifugirani pri 16.000 rpm in sobni temperaturi, supernatant pa je bil prestavljen
Vv nove epice in zamrznjen pri -20 °C do meritev BDHg.

3.2.3 Vpliv izvenceli¢nih produktov in direktnega kontakta celic na povecanje
biolosko dostopne frakcije Hg v sedimentu

Pri poskusu smo preverjali vpliv direktnega kontakta celic s sedimentom in vpliv
izvenceli¢nih produktov na povecanje bioloske dostopnosti Zivega srebra iz sedimenta.

3.2.3.1 Izbor sedimenta in bakterijskih sevov

Pri poskusu je bil uporabljen sediment iz Idrijce, nabran v Idriji pri Kolektorju (vzoréno
mesto P1d) (Slika 9).

Pri poskusu so bili uporabljeni spodaj nasteti bakterijski sevi:

Escherichia coli BL21, Pseudomonas fluorescens CHAO, Pseudomonas stutzeri Nico
Boon, Bacillus subtilis NCIB 3610, Bacillus atrophaecus DSM 2277 in
Janthinobacterium lividum DSM 1522. Za rast sevov sta bili uporabljeni hranilno
gojisce in Luria gojisce.

3.2.3.2 Vpliv izvenceli¢nih produktov na sediment

15 ml supernatanta bakterijske kulture, ustavljene v eksponentni fazi rasti, je bilo
inkubiranega s 6 g sedimenta. \VVzorci so bili stresani na stresalniku pri 500 rpm in 25
°C. Inkubacija je potekala 1 h in 3 h. Za posamezen vzorec so bile pripravljene 3
bioloske paralelke za vsak inkubacijski ¢as. Po kon¢ani inkubaciji sta bila iz tekoce faze
odpipetirana 2 ml vzorca v epico, centrifugirana pri 10.000 rpm, 5 min in sobni T,
supernatant odpipetiran v novo epico in vzorec shranjen pri -20 °C do meritev BDHg.
13 ml preostalega tekocCega vzorca je bilo prelitega v centrifugirko, centrifugiranega pri
9.000 rpm, 5 min in sobni T. Supernatant je bil prelit v stekleni¢ko in vzorec shranjen
pri -20 °C do meritev THg.
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3.2.3.3 Vpliv direktnega kontakta celic na sediment

Prekonoc¢na kultura izbranega seva je bila redcena s svezim gojis¢em (ODggo 0,1 do
0,15) in inkubirana do ODgy med 0,7 in 0,8 v 4 erlenmajericah po 50 ml. Kulture iz
vseh $tirih erlenmajeric so bile zdruzene, izmerjena je bila opti¢na gostota pri 600 nm
(USB2000, OceanOptics, ZDA). Kultura je bila centrifugirana pri 9.000 rpm, 5 min.
Supernatant je bil odlit v sterilno ¢aSo, usedlina celic pa resuspendirana v 10 ml 0,9 %
NaCl in centrifugiran pri 9.000 rpm, 5 min. Celice so bile nato 3x sprane z 0,9 % NaCl.
Po zadnjem spiranju je bila usedlina celic resuspendirana v 7 ml 0,9 % NaCl. Po 1 ml
resuspendiranih celic je bilo napipetiranih v epice, centrifugiranih pri 10.000 rpm, 5
min, supernatant pa zavrzen. K celicam je bilo dodano 250 + 5 mg sedimenta in 30 pl
MiliQ vode, s ¢imer je bila zagotovljena nasi¢enost sedimenta z vodo. Volumen 30 pl je
bil dolo¢en s predhodnim preliminarnim testom, kjer je bil z dodajanjem vode
sedimentu v kolonci dolo¢en volumen, potreben za nasi¢enost sedimenta z vodo. Celice
in sediment so bili premesani s sterilnim zobotrebcem in inkubirani dolo¢en ¢asovni
interval (1 hin 3 h).

Po inkubaciji je bilo v vzorec dodano 1 ml 0,9 % NaCl, epice 3x obrnjene ter
centrifugirane pri 2.000 rpm, 1 min. Supernatant je bil prenesen v sveze epice (za
meritve izvencelicnega BDHg in THQ) oz. v epice s steklenimi kroglicami (za meritve
znotrajcelicnega BDHg).

3.2.3.3.1 Meritve izvencelicnega BDHg

V vzorcih je bila izmerjena opti¢na gostota pri 600 nm valovne dolzine. Nato je bil
vzorec centrifugiran pri 10.000 rpm, 5 min in supernatant odpipetiran v sveze epice, ter
shranjen pri -20 °C do meritev BDHg. Usedlina celic je bila uporabljena za meritve
THg v celicah.

3.2.3.3.2 Meritve znotrajcelicnega BDHg

Mikrocentrifugirke z vzorcem in steklenimi kroglicami so bile stresane na stresalniku
Mill Mix 20 (Tehtnica, Slovenija) pri 30 Hz, 5-15 min, odvisno od vrste bakterije. Po
stresanju je bil vzorec centrifugiran pri 10.000 g, 5 min, supernatant odpipetiran, ter
shranjen pri -20 °C do meritev BDHg.
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Dolzina razbijanja celic je bila doloc¢ena s preliminarnim testom, Kjer so bile celice
stresane na 30 Hz in vsakih 5 min izmerjena koncentracija proteinov s kitom Protein
quantification kit — Rapid (Fluka, 51254) po protokolu »Standard assay for microplate
reader«. Po cCasu, ko koncentracija proteinov ni ve¢ narascala, je bilo stresanje
prekinjeno.

Preglednica 4: Casovni intervali razbijanja celic za posamezne bakterijske seve

Table 4: Time intervals for cell breaking of the specific bacterial strains

Bakterijski sev Casovni interval stresanja
Escherichia coli BL21 5 min
Pseudomonas fluorescens CHAO 5 min
Pseudomonas stutzeri Nico Boon 5 min
Bacillus subtilis NCIB 3610 10 min
Bacillus atrophaeus DSM 2277 5 min
Janthinobacterium lividum DSM 1522 15 min

3.2.3.3.3 Meritve koncentracije proteinov

Koncentracija proteinov je bila izmerjena s kitom Protein quantification kit — Rapid
(Fluka) po protokolu »Standard assay for microplate reader«. Absorpcija je bila
izmerjena pri valovni dolzini 590 nm. Valovna dolzina je bila dolo¢ena z meritvijo
spektra absorpcije. 1z rezultatov je bila doloc¢ena valovna dolzina, pri Kateri je bila
absorpcija najvisja. Za meritev absorpcije je bila uporabljena naprava SynergyH4
(BioTek, ZDA).

3.2.3.4 Meritve THg v vzorcih supernatantov in v usedlini celic

THq v supernatantih:

Vzorec gojisca s celicami iz sedimenta je bil centrifugiran pri 10.000 rpm, 5 min, sobna
T ter bil zakisan z raztopino K,Cr,O7 v razmerju 1:100. Raztopina K,Cr,O7 je bila
pripravljena tako, da je bilo v 50 ml koncentrirane HNOj3 raztopljeno 0,5 g K,Cr,0y in
dodano $e 50 ml MiliQ vode. Zakisanim vzorcem so na Institutu za zdravstveno varstvo
Maribor z metodo atomske fluorescentne spektrometrije izmerili koncentracije THg.
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THq v celicah:

Vzorec gojis¢a s celicami vzet iz sedimenta je bil centrifugiran. Supernatant je bil
zavrzen, usedlina celic pa zdruzena z usedlino, ki je ostala pri vzorcih za meritve
izvenceliénega BDHg. V usedlini celic so z metodo atomske absorpcijske spektromerije
izmerili THg na InStitutu za zdravstveno varstvo Maribor.

3.2.3.5 Rastne krivulje

Za bakterijske seve E. coli BL21, P. fluorescens CHAO, P. stutzeri Nico Boon in J.
lividum DSM 1522 so bile, za potrebe normalizacije rezultatov BDHg in THg, narejene
rastne krivulje. Bakterije so bile nacepljene v ustrezno gojis¢e in pri 6 razli¢nih
vrednostih opti¢ne gostote izmerjene pri 600 nm (ODgy) valovne dolZine, celice pa
prestete pod mikroskopom s pomocjo Petroff-Hauser komore. Nato so bili narisani grafi
odvisnosti ODggg od $tevila celic.

3.3 VPLIV CIANID IN SIDEROFOR PRODUCIRAJOCIH BAKTERIJ NA
BIOLOSKE TRANSFORMACIJE CINABARITA IN ELEMENTARNEGA
ZIVEGA SREBRA

3.3.1 Izolacija siderofor in cianid producirajocih bakterij iz sedimentov reke
Idrijce

3.3.1.1 Vzorcenje sedimenta na Stirih lokacijah po reki Idrijci

Vzdolz reke Idrijce je bil na 4 razli¢nih lokacijah vzor¢en sediment. Vzoréna mesta so
bila: Bela (tik nad zapornico, ki je nameSc¢ena nad pritokom JezerSCice iz Divjega
jezera), Idrija — Kolektor (pri Kolektorju), Idrija — dimnik (potocek, ki te¢e po vznozju
hriba na katerem stoji rudnis$ki dimnik) in Spodnja Idrija (v naselju, pri mostu ez
Idrijco). Na vsaki lokaciji je bil nabran sediment s sterilno zlicko na treh razlicnih
mikrolokacijah v sterilne centrifugirke.

Po prihodu v laboratorij so bili vzorci zdruzeni v 3 centrifugirke. 1z posamezne
centrifugirke je bilo vzeto 20 g sedimenta. Skupno 60 g sedimenta je bilo dodano 30 ml
vode. Tako pripravljeni vzorci so bili stresani v 100 ml plastenkah na 3D rotacijskem
stresalniku preko noc¢i na sobni temperaturi.
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Po inkubaciji s stresanjem sta bila iz posameznega vzorca odpipetirana 2 ml vzorca v
epico. Iz vzorca so bile pripravljene redgitve od 10™ do 10°®. Redgitve vzorcev od 107
do 107 so bile nacepljene na gojitvene plos¢e: hranilni agar (HA), 10x red&en hranilni
agar (HA/10), hranilni agar z dodanim Hg (8,4 pg/ml) (HAHg), KingB plosce in KingB
z dodanim Hg (8,4 pg/ml) (KingBHg). Plosc¢e so bile inkubirane na 26 °C, 2 dni.

Kolonije, ki so se med seboj razlikovale po barvi, obliki ali velikosti so bile precepljene
na nove plos¢e. Vse na novo zrastle precepljene kolonije so bile testirane za produkcijo

cianida in sideroforov. Narejen je bil popis izoliranih kolonij, ki so bile razporejene
glede na jakost produkcije cianida in sideroforov.

3.3.1.1.1 Priprava gojitvenih plos¢

Hranilni agar:
Uporabljen je bil predpripravljen Nutrient agar No.1 (Sigma-Aldrich)

KingB ploscée (1 1):

Pepton 2049
MgSO,4 x 7 H,0 159
K2HPO, 159
Agar 15¢

Goijisca z dodanim zivim srebrom:

cev v

kon¢ni koncentraciji 8 pg/ml.

3.3.1.1.2 Testiranje sevov na produkcijo sideroforov

Priprava Chromazurol S (CAS) agarnih plos¢ (Schwyn in Neilands, 1987), sestavljenih
iz raztopine z barvilom in raztopine Pipes-a:

- Raztopina z barvilom (sestavljena iz Chromazurol S raztopine in HDTMA
raztopine):
Chromazurol S raztopina: 60,5 mg Chromazurol S je bilo raztopljenega v 50
ml destilirane vode ter mu dodano 10 ml Zelezo (III) raztopine. Zelezo (III)
raztopina je bila pripravljena tako, da je bilo v 10 ml destilirane vode
raztopljeno 2,7 mg FeCl; x 6 H,O in dodano 8,29 ul 37 % HCI.
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HDTMA raztopina: V drugi ¢asi je bila pripravljena HDTMA raztopina tako,
da je bilo 72,9 mg HDTMA raztopljenega v 40 ml vode.

Nato je bila med stalnim meSanjem Chromazurol S raztopina pocasi prelita v HDTMA
raztopino, da ni prislo do penjenja. Raztopina je bila avtoklavirana pri 121 °C, 15 min.

- Raztopina Pipes-a
V 750 ml destilirane vode je bilo dodano 30,24 g Pipesa, 15 g agarja in 12 g 50 %
raztopine NaOH. Raztopina je bila avtoklavirana pri 121 °C, 15 min.

Po avtoklaviranju raztopine z barvilom in raztopine Pipesa je bila raztopina z barvilom
prelita v raztopino Pipesa, tako da se ni tvorila pena. Gojisc¢e je bilo prelito v petrijevke.

Ko se je gojis¢e strdilo, je bila polovica gojis¢a odrezana s sterilnim skalpelom in
prestavljena v novo petrijevko. Tako so bile dobljene petrijevke do polovice napolnjene
s CAS agarjem. V drugo polovico petrijevke pa je bilo prilito eno izmed gojis¢, ki je
bilo uporabljeno pri izolaciji bakterijskih sevov iz sedimentov (NA, NAHg, KingB,
KBHg, NA/10) (Slika 13).

Slika 13: Prikaz izdelane gojitvene plo$ce za preverjanje bakterijskih sevov za sintezo sideroforov

Figure 13: Demonstration of a produced culture plate for the analysis of bacterial strains for the
synthesis of siderophores

3.3.1.1.3 Testiranje sevov za produkcijo cianida

S HCN hemoglobinskim testom je bilo preverjeno, kateri izolati iz sedimenta so
sposobni sintetizirati cianid. Test je povzet po ¢lanku von Rohr in sod. (2009).
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Predpriprava bakterijskih kultur

Bakterijske kulture so bile nacepljene iz trdnega gojisc¢a v 750 ul tekocega LB gojiséa z
glicinom. Gojis¢a so bila inkubirana preko noci. Zjutraj je bilo po 200 ul kulture
napipetirano na mikrotitersko ploito za meritev opti¢ne gostote (CellGrade™ 781960,
BRAND, Nemcija). Preostala kultura je bila centrifugirana pri 14.000 rpm, 5 min in
sobni T. Supernatant je bil uporabljen za meritev koncentracije HCN.

Izvedba hemoglobinskega testa
- Priprava reagenta:
Pripravljen je bil 4 mM NaNO, in 0,1 M PBS pufer. Nato je bilo zatehtano 17
mg hemoglobina (iz goveje krvi, H2500, Sigma-Aldrich), ki je bil raztopljen v
2,5 ml raztopine NaNO; in 2,5 ml PBS pufra.

- Priprava standardov:
Pripravljena je bila 50 mM KCN zalozna raztopina. Nato je bila iz zaloZzne
raztopine pripravljena koncentracijska vrsta standardov (0, 5, 10, 15, 20, 25

uM).

- Meritev:

Na mikrotitersko plos¢o za merjenje absorpcije, je bilo v jamice za standarde
napipetirano 190 pl posameznega standarda in 10 pl reagenta, v jamice za
vzorce pa 140 ul vode, 50 pul vzorca in 10 pl reagenta. Poleg vzorcev je bila v
meritev vkljuéena tudi negativna kontrola vzorca, kjer je bilo 50 pl vzorca
zamenjanega s 50 pl svezega gojisca ter negativno kontrolo reagenta, kjer sta
bila v jamice napipetirana le gojisce in voda brez reagenta. Tako pripravljena
mikrotiter plos¢a je bila inkubirana 30 min v digestoriju, nato pa pri 425 nm
izmerjena absorpcija z napravo SynergyH4 (BioTek, ZDA).

- Analiza rezultatov:
Iz rezultatov absorpcije standardov je bila narisana standardna krivulja
absorpcije v odvisnosti od koncentracije HCN. Za vzorce je bila iz standardne
krivulje izracunana koncentracija cianida.

3.3.1.2 lzbor sevov

Iz seznama izoliranih bakterijskih sevov so bile izbrane 3 razliéne skupine Hg
rezistentnih sevov: HCN+S-, HCN-S+ in HCN-S-. Sevi HCN+ sintetizirajo cianid,
HCN- ne sintetizirajo cianida, S+ sintetizirajo siderofore in S- ne sintetizirajo

48



Kova¢ Virsek M. Selekcijski pritisk biolosko nedostopnega Zivega srebra na ohranjanje mer operona v mikrobnih zdruzbah.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

sideroforov. Znotraj vsake skupine so bili izbrani po 4 predstavniki iz katerih je bila
izolirana DNA, vzorci pa poslani na sekvenciranje (Macrogen, Nizozemska).

3.3.1.2.1 Izolacija DNA iz Cistih kultur

Po 100 pl sterilne 5 % Chelex raztopine je bilo napipetirano v PCR epice. V raztopino
je bila dodana 1 kolonija izbranega seva. Nato so bile epice inkubirane na 100 °C, 15
min. Po inkubaciji so bile epice centrifugirane 10 min pri 3000 rpm. 70 ul tekoce faze je
bilo odpipetirano v sveze epice.

3.3.1.2.2 PCRizolirane DNA

PCR mesanica je bila sestavljena iz (1 vzorec):

- 10x Pufer (Life Technologies Corporation) 2,5 ul

- MgCl, 1,5 ul

- dNTP 0,5 ul

- oligonukleotidni zacetnik 27F (Jena Bioscience) 0,5 ul

- oligonukleotidni zacetnik 1495R (Jena Bioscience) 0,5 ul

- Taq polimeraza (Life Technologies Corporation) 0,15 ul
- MiliQ voda 18,35 ul
- Vzorec 1wl

Program pomnozevanja je bil sledec:

- 95°C 3 min
- 35ciklov:
95 °C 45s
54 °C 45s
72 °C 2 min
- 72°C 10 min

3.3.1.2.3 Preverjanje uspesnosti PCR

Uspesnost pomnozevanja genov je bila preverjena z agarozno gelsko elektroforezo, z 1
% agaroznim gelom, pripravljenim z 0,5x TBE pufrom (45 mM Tris baza, 45 mM
borova kislina, 1 mM EDTA pH 8). Za vsak PCR produkt je bila pripravljena mesanica:
1,5 ul Loading Dye (#L0611, Thermo Scientific), 2 pl 2x Sybr Green I-a (Fluka,
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BioChemika) in 4 ul PCR produkta. Elektroforeza je potekala na 100 V za 25 min, v
0,5x TBE pufru. Nato je bil gel pregledan pod UV transiluminatorjem (BioRad, ZDA).

3.3.1.2.4 Analiza rezultatov sekvenciranja

Dobljene sekvence so bile vnesene v RDPII bazo podatkov in bile primerjane s 16S
rRNA zaporedji iz baze podatkov. Dolocen je bil rod posameznih sevov.

3.3.2 Posreden kontakt cianid in siderofor producirajo¢ih bakterij s HgS in HgO

3.3.2.1 Izbor sevov in gojis¢

Preglednica 5: Izbor sevov in njihovih gojis¢ za testiranje vpliva siderofor in cianid producirajocih
bakterij na povecanje bioloSke dostopnosti Hg s posrednim kontaktom

Table 5: The selection of strains and their media for testing the impact of siderophore and cyanide
producing bacteria on an increase of the Hg bioavailability through an indirect contact

Rod in fenotip seva Gojisce
Pseudomonas, HJR+HCN+S- KingB modificirano gojisce
Arthrobacter, HQR+HCN-S+ Glukozno minimalno gojisce
Exiguobacterium, HgR+HCN-S- Hranilno gojisce (glej poglavje 3.2.2.2.1)

3.3.2.1.1 Priprava gojis¢

KingB modificirano gojisce:

Pepton 2049
MgSO,4 x 7 H,0 15¢g
KH,PO, 15¢g

Sestavine so bile raztopljene v 1 1 destilirane vode in gojis¢e avtoklavirano pri 121 °C,
15 min.

Glukozno minimalno gojis¢e (GMM) (1 I):

Glukoza 50
Na,HPO,4 x 2 H,0 7649
KH,PO, 3 g
NH,CI 19
MgSO,4 x 7 H,0 0,24 ¢
CaCl, 0,01g
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3.3.2.2 Izpostavitev izbranih bakterijskih sevov Hg® in HgS

Pred izvajanjem poskusa je bila vsa steklovina namocena vsaj 3 dni v 0,1 M HCI in
pomita s Citranox detergentom (Alconox, Sigma), s ¢imer SO bile odstranjene kovine v
sledovih.

Poskus je bil izveden za vsak sev posebej. Stacionarna kultura izbranega seva je bila
nacepljena v 9 erlenmajeric:

- 3 x gojis€e s sterilno dializno vrecko z 1 ml Hg®

- 3 x gojisce s sterilno dializno vrecko z 1 ml HgS raztopine 0,4 g/ml

- 3 x gojis¢e brez dodanega HgS ali Hg”

Predhodno pripravljene dializne vrecke so bile sterilizirane v ¢asi z vodo z
avtoklaviranjem pri 100 °C za 20 min. Tik pred izvedbo poskusov so bile dializne
vrecke s sterilno kapalko napolnjene z 1 ml Hg° oz. 1 ml HgS s koncentracijo 0,4 g/ml.
Napolnjene dializne vrecke so bile e na drugem koncu zaprte S sponko in nameséene v
erlenmajerico, v kateri je bilo 50 ml gojisca.

Vzorci so bili inkubirani na stresalniku v digestoriju na 150 rpm in sobni temperaturi
(26-30 °C). Po 2 h, 4,5 h, 7 h in 23 h je bilo iz erlenmajeric vzetega 1 ml vzorca za
meritev ODggo in 3 ml vzorca za meritve BDHg. Vzorci za meritve BDHg so bili
centrifugirani pri 10.000 rpm, 5 min, sobna T. Supernatant je bil odpipetiran v sveze
epice in bil shranjen pri -20 °C za meritve BDHg, koncentracije cianida in koncentracije
sideroforov. Usedlina celic je bila prav tako shranjena pri -20 °C za izolacijo RNA.

3.3.2.2.1 Meritve BDHg

V gojis¢e LB z dodanim ampicilinom (100 pg/ml) je bila nacepljena 1 kolonija E. coli
IND, v gojis¢e LB z dodanim tetraciklinom (10 pg/ml) pa 1 kolonija E. coli CON.
Prekono¢ni kulturi sta bili precepljeni v sveze LB gojis¢e z dodanim ustreznim
antibiotikom in bili nagojeni do eksponentne faze rasti (ODgyo med 0,45 in 0,55). V
mikrotiterske plos¢e (Corning, Costar 3693, ZDA) je bilo napipetirano po 75 pl
posameznega Hg standarda in po 75 pl posameznega vzorca. Za vzorce so bile
predhodno pripravljene redc¢itve. Nato je bilo v vse jamice (standardi in vzorci)
napipetirano se 75 ul celic (E. Coli IND/ E. Coli CON). Plos¢e z vzorci so bile
inkubirane 1 h na 37 °C in 1.000 rpm (BioSchake, QInstruments, Nemcija), nato pa
izmerjena luminiscenca (SynergyH4, BioTek, ZDA). Iz vrednosti luminiscence E. coli
IND pri standardih je bila narisana standardna krivulja CPS v odvisnosti od
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koncentracije HgCl, z uposStevanjem 4 parametri¢nega sistema. Iz izrisane funkcije je
bila preraGunana koncentracija Hg v vzorcih. Vsak vzorec je bil izmerjen 3x pri
razli¢nih red¢itvah (med 10x in 1000Xx). Med bioloskimi paralelkami posameznega
vzorca so bili izracunani standardni odkloni. Rezultati luminiscence E. coli CON so bili
uporabljeni za preverjanje morebitnih inhibicij.

3.3.2.2.2 Meritve koncentracije sideroforov

Koncentracije sideroforov so bile izmerjene s SideroTec Assay kitom (Accuplex
Diagnostics Ltd., Irska).

3.3.2.2.3 lzolacija RNA

Modificirana metoda po Chomczynski in Sacchi (2006). Vsi reagenti so bili pripravljeni
z deionizirano vodo, obdelano z dietil pirokarbonatom (DEPC voda). Ves uporabljen
potro$ni material je bil certificiran kot RNAze-free. Vse delovne povrsine so bile pred
zacetkom temeljito oCiSCene z etanolom in RNAze ZAP raztopino (Ambion, Life
Technologies Corporation).

Priprava DEPC vode:
V 100 ml deionizirane vode je bilo dodano 0,2 ml DEPC, dobro premesano, stalo 15
min. Nato je bil DEPC inaktiviran z avtoklaviranjem pri 121 °C, 15 min.

Priprava denaturacijske raztopine:

Denaturacijska raztopina je vsebovala 4 M gvanidinijev izotiocianat, 25 mM natrijev
citrat s pH 7 in 0,5 % (w/v) N-laurilsarkozin. Raztopina je bila pripravljena v steklovini,
predhodno tretirani z DEPC in avtoklavirani. Raztopina je bila sterilizirana s filtracijo
skozi injekcijski filter s porami velikosti 0,22 um (Milipore, ZDA). Tik pred uporabo je
bil raztopini dodan se 0,7 % (v/v) 2-merkaptoetanol.

Priprava 2M natrijevega acetata:

16 g natrijevega acetata (brezvodnega) je bilo raztopljenega v 40 ml DEPC vode in 35
ml glacialne ocetne kisline. pH je bil z ocetno kislino uravnan na 4. Nato je bil z DEPC
vodo volumen dopolnjen do 100 ml.

Postopek izolacije RNA:
V usedlino celic, ki je bila shranjena po gojitvenem poskusu pri -20 °C je bilo
napipetirano 500 pl denaturacijske raztopine. Vzorec celic resuspendiraninh v
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denaturacijski raztopini je bil prestavljen v epice s steklenimi kroglicami. Suspenzija je
bila stresana 2 min v stresalniku Mill Mix 20 (Tehtnica, Slovenija) na 30 Hz. Po
stresanju je bilo dodano 50 ul 2 M natrijevega acetata (pH 4), dobro premesano na
vorteksu, dodano $e 500 pl hladnega fenol/ kloroform/ izoamilalkohola (25:24:1, pH 4—
5, Roth, Nem¢ija) in ponovno premeSano na vorteksu. Mesanica je bila spet stresana 2
min pri 30 Hz, nato pa vzorci hlajeni na ledu 15 min. Po ohlajanju so bili vzorci
centrifugirani pri 16.000 rpm, 4 °C, 20 min, vodna faza pa prenesena v nove sterilne
epice. RNA je bila oborjena z dodatkom 500 pl izopropanola, vzorci inkubirani najman;
1 hna -20 °C. Po inkubaciji so bili vzorci centrifugirani pri 16.000 rpm, 4 °C, 20 min in
supernatant odlit. Precipitacija RNA je bila ponovljena tako, da je bila najprej
raztopljena v 300 pl denaturacijske raztopine, dodano je bilo 300 pl izopropanola in
vzorci inkubirani 30 min pri -20 °C. Po inkubaciji so bili vzorci centrifugirani pri
16.000 rpm, 4 °C, 15 min in supernatant odlit. Oborina je bila sprana z dodatkom 1 ml
75 % etanola, vorteksirana in inkubirana 5-10 min na sobni T. Nato je bila
centrifugirana pri 16.000 rpm, 4 °C, 20 min, supernatant odpipetiran in oborina
posusena v koncentratorju (Concentrator plus, Eppendorf, Nemcija). Posusene oborine
so bile raztopljene v 40 ul DEPC vode ter vzorci shranjeni na -80 °C.

3.3.2.2.4 Meritev koncentracije RNA

Koncentracije RNA so bile izmerjene s Take3 protokolom na SynergyH4. V posamezen
razdelek sta bila napipetirana 2 pl vzorca in s SynergyH4 izmerjena absorpcija.

3.3.2.2.5 Odstranitev DNA iz vzorcev izolirane RNA

Uporabljeni so bili reagenti Fermentas DNAze | (#ENO0521, Fermentas, Life
Technologies Corporation) in priloZeni protokol nekoliko modificiran.

V 1 pg RNA vzorca je bilo dodano 0,5 pul RNAznega inhibitorja (20 U/ul; Life
Technologies Corporation), 1 pul 10x DNAznega pufra, 1,5 ul DNAze in DEPC vode do

10 pl. Vzorci so bili inkubirani 90 min na 37 °C. Nato je bila DNAzna aktivnost
ustavljena z dodatkom 1 ul 50 mM EDTA in inkubirana $e 10 min pri 65 °C.

3.3.2.2.6 Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija je bila narejena s High-capacity cDNA reverse transcription Kit
(kat. §t. 4374966, Life Technologies Corporation) po originalnih navodilih.
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V 10 ul vzorca tretiranega z DNAZzo je bilo dodano 2 ul 10x RT pufra, 0,8 pl 25x ANTP
Mix (100 mM), 2 ul 10x RT naklju¢nih primerjev, 1 pl encima Multiscribe™ reverzne
transkriptaze, 1 pl RNaznega inhibitorja in 3,2 ul vode. Vzorec je bil narahlo premesan
s pipeto in inkubiran v PCR bloku pod pogoji:

- 10 min 25 °C
- 120 min 37°C
- 5min 85 °C

3.3.2.2.7 Meritev koncentracije kopirane DNA

Koncentracija kopirane DNA (cDNA) je bila izmerjena z metodo DNAfluoroquant
(interni protokol IMZT).

V sterilno epico je bil pripravljen Mastermix (za 1 vzorec):
- sybr green I (5x koncentriran) 8 ul
- MiliQ 30 ul

Mastermix je bil pripravljen za vse vzorce in za dva standarda. Standarda sta bila vzeta
iz kita Quant-iT dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Life Technologies Corporation) v
koncentracijah 0 in 10 ng/ml DNA.

V jamice mikrotiterske plosce za merjenje fluorescence sta bila napipetirana po 2 ul
standardov in vzorcev ter dodano 38 ul mastermix-a. Vzorci so bili inkubirani 5 min na
sobni T, nato pa izmerjena fluorescenca na napravi SynergyH4. Eksitacija je bila pri
497 nm, emisija pa pri 520 nm. Iz vnesenih standardov je program iz linearne zveze
med koncentracijo DNA in fluorescenco, izracunal koncentracijo DNA v vzorcu.

3.3.2.2.8 gPCR meritev ekspresije merA gena

Vzorcem po reverzni transkripciji je bila z metodo qPCR dolo¢ena ekspresija gena
merA. Sestava qPCR meSanice:

- voda 6,6 ul
- oligonukleotidni zacetnik A5-nR (600nM) 1,2 ul
- oligonukleotidni zacetnik Als-nF (600 nM) 1,2 ul
- Maxim Sybr Green/ ROX qPCR Master mix (Thermo Scientific, ZDA) 10 ul
- vzorec/ standard pR831b 1wl

Program pomnoZevanja je opisan v poglavju 3.1.5.
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3.3.2.2.9 Priprava qPCR standarda

Izolacija plazmida za alkalno lizo (modificirano po Sambrook in Russell, 2001):
Predpriprava raztopin:

Raztopina |

glukoza 50 mM
Tris HCl pH 8 25 mM
EDTA 10 mM
Raztopina Il

NaOH 0,2 M
SDS 1%
Raztopina Ill

5 M Kkalijev acetat 60 ml
Ocetna kislina 11,5mi
Voda do 100 mi

Izolacijski postopek:

V LB gojis¢e z dodanim ampicilinom je bila nacepljena E. coli R831, kultura pa
inkubirana preko no¢i na 37 °C, 250 rpm. 1,4 ml prekonocne kulture je bilo
centrifugirane pri 14.000 rpm, sobni T, 6 min. Supernatant je bil odpipetiran in zavrzen,
usedlina celic pa resuspendirana v 100 ul ledeno hladne raztopine I, nato pa vzorci
inkubirani 5 min na sobni T. Po inkubaciji je bilo dodano 200 ul raztopine II in vzorcli
premeSani z rahlim obraCanjem v epicah. Za precipitacijo je bilo dodano 150 ul
raztopine 11, vorteksirano ter inkubirano 5 min na ledu. Po precipitaciji so bili vzorci
centrifugirani 7 min na 14.000 rpm in sobni T. Supernatant (400 pl) je bil prestavljen v
nove epice, dodan je bil 2x volumen 96 % etanola (800 pl) in vzorec precipitiran na
sobni T 5 min. Po precipitaciji so bili vzorci centrifugirani pri 14.000 rpm, 5 min, na
sobni T. Supernatnat je bil odlit in v oborino dodano 750 ul 70 % etanola. Sledilo je
centrifugiranje pri 14.000 rpm, 5 min, na sobni T. Supernatant je bil odpipetiran in ob
plinskem gorilniku oborina posusena. Posusena oborina je bila resuspendirana v 30 pl
MiliQ vode ter vzorec shranjen na -20 °C.

3.3.2.2.10 Obdelava rezultatov gPCR

Na vsako qPCR plosco je bila poleg vzorcev nanesena tudi red¢itvena vrsta standarda
pR831b. Uporabljene so bile redgitve med 107 do 10°. Standardu je bila predhodno
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izmerjena koncentracija z metodo DNAfluoroguant (opisana v poglavju 3.3.2.2.7). 1z Ct
(treshold cycle) vrednosti, ki so bile dobljene iz razliénih qPCR meritev so bile
izraGunane povpreéne vrednosti, iz katerih je bil narisan graf odvisnosti Ct-ja od
logaritemske vrednosti koncentracije standarda. Iz standardne krivulje so bile
izraGunane kopije gena v vzorcu. Nato je bilo iz kopij gena izra¢unano Stevilo molekul v
vzorcu. Rezultati so bili normalizirani na celokupno koncentracijo cDNA.
Koncentracije cDNA so bile izmerjene z metodo opisano v poglavju 3.3.2.2.7.

3.3.3 Neposreden kontakt cianid producirajo¢ih bakterij s HgS in Hg’

ey v

3.3.3.1 Izbor bakterijskih sevov in gojis¢:

Preglednica 6: Izbor sevov in njihovih goji$¢ za testiranje vpliva cianid producirajo¢ih bakterij na
povecanje bioloske dostopnosti Hg z neposrednim kontaktom

Table 6: The selection of strains and their media for testing the impact of the cyanide producing
bacteria on an increase of the Hg bioavailability by a direct contact

Rod in fenotip seva Gojisce
Pseudomonas, HQR+HCN+S- KingB modificirano gojisce
Pseudomonas, HJR-HCN+S- KingB modificirano gojisce
Exiguobacterium, HJR+HCN-S- Hranilno gojis¢e (glej poglavje 3.2.2.2.1)
NB9, HgR-HCN-S- Hranilno gojisée (glej poglavje 3.2.2.2.1)

3.3.3.2 Izpostavitev izbranih bakterijskih sevov Hg® in HgS

Stacionarna kultura izbranega seva je bila nacepljena v 9 erlenmajeric:

- 3 x gojis¢e z dodanim 1 ml Hg0

- 3 x gojisce z dodanim 0,2 g HgS

- 3 x gojisce brez dodanega HgS ali Hg0
Hg® je bil dodan v 20 ml gojid¢a tik pred priGetkom izvedbe poskusa. HgS pa je bil
predhodno natehtan v steklenicke, v katerih se je izvajal poskus, in bil skupaj s
steklenickami avtoklaviran. Po avtoklaviranju je bilo dodano 20 ml gojisca.

Vzorci so bili inkubirani na stresalniku v digestoriju na 150 rpm in sobni temperaturi
(22-25 °C). Po 1 h, 3 h, 6 h in 22 h je bilo iz erlenmajeric vzetega 1 ml vzorca za
nacepljanje na LB gojitvene plosce, za Stetje celic in 3 ml vzorca za meritve BDHg.
Vzorci za meritve BDHg so bili centrifugirani na 10.000 rpm, 5 min, sobna T.
Supernatant je bil odpipetiran v nove epice in shranjen na -20 °C za meritve BDHg (glej
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protokol v poglavju 3.3.2.2.1) in koncentracije HCN (glej protokol v poglavju
3.3.1.1.3).

3.3.3.2.1 Nacepljanje vzorcev na plosce

Iz vzorcev so bile pripravljene redcitvene vrste glede na predvideno Stevilo celic v
vzorcu. Nato so bile zadnje 4 red¢itve iz vrste kaplji¢no nacepljene na LB plosce, po 50
ul vzorca na kapljico. Pred nacepljanjem so bile plos¢e vsaj pol ure v stresalniku na 37
°C, da so bolje vpijale kapljice vzorcev. Ko so se kapljice posusile, so bile plosce
postavljene v inkubator na 26 °C, da so kolonije zrasle do mere, ko jih je bilo mogoce
presteti.

3.3.3.3 Vpliv koncentracije zivega srebra na sintezo cianida pri Hg nerezistentnem
bakterijskem sevu

Preko noc¢i je bil nagojen sev Pseudomonas, HgR-HCN+S-. Prekono¢na kultura je bila
prelita v centrifugirke in centrifugirana pri 9.000 rpm, 10 min. Supernatant je bil prelit v
sterilno ¢aSo, celice pa 3x sprane z 0,9 % NaCl. Po zadnjem spiranju so bile
resuspendirane v 25 ml 0,9 % NaCl. V jamice na mikrotiterski plos¢i je bilo
napipetirano po 5 ml gojis¢a KingB. Gojiscu je bila dodana ustrezna koli¢ina raztopine
HgCl, (konéne koncentracije so bile: 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10000 ug/l HgCl,). Kontrola
ni vsebovala Hg. Vsi vzorci so imeli tri bioloske paralelke. Po 2 h, 4 h in 6 h inkubacije
je bilo vzeto 500 pl vzorca za nacepitev vzorca na LB agarne plosce, za $tetje celic, ter
za meritve koncentracije cianida s HCN hemoglobinskim testom (glej protokol v
poglavju 3.3.1.1.3).
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV BIOLOSKO NEDOSTOPNIH OBLIK ZIVEGA SREBRA NA
POJAVLJANJE BAKTERIJ ODPORNIH NA ZIVO SREBRO V REKI IDRIJCI

4.1.1 Vpliv onesnaZenja z Zivim srebrom na sestavo bakterijskih zdruzb v
biofilmih

V reki Idrijei smo z analizami mikrobnih zdruzb v biofilmih Zeleli ugotoviti, kakSen
vpliv ima onesnazenje z Zivim srebrom na sestavo mikrobne zdruzbe. Za analizo
mikrobne zdruzbe v biofilmih smo se odlocili zaradi predpostavke, da so mikrobne
zdruzbe v biofilmih zaradi pritrjenosti na podlago in zaséite z zunanjim polisaharidnim
ovojem dalj ¢asa izpostavljene onesnazenju v primerjavi s planktonsko ziveéimi
mikroorganizmi v vodi.

TTGE profili 16S rRNA genov bakterijskih zdruzb se razlikujejo med posameznimi
vzorcenji (zima, zgodnje poletje, pozno poletje). Na razlicno sestavo bakterijskih zdruzb
kazejo seStevki razdalj posameznih vej, kjer majhen seStevek pomeni manjse razlike v
zgradbi bakterijskih zdruzb med vzorci in obratno. Dendrogam narisan iz zimskih
vzorcev ima zgos$cene veje in seStevek razdalj je majhen (0,69) (Slika 14 A). Pri
dendrogramu za zgodnje poletje je seStevek vej malo visji (1,06) (Slika 14 B), pri
zdruzbe med seboj zelo podobne in TTGE profili 16S rRNA so se zdruzili v le 2
skupini, medtem ko so se bakterijske zdruzbe pozno poleti med vzorénimi mesti dobro
razlikovale, kar se kaZe tudi v vi§ji vrednosti skupnega seStevka razdalj posameznih vej.

Sestava bakterijske zdruzbe na mestu onesnazenja (P1d) se je le v zimskem €asu jasno
lo¢ila od bakterijskih zdruzb preostalih vzorénih mest (Slika 14 A). Pri zgodnje poletnih
vzorcih je po sestavi zdruzbe najbolj izstopalo mesto P10 (Slika 14 B), pri pozno
poletnih pa kontrolno mesto (C) (Slika 14 C).

Med sestavo mikrobnih zdruzb (dolo¢ena s TTGE metodo) in koncentracijo THg ni

statisticno znaCilne korelacije v Katerikoli od sezonskih vzorcenj (Spearmanov
korelacijski koeficient 0.6 pri p > 0.5).

58



Kova¢ Virsek M. Selekcijski pritisk biolosko nedostopnega Zivega srebra na ohranjanje mer operona v mikrobnih zdruzbah.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

A
05 06 07 08 0.9 1
l | ] | ] |
C
P4
P11
— P10
P1d
B
05 06 07 08 09 1
C
P1d
—___ pg4
P10
C

0i5 0i6 0i7 0i8 0i9 1

C
P1d
_|: P10
P4
P11

Slika 14: Dendrogrami izracunani iz TTGE profilov 16S rRNA genov vzoréenih v zimskem (A),
zgodnje poletnem (B) in pozno poletnem (C) letnem ¢asu

Figure 14: Dendrograms calculated from the TTGE profiles of 16S rRNA genes sampled in the
winter (A), the early summer (B) and the late summer (C) season
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4.1.2 Spremljanje Stevila in vrstne sestave na Zivo srebro odpornih bakterij

Ker analiza bakterijske zdruzbe ni pokazala vpliva onesnazenja z zivim srebrom na
sestavo bakterijske zdruzbe, smo se osredotoCili na analizo Stevil¢nosti in diverzitete
HgR bakterij, temeljeco na klasi¢nih mikrobioloskih metodah. Analizo smo naredili na
vzorcih vode (planktonskih mikroorganizmih) in biofilma (pritrjenih mikroorganizmih).

A

35

30
£ 25
g 20 zgodnje poletje
=) ¥ pozno poletje
E 15 B zima
4

10

5
0 -
C P1d P4 P10 P11
vzoréno mesto
B

8

7 [
—~ 6 1
IS
% 5 zgodnje poletje
S 4 ¥ pozno poletje
T .
< 3 7 Hzima
=

2

11 T

0 T = T T T -_\

Cc P1d P4 P10 P11

vzoréno mesto

Slika 15: Delez HgR bakterij med sezonami pri vzorcih vode (A) in biofilmov (B)

Figure 15: Seasonal dependence of the HgR bacteria share in samples of water (A) and biofilms (B)
Delez HgR bakterij je bil glede na vse kulturabilne bakterije v vodnih vzorcih visji

(najvisji delez HgR 28,5 %) kot v vzorcih biofilmov (najvi§ji delez HgR 6,5 %). Na
kontrolnem vzorénem mestu (C) so bile v vseh letnih ¢asih HgR bakterije, tako
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planktonske kot zive¢e v biofilmih odsotne, ali z delezem nizjim od 1 %. Na nasprotni
strani se je delez HgQR bakterij na viru onesnazenja ali na vzor¢nih mestih po viru
onesnazenja povecal tudi na 29 % (na mestu P1d, vzorec vode, pozno poleti) (Slika
15A).

V poletnih vzorcih vode so bili izmerjeni najveéji delezi HgR sevov na mestu P1d,
¢emur je sledilo postopno zmanjsanje tega deleza po reki navzdol (Slika 15A). Rezultati
na mestu P1d niso statisticno znacilno razli¢ni od rezultatov na mestu P4 (p = 0,08 za
par P1d/P4 pozno poleti in zgodaj poleti). V zimskem ¢asu smo izmerili najvecji delez
HgR sevov na mestu vzoréenja P10, pri ¢emer rezultati na vzor¢nih mestih P1d, P4 in
P10 med seboj niso statisti¢no znacilno razli¢ni (p = 0,3 za para P1d/P4 in P4/P10, p =
0,1 za par P1d/P10). Kontrolno mesto (C) se z nizkim delezem HgR bakterij razlikuje
od onesnazenih obmoc¢ij v vseh letnih ¢asih (p < 0,05; zgodaj poleti in pozimi je bilo
Stevilo HgR enako nig).

Najvecji delez HgR sevov v biofilmih je bil izmerjen na mestu P4 zgodaj poleti in
pozimi ter na mestu P10 pozno poleti (Slika 15B). Zgodaj poleti se mesto P4 mo¢no
(32,5x) razlikuje od mesta P1d (p < 0,05), medtem ko se pozimi delezi HgR sevov na
mestih P1d in P4 niso statisti¢no znacilno razlikovali (p = 0,3 za par P1d/P4, meja
zaupanja p = 0,05). Iz koli¢ine HgR sevov v vzorcih biofilmov je tako mogoce
domnevati, da je vir onesnazenja med P1d in P4.

V nadaljevanju smo za vzorce zgodnjega poletja naredili Se analizo bakterijskih vrst.
Pridobljenih je bilo 27 HgR sevov iz vodnih vzorcev in 25 iz biofilma. Kulturabilne
HgR bakterije so pripadale pretezno skupini Gamaproteobakterij. Med HgR bakterijami
so prevladovale predstavnice rodu Pseudomonas. Poleg omenjenih so bile iz vzorcev
vode izolirane $e bakterije rodov: Acinetobacter, Brevundimonas in Comamonas (Slika
17) in vzorcev biofilmov: Flavobacterium, Shewanella in Aeromonas (Slika 16).

Najvecja raznolikost HgR bakterij je bila pri vzorcih vode na mestu P4 (7 razli¢nih vrst,
H =1,305), najmanjsa pa na mestih C (H = 0,692) in P10 (H = 0,656) (H = Schannanov
diverzitetni indeks). Pri vzorcih biofilmov je bila najvecja raznolikost HgR bakterij na
mestu P10 (9 razli¢nih vrst, H = 1,891), najmanjsa pa na mestu C (H = 0,735). Nizek
diverzitetni indeks je bil opazen tudi na mestu P4 (H = 0,898). Korelacija med
diverzitetnim indeksom H in THg ni bila statisticno znacilno razli¢cna (Spearmanov
korelacijski koeficient =0,2, p >0,5).
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Slika 16: Filogenetsko drevo narisano na podlagi zaporedij 16S rRNA genov izoliranih iz HgR
bakterij v vzorcih biofilma

Figure 16: Phylogenetic tree drawn on the basis of the 16S rRNA gene sequences isolated from the
HgR bacteria in the biofilm samples
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Slika 17: Filogenetsko drevo izratunano na podlagi zaporedij 16S rRNA genov izoliranih iz HgR
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Figure 17: Phylogenetic tree calculated on the basis of the 16S rRNA gene sequences isolated from

the HgR bacteria in the water samples
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4.1.3 Meritve merA gena v vzorcih vode in biofilma v razli¢nih letnih ¢asih

Rezultati prerazporejanja HgR bakterij so pokazali, da se delezi HgR bakterij med
vzorénimi mesti spreminjajo z letnimi Casi. V nadaljevanju nas je zanimalo, kako letni
Casi vplivajo na prerazporejanje gena (merA) odgovornega za zivo srebrovo rezistenco
pri planktonskih mikroorganizmih (vzorci vode) in pritrjenih mikroorganizmih (vzorci
biofilma).

Najnizja koli¢ina genov merA (p < 0,05) je bila izmerjena na kontrolnem mestu (C), in
sicer pri vseh treh vzorcenjih (zgodnje poletno, pozno poletno in zimsko vzor¢enje) tako
v vzorcih vode, kakor tudi v vzorcih biofilmov (Slika 18).

V vzorcih vode je bilo najvisje Stevilo kopij gena merA izmerjeno na mestu P1d tako v
poznem poletju (Stevilo kopij gena 2145,5 £ 789, p < 0,05), kot tudi pozimi (Stevilo
kopij gena 42,1 + 13,8, p < 0,05 za vse kombinacije para). V vzorcih poznega poletja je
bilo opazeno postopno znizevanje Stevila kopij merA gena od mesta P1d do mesta P11
(P1: 2145 + 788,9; P4: 630,9 + 226,6; P10: 270,9 + 62,3; P11: 36,7 + 1,7, lokacije imajo
medsebojno precej razliéno koli¢ino genov, p < 0,05). Za vzorce, zbrane v zgodnjem

poletju in pozimi, ni bilo opaziti trenda linearnega zniZevanja kopij merA gena od mesta
P1d navzdol (Slika 18A).

V vzorcih biofilmov je bilo najvisje Stevilo kopij gena merA ugotovljeno na mestu P4
(6069 + 511, p < 0,05) v zgodnje poletnih vzorcih, na mestu P10 (15232 + 1858, p <
0,05) v pozno poletnih vzorcih in na mestu P4 (102.053 = 724 , p < 0.05 ) v vzorcih
zime (Slika 18B).

Spearmanov koeficient korelacije med koncentracijo genov merA in CFU vrednostmi
izolatov HgR je bil visok (Spearmanov test > 0.8; p < 0.5).
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Slika 18: Stevilo kopij merA gena normaliziranih na celokupno koncentracijo DNA v vzorcu pri
sezonskem vzorcenju vode (A) in biofilmov (B)

Figure 18: The number of the gene merA normalized to the total DNA concentration in the seasonal
sampling samples in the water (A) and the biofilms (B)

4.1.4 Meritve merA gena in THg v vzorcih gradienta

Z namenom, da bi ugotovili kako se koncentracije merA gena spreminjajo z gradientom
onesnazenosti in ali le-te korelirajo s koncentracijami THg, smo naredili analizo merA
gena od vira onesnazenja navzdol. Analizo smo naredili v pozno polethem casu.
Rezultati merA gena so bili normalizirani tako na celokupno koncentracijo DNA (Sliki
19A, 19B), kot tudi na Stevilo kopij 16S rRNA gena (Sliki 20A, 20B). Najvi§ja
koncentracija THg je bila izmerjena na mestu pri viru onesnazenja (Pla) (Sliki 19A,
20A). Najvisje stevilo merA gena je bilo pri normalizaciji na celokupno koncentracijo
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DNA izmerjeno pri ¢istilni napravi (P3) (Slika 19A), pri normalizaciji na Stevilo kopij
16S rRNA gena pa na mestih P1c in P7 (Slika 20A).
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Slika 19: Korelacija med THg in $tevilom kopij gena merA, normaliziranim na celokupno
koncentracijo DNA ob upostevanju vseh vzorénih mest (A) in po izkljuditvi vzorénih mest z
diskrepanco (B)

Figure 19: Correlation between the THg and the number of gene merA copies normalized to the
total concentration of DNA for all the sampling sites (A) and for the sampling sites where the sites
with discrepances are excluded (B)

Porazdelitvi koncentracij THg v vzorcih biofilmov z zelo podobnim vzorcem sledijo
vrednosti Stevila kopij merA gena, razen treh izjem (vzor¢na mesta P1, P3 in P7). Na
grafu korelacije med THg in kolicino gena merA, normaliziranega na totalno
koncentracijo DNA, je prislo na vzorénem mestu Pla (visoke koncentracije THg in
majhno §t. merA genov) in P3 (majhna koncentracija THg in veliko Stevilo merA genov)
do diskrepance med koncentracijo THg in Stevilom merA genov, kar je pripeljalo do
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odsotnosti korelacije med THg in merA genom (P? = 0) (Sliki 19A, 20A). Po izkljugitvi
petih lokacij v blizini vira onesnazenja (mesta Pla do Ple), je bilo pri analizi korelacij
opazeno postopno povecanje koeficienta korelacije. Dodatna izkljucitev mesta P3 iz
analize, zaradi vpliva odpadnih voda iz ¢istilne naprave, je vodila do linearnega
regresijskega koeficienta R®> = 0,83 (Slika 19B) pri rezultatih normaliziranih na
celokupno koncentracijo DNA. Se vedji linearni regresijski koeficient smo izradunali
med Stevilom merA kopij gena normaliziranih na 16S rRNA in koncentracijo THg, saj
je le-ta ob izkljugitvi mesta P7 iz analize dosegel vrednost R? = 0,94 (Slika 20B).
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Slika 20: Korelacija med THg in $tevilom kopij gena merA, normaliziranim na $tevilo kopij gena
16S rRNA ob upostevanju vseh vzorcénih mest (A) in po izkljucitvi vzorénih mest z diskrepanco (B)

Figure 20: Correlation between the THg and the number of gene merA copies normalized to the
number of copies of the 16S rRNA gene for all the sampling sites (A) and for sampling sites where
the sites with discrepances are excluded (B)
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4.2 VPLIV BAKTERIJ NA POVECANJE BIOLOSKO DOSTOPNE FRAKCIJE
ZIVEGA SREBRA V SEDIMENTIH

4.2.1 Vpliv bakterijskih izvenceli¢nih produktov na povecanje biolosko dostopne
frakcije zivega srebra v sedimentih

V preliminarnem poskusu, kjer smo testirali vpliv izvenceliénih produktov na
povecevanje bioloske dostopnosti zivega srebra v sedimentih reke Idrijce, smo po 12 h
in 36 h inkubaciji supernatantov stacionarnih celi¢nih kultur s sedimenti iz Idrijce z
biosenzorskimi celicami izmerili povecane koncentracije BDHg v vzorcih Idrije in
Spodnje Idrije. V sedimentih iz Bele (kontrolno mesto, nad virom onesnazenja) so bile
pri vseh vzorcih koncentracije BDHg pod mejo detekcije.

Med vzoreci, ki so bili inkubirani v sedimentih iz Idrije, so po 12 h inkubaciji najbolj k
povisanju koncentracij BDHg pripomogli celi¢ni produkti P. aeruginose, najmanj pa
sveze hranilno gojis¢e (NB). Med vzorci, ki so bili 12 h inkubirani v sedimentih iz
Spodnje Idrije, so k poveéanju BDHg najbolj pripomogli celi¢ni produkti P.
fluorescens, najmanj pa NB. Celi¢ni produkti E. coli, gojene v Luria gojis¢u (LB), so po
12 h in 36 h izpostavitvi, v primerjavi s svezim LB gojis€em, statisticno znacilno
razlicno (p < 0,05) manj pripomogli k luzenju Zivega srebra iz sedimentov. Vecje
koncentracije BDHg so bile izmerjene tudi pri negativni kontroli, ultra ¢isti vodi, kjer se
je v Idrijskih sedimentih po 12 h izpostavitvi izluzilo kar 6 ug/l BDHg, le-ta pa je po 36
h izpostavitvi padel pod spodnjo mejo detekcije (Slika 21).

Po 36 h inkubaciji so se pri ve€ini vzorcev koncentracije BDHg zmanjSale pod spodnjo
mejo detekcije, razen pri vzorcu P. aeruginosi in NB, Kkjer so se koncentracije za 2x oz.
3x povecale ob izpostavitvi sedimentu iz Idrije. Pri vzorcih, izpostavljenih sedimentom
iz Sp. Idrije, je bilo mogoce izmeriti BDHg le pri NB (Slika 21B).

V vzorcih P. aeruginose, P. fluorescens, B. subtilis, E. coli gojenih v NB ter svezem
NB, ki so bili izpostavljeni sedimentu iz Sp. Idrije, smo tudi kemijsko izmerili
koncentracije THg, toda le-te so bile pod mejo detekcije. Vzrok je bil verjetno v
predpripravi vzorcev, za katere predvidevamo, da so bili preve¢ red¢eni.
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Slika 21: Koncentracije BDHg po (A) 12 h in (B) 36 h izpostavitvi supernatantov stacionarnih
celi¢nih kultur razli¢nih bakterijskih vrst sedimentom iz Bele, Idrije in Sp. Idrije

Legenda: NB — hranilno gojisée, LB — Luria gojis¢e, E. coli NB — E. coli gojena v NB, E. coli LB — E.
coli gojena v LB, E. — Escherichia, P. — Pseudomonas, B. — Bacillus

Figure 21: Concentrations of the BAHg after (A) 12 h and (B) 36 h exposure of supernatants of
stationary cell cultures of different bacterial species to the sediments from Bela, Idrija and Sp.
Idrija

Legend: NB - nutrient broth, LB - Luria agar, E. coli NB - E. coli grown in NB, E. coli LB - E. coli grown
in LB, E. — Escherichia, P. - Pseudomonas, B. - Bacillus

4.2.2 Vpliv metabolno razli¢nih mikroorganizmov na povecanje biolosko
dostopne frakcije Zivega srebra v sedimentih

Pri testiranju vpliva po metabolizmu razlicnih mikroorganizmov na koncentracije
BDHg v sedimentih, so bili re¢cnemu sedimentu iz Idrije izpostavljeni: (1) supernatant

69



Kova¢ Virsek M. Selekcijski pritisk biolosko nedostopnega Zivega srebra na ohranjanje mer operona v mikrobnih zdruzbah.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

prekonoc¢ne kulture (S), (2) suspenzija bakterijskih celic (C), ali pa (3) sveze gojisce
(G). Vsi vzorci so bili inkubirani v stirih razli¢nih ¢asovnih intervalih (1 h, 3 h, 6 hin 24
h). Rezultati na sliki 22 nam prikazujejo izmerjene koncentracije BDHg za posamezen
vzorec v vseh Casovnih intervalih. Vzorci S, pri katerih so bile koncentracije BDHg v
vseh ¢asovnih intervalih najvisje (nad 1 pg/l), so: B. subtilis, B. atrophaeus, J. lividum,
L. acidofilus in S. oneidensis. VVzorci S, pri katerih je bila koncentracija BDHg le po 24
h inkubaciji nad 1 ug/l, so: N. vulgaris, E. coli in B. diminuta. Vzorci C, pri katerih so
bile koncentracije BDHg v vseh ¢asovnih intervalih najvi§je (nad 1 pg/l), so: B. subtilis,
B. atrophaeus, J. lividum. Vzorci G, pri katerih so bile koncentracije BDHg v vseh
¢asovnih intervalih najvisje, so: Bacillus, N. vulgaris, E.coli in S. oneidensis. Pri vzorcih
R. pisi S, C in G so bile pri vseh ¢asovnih inkubacijah koncentracije BDHg najnizje in
pod 1 pg/l. Pri vzorcih A. vinelandii S, C in G pa so bile koncentracije BDHg pod
spodnjo mejo detekcije. Vzorci P. fluorescens S, C in P. stuteri S so imeli koncentracije
BDHg v vseh €asovnih intervalih v rangu 1 pg/l.
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Slika 22: Koncentracije BDHg (ng/l) vzorcev 1) supernatantov izbranih stacionarnih kultur (S), 2)
suspenzije bakterijskih celic izbranih bakterijskih sevov (C) in 3) gojis¢, v katerih so bili posamezni
sevi gojeni (G), izpostavljenih sedimentu iz reke Idrijce v $tirih ¢asovnih intervalih (1 h,3 h, 6 h in

24 h)
Standardni odkloni prikazujejo odklone med bioloskimi paralelkami. Legenda: B. subtilis - Bacillus

subtilis, B. atrophaeus — Bacillus atrophaeus, J. — Janthinobacterium, N. — Nitrobacter, R. — Rhizobium,
L. — Lactobacillus, E. — Escherichia, B. diminuta — Brevundimonas diminuta, S. — Schewanella, A. —

Azotobacter, P. — Pseudomonas

Figure 22: BAHg concentration (ug/l) of samples of 1) supernatants of selected stationary cultures
(S), 2) suspension of bacterial cells of selected bacterial strains (C) and 3) media, in which
individual strains were grown (G), exposed to the sediment from the Idrijca river for four time
intervals (1 h, 3 h, 6 hand 24 h)

The standard deviations show the deviations between biological replikates. Legend: B. subtilis - Bacillus
subtilis, B. atrophaeus - Bacillus atrophaeus, J. - Janthinobacterium, N. - Nitrobacter, R. - Rhizobium, L. -
Lactobacillus, E. — Escherichia, B. diminuta - Brevundimonas diminuta, S. - Schewanella, A. -

Azotobacter, P. — Pseudomonas
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Z namenom, da bi lazje med seboj primerjali rezultate posameznih sevov in dolocili
kateri izmed sevov najbolj pripomorejo k povecevanju koncentracij BDHg, smo
izracunali deleze BDHg pri S in C glede na koncentracijo BDHg v G. Rezultati delezev
BDHg glede na kontrolo (Slika 23) pokazejo, da so med vzorci S v prvih treh ¢asovnih
intervalih (1 h, 3 h in 6 h) najve¢ji vpliv na poveCevanje BDHg imeli sevi: P.
fluorescens, P. stutzeri in L. acidofilus. Sledijo jim sevi J. lividum, B. atrophaeus in B.
subtilis in nazadnje R. pisi. Enak rezultat je viden tudi za vzorce C, pri Cemer
odvzamemo vzorec P. stutzeri. Vzorca B. diminuta S in C sta po le 1 h inkubaciji
minimalno pripomogla k pove¢anju BDHg, vzorec S. oneidensis po 1 h in 24 h ter
vzorec P. stutzeri C po 1 h in 3 h. Vzorci N. vulgaris S in C, E. coli S in C ter S.
oneidensis C niso v nobenem ¢asovnem intervalu pripomogli k povec¢anju BDHg.
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Slika 23: Delezi BDHg za vzorce supernatantov izbranih stacionarnih kultur (S) in suspenzije
bakterijskih celic (C) izra¢unanih iz koncentracij BDHg, glede na koncentracije BDHg v gojis¢u

(©)

Legenda: B. subtilis - Bacillus subtili, B. atrophaeus — Bacillus atrophaeus, J. — Janthinobacterium, N. —
Nitrobacter, R. — Rhizobium, L. — Lactobacillus, E. — Escherichia, B. diminuta — Brevundimonas diminuta,
S. — Schewanella, A. — Azotobacter, P. — Pseudomonas

Figure 23: The BAHg shares for selected samples of supernatants of stationary cultures (S) and the
suspension of bacterial cells (C) calculated from the BAHg concentrations, in the dependence on the
BAHg concentration in the medium (G)

Legend: B. subtilis - Bacillus subtilis, B. atrophaeus - Bacillus atrophaeus, J. - Janthinobacterium, N. -
Nitrobacter, R. - Rhizobium, L. - Lactobacillus, E. — Escherichia, B. diminuta - Brevundimonas diminuta,
S. - Schewanella, A. - Azotobacter, P. — Pseudomonas

4.2.3 Vpliv izvenceli¢nih produktov in direktnega kontakta celic na povecanje
biolosko dostopne frakcije Zivega srebra v sedimentih

Z namenom, da bi ugotovili na kakSen nacin, posredno preko produktov metabolizma
ali neposredno z direktnim kontaktom celic, bakterije vplivajo na povecanje biolosko
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dostopne frakcije Hg, smo naredili serijo poskusov, kjer smo na manjSih vzorcih
sedimenta Se enkrat testirali vpliv izvenceli¢nih produktov ter vpliv direktnega kontakta
celic s sedimentom na poveéevanje koncentracij BDHg. Pri poskusih smo uporabili
seve, za katere se je v predhodnih poskusih izkazalo, da vplivajo na povecevanje
biolosko dostopne frakcije Hg iz sedimentov. Poleg tega smo ponovili poskuse Se z E.
coli, kjer biolosko dostopno frakcijo Hg ne povecuje bakterijski sev, ampak gojisce
(LB), v katerem bakterija raste.

4.2.3.1 Vpliv izvenceli¢nih produktov na povecanje koncentracije BDHg v sedimentih

Tokrat smo pri poskusu testiranja izvenceli¢nih produktov na povecevanje koncentracij
BDHg iz sedimentov supernatante stacionarnih bakterijskih kultur inkubirali z
nesterilnim sedimentom le 2 krajSa Casovna intervala, z namenom, da zaznamo ucinek
sekundarnih metabolitov izbranih bakterijskih sevov in ne u¢inka mikroorganizmov, ki
so bili naravno prisotni v sedimentu. Bakterija E. coli je bila gojena v LB gojiscu, vse
preostale bakterije pa v NB gojisc¢u. Rezultati koncentracij BDHg (Slika 24) in iz le-teh
preracunanega deleza BDHg glede na koncentracije BDHg v kontroli (LB) (Slika 25) so
ponovno pokazali, da sekundarni metaboliti E. coli nimajo vpliva na transformacije
zivega srebra. Po 1 h in 3 h izpostavitvi je bil namre¢ delez BDHg vzorca E. coli manjsi
od BDHg LB gojis¢a. Poleg vzorca E. coli, je bil delez BDHg v primerjavi s kontrolo
(NB) manjsi tudi pri P. stutzeri. K povecevanju BDHg so ze po 1 h inkubaciji prispevali
vzorci: J. lividum, B. atrophaeus, B. subtilis in P. fluorescens, po 3 h inkubaciji pa: B.
atrophaeus, B. subtilis in P. fluorescens. Statisticno znacilni rezultati v primerjavi z NB
gojis¢em so pri vzorcih B. atrophaeus, B. subtilis in P. stutzeri. Pri 3 h inkubaciji se
kaze preobrat, saj nobeden izmed vzorcev ni tvoril statisticno znacilno ve¢ BDHg kot
kontrola NB. Pri inkubaciji ultra ¢iste vode s sedimentom ni prislo do tvorbe BDHg. Pri
vecini vzorcev ni bilo statisti¢no znacilne razlike med 1 h in 3 h inkubacijo (razen
vzorcev P. stutzeri in NB).
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Slika 24: Primerjava koncentracij BDHg v vzorcih izvenceli¢nih produktov in njihovih kontrol
(LB, NB, ultra ¢ista voda), izpostavljenih sedimentu v dveh €¢asovnih intervalih (1 hin 3 h)

Standardni odkloni prikazujejo odklone med bioloskimi paralelkami. Bakterija E. coli je bila gojena v LB
gojis¢u, vse preostale bakterije pa v NB gojis¢u. Legenda: E. — Escherichia, J. — Janthinobacterium, B. —
Bacillus, P. — Pseudomonas, LB — Luria gojis¢e, NB — hranilno gojis¢e

Figure 24: A comparison of the BAHg concentrations in the samples of extracellular products and
their controls (LB, NB, ultra pure water), exposed to the sediment in two time intervals (1 h, 3 h)

The standard deviations show the deviations between biological replicates. The bacterium E. coli was
grown in LB medium, and all the remaining bacteria in the NB medium. Legend: E. — Escherichia, J. -
Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. - Pseudomonas, LB - Luria broth, NB - nutrient broth
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Slika 25: Delezi BDHg vzorcev, izra¢unani glede na koncentracije BDHg kontrole

Pri vzorcu E. coli je bil za kontrolo upostevan vzorec LB, pri vseh ostalih bakterijskih sevih pa vzorec
NB. Legenda: E. — Escherichia, J. — Janthinobacterium, B. — Bacillus, P. — Pseudomonas

Figure 25: Shares of the BAHg samples calculated according to the concentrations of the BDHg
control

In the case of sample E. coli has been taken into account for the control sample of LB, all other bacterial
strains, the sample NB. Legend: E. — Escherichia, J. - Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. - Pseudomonas
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V vzorcih supernatanta stacionarnih bakterijskih kultur, 1 h inkubiranega v sedimentu,
smo izmerili tudi koncentracije THg (Slika 26). Pri rezultatih THg v vzorcu ultra Ciste
vode, inkubiranega s sedimentom se pokaze, da ne le, da ultra Cista voda nima vpliva na
tvorbo BDHg, ampak da se tudi nobena druga oblika zivega srebra ni izluzila v vodo,
kljub inkubaciji s stresanjem. Ce primerjamo vzorce z njihovimi kontrolami (Slika 27),
ugotovimo, da je bilo najve¢ THg v vzorci P. fluorescens, sledijo mu B. subtilis, E. coli
in P. stutzeri. Pri B. atrophaeus-u je bil delez BDHg v primerjavi s kontrolo zelo
podoben, pri J. lividum pa za 10 % manjsi. Statisticno znacilni rezultati v primerjavi s
kontrolo so le pri vzorci P. fluorescens.
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Slika 26: Primerjava koncentracij THg v vzorcih izvenceli¢nih produktov in njihovih kontrol (LB,
NB, ultra ¢ista voda) 1 h izpostavljenih sedimentu

Bakterija E. coli je bila gojena v LB gojis¢u, vse preostale bakterije pa v NB gojis¢u. Standardni odkloni
prikazujejo odklone med bioloskimi paralelkami. Legenda: E. — Escherichia, J. — Janthinobacterium, B. —
Bacillus, P. — Pseudomonas, LB — Luria goji$¢e, NB — hranilno gojisce

Figure 26: Comparison of the THg concentrations in samples of extracellular products and their
controls (LB, NB, ultra-pure water) for 1 h exposure to the sediment

The bacterium E. coli was grown in LB broth, and all the other bacteria in the NB broth. The standard
deviations show the deviations between biological replicates. Legend: E. — Escherichia, J. -
Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. - Pseudomonas, LB - Luria broth, NB - nutrient broth
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Slika 27: Delezi THg izracunani glede na koncentracije THg kontrole

Pri vzorcu E. coli je bil za kontrolo upostevan vzorec LB, pri vseh ostalih bakterijskih sevih pa vzorec
NB. Legenda: E. - Escherichia, J. — Janthinobacterium, B. — Bacillus, P. — Pseudomonas

Figure 27: THg shares calculated according to the concentration of the THg control
In the case of E. coli, LB sample has been taken into account for the control, while the pattern NB has

been taken for all other bacterial strains. Legend: E. - Escherichia, J. - Janthinobacterium, B. - Bacillus,
P. - Pseudomonas

Iz koncentracij BDHg in THg smo za vse vzorce izraunali deleze BDHg glede na THg
(Slika 28). Najvecji delez BDHg se je tvoril v LB gojis¢u, med bakterijskimi vzorci pa
pri E. coli. Med vzorci E. coli, J. lividum in B. atrophaeus so razlike minimalne v rangu
0,1 %. Najmanjsi delez BDHg v primerjavi s THg je bil pri vzorcu P. stutzeri. Pri ultra
Cisti vodi so bile koncentracije BDHg in THg pod spodnjo mejo detekcije.
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Slika 28: Delezi BDHg glede na THg pri vzorcih supernatantov stacionarnih bakterijskih kultur
Legenda: E. - Escherichia, J. — Janthinobacterium, B. — Bacillus, P. — Pseudomonas

Figure 28: BAHg shares in dependence on the THg in the samples of supernatants of the stationary
bacterial cultures

Legend: E. - Escherichia, J. - Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. - Pseudomonas
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4.2.3.2 Razvoj metode za preverjanje vpliva direktnega kontakta bakterijskih celic na
povecanje koncentracij BDHg v sedimentih

Ker iz literature Se ni bilo ni¢ znanega o tovrstnih testiranjih smo morali sprva s
preliminarnimi poskusi optimizirati protokol. Testirali smo §tiri razlicne protokole za
preverjanje vpliva direktnega kontakta celic na bioloske transformacije Hg v
sedimentih. Rezultati testiranja so pokazali, da so celice sposobne najbolj uéinkovito
transformirati Hg iz sedimentov v biolosko dostopno obliko Hg, kadar so v direktnem
kontaktu s sedimentom (Slika 29 — oznaka »suho«), brez dodanega vodnega medija
(MiliQ, LB, NaCl).

3,5

2,5

1.5

HgCl2 (ugh)

suho MiliQ LB NaCl

oznaka vzorca

Slika 29: Primerjava koncentracij THg znotraj E. coli celic pri testiranju Stirih metodologij
inkubacije celic s sedimentom

Legenda: Suho — celice so bile premesane s sedimentom brez dodane kakr$nekoli tekoéine, MiliQ — celice
smo resuspendirali z 1 ml MiliQ vode in jim dodali sediment, LB - celice smo resuspendirali z 1 ml LB
gojisca in jim dodali sediment, NaCl - celice smo resuspendirali z 1 ml 0,9 % NaCl raztopine in jim
dodali sediment (MiliQ — ultra ¢ista voda; LB — Luria gojis¢e)

Figure 29: Comparison of the THg concentrations within E. coli cells when tested by four
incubation methodologies of cells with sediment

Legend: Suho - cells were mixed with the sediment without any liquid added, MiliQ - cells were
resuspended with 1 ml of MiliQ water and were incubated with sediment, LB - the cells were resuspended
with 1 ml of LB broth and were incubated with sediment, NaCl - cells were resuspended with 1 ml of 0,9
% NaCl solution and were incubated with sediment (MiliQ - ultra pure water; LB - Luria broth)

4.2.3.3 Vpliv direktnega kontakta celic na povecanje koncentracij BDHg v sedimentih

Pri testiranju neposrednega kontakta celic na povecanje koncentracije BDHg iz
sedimenta smo BDHg izmerili zunaj celic (izvenceli¢en BDHg) in znotraj celic
(znotrajcelicen BDHg). Pri poskusu smo uporabili seve E. coli rastoce v LB gojiscu in
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J. lividum, B. atrophaeus, B. subtilis, P. stutzeri in P. fluorescens, ki so rastle v NB

gojiscu.

Rezultati izvencelicnega BDHg (Slika 30) kaZejo statistiéno znacilne razlike v
koncentraciji BDHg med bakterijskimi vzorci. lzkazalo se je, da so bile bakterije J.
lividum in B. atrophaeus najbolj u¢inkovite pri zunajcelicnem povecevanju bioloSko
dostopne frakcije Zivega srebra iz sedimentov, medtem ko B. subtilis in P. fluorescens
nimata zunajcelicnega vpliva na bioloSke pretvorbe zivega srebra. Primerjava rezultatov
1 h'in 3 h inkubacije je pokazala, da med njimi ni statisti¢no znacilne razlike.
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Slika 30: Primerjava koncentracij BDHg zunaj celic med razli¢nimi bakterijskimi vzorci

Standardni odkloni prikazujejo odklone med bioloskimi paralelkami. Legenda: E. — Escherichia, J. —
Janthinobacterium, B. — Bacillus, P. — Pseudomonas

Figure 30: Comparison of the BAHg concentrations outside the cells between different bacterial
samples

The standard deviations show the deviations between biological replicates. Legend: E. — Escherichia, J. -
Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. - Pseudomonas

Rezultati vsebnosti BDHg znotraj celic (Slika 31) prikazujejo najvi$jo koncentracijo
BDHg pri vzorcu B. atrophaeus, ki je vsaj za 1,2x vi§ja od koncentracij preostalih
vzorcev. Seva, ki prav tako kazeta na privzem Hg v celice, sta P. fluorescens in P.
stutzeri. Pri J. lividum so bile vrednosti BDHg na meji detekcije, pri E. coli in B.
subtilisu pa so bile vrednosti BDHg pod mejo detekcije.
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Slika 31: Primerjava koncentracij BDHg znotraj celic med razli¢nimi bakterijskimi vzorci

Standardni odkloni prikazujejo odklone med bioloskimi paralelkami. Legenda: E. — Escherichia, J. —
Janthinobacterium, B. — Bacillus, P. — Pseudomonas

Figure 31: Comparison of the BAHg concentrations within cells between different bacterial samples

The standard deviations show the deviations between biological replicates. Legend: E. — Escherichia, J. -
Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. — Pseudomonas

Vsebnost Hg znotraj celic je bila izmerjena tudi s kemijskimi meritvami. Meritve kazejo
na najvecjo prisotnost Hg v celicah P. stutzeri, z ve¢jimi odstopanji med bioloSkimi
paralelkami. Najmanjse koncentracije THg so bile izmerjene pri J. lividum (Slika 32).
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Slika 32: Primerjava koncentracij THg znotraj celic med razli¢nimi bakterijskimi vzorci

Standardni odkloni prikazujejo odklone med bioloskimi paralelkami. Legenda: E. — Escherichia, J. —
Janthinobacterium, B. — Bacillus, P. — Pseudomonas

Figure 32: Comparison of the THg concentrations within cells between different bacterial samples

The standard deviations show the deviations between biological replicates. Legend: E. — Escherichia, J. -
Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. - Pseudomonas
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Slika 33: Koncentracija THg in koncentracija BDHg normalizirani na $tevilo celic v vzorcu

Standardni odkloni prikazujejo odklone med bioloskimi paralelkami. Legenda: E. — Escherichia, J. —
Janthinobacterium, B. — Bacillus, P. — Pseudomonas

Figure 33: The THg and BAHg concentrations normalized to the number of cells in the sample

The standard deviations show the deviations between biological replicates. Legend: E. — Escherichia, J. -
Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. - Pseudomonas

Rezultate znotrajcelicnega BDHg smo normalizirali na Stevilo celic, ki smo jih
preracunali iz rastnih krivulj. Ob upoStevanju Stevila celic se izkaZejo celice seva P.
stutzeri kot najbolj ucinkovite pri privzemanju Hg v celice. V te rezultate ni bilo
mogoce vkljuciti Se sevov B. subtilisa in B. atrophaeusa, ker sta tvorila nitaste
strukture, zaradi katerih ni bilo mogoce $teti posami¢nih celic (Slika 33).
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Slika 34: Delez BDHg glede na koncentracije THg
Legenda: E. — Escherichia, J. — Janthinobacterium, B. — Bacillus, P. — Pseudomonas

Figure 34: BAHg share in dependence on the of the THg concentration

Legend: E. - Escherichia J. - Janthinobacterium, B. - Bacillus, P. — Pseudomonas
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Delezi BDHg, izracunani glede na koncentracije THg, so bili pri vseh vzorcih
bakterijskih celic, kjer smo BDHg normalizirali na stevilo celic, pod 1 % (Slika 34).
Najvedji delez BDHg je bil v celicah P. fluorescens, najmanjsi pa pri E. coli, Kjer so bile
koncentracije BDHg pod mejo detekcije.

4.3 VPLIV CIANID IN SIDEROFOR PRODUCIRAJOCIH BAKTERIJ NA
BIOLOSKE TRANSFORMACIJE CINABARITA IN ELEMENTARNEGA
ZIVEGA SREBRA

V rezultatih druge hipoteze se je pokazalo, da bakterije lahko doprinesejo k
povecevanju bioloske dostopnosti Hg. Pri tem je, glede na delez BDHg v primerjavi s
THg, izstopal sev P. fluorescens, tako pri testiranju vpliva celi¢nih produktov kot
testiranju direktnega kontakta celic na povecevanje biolosko dostopne frakcije Hg.
Poleg tega smo iz rezultatov prve hipoteze ugotovili, da so Pseudomonade najbolj
zastopana skupina bakterij v reki Idrijci. Po teh spoznanjih smo se zaceli sprasevati, S
katerimi sekundarnimi metaboliti lahko bakterije vplivajo na povecevanje biolosko
dostopne frakcije Hg. Ker sta znana sekundarna metabolita pri Pseudomonadah cianid
in siderofori, smo na podrocju reke Idrijce naredili popis sevov, ki sintetizirajo cianid
in/ ali siderofore.

4.3.1 Pojavljanje cianid in siderofor producirajo¢ih mikroorganizmov v reki
Idrijci

Rezultati popisa siderofornih in cianidnih producentov po reki Idrijei kaZejo na
odvisnost pojavljanja le teh od onesnaZenosti s Hg (Slika 35). Med sevi, ki so bili
izolirani na gojitvenih plos¢ah brez dodanega Hg, je bilo najve¢ siderofornih
producentov izoliranih v Sp. Idriji in pri dimniku (stranski pritok Idrijce, ki te¢e po
vznozju hriba, na katerem stoji rudniski dimnik). Cianidnih producentov je bilo najvec
izoliranih v Idriji in ve¢ kot 2x manj pri dimniku. Sevov, ki so sintetizirali tako
siderofore kot cianid, je bilo izoliranih najve¢ pri Beli. Tu je bilo prav tako izoliranih
najve¢ sevov, ki niso sintetizirali niti cianida niti sideroforov.
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Slika 35: DeleZi siderofornih producentov, cianidnih producentov, sevov, ki sintetizirajo siderofore
in cianid ter sevov, ki ne sintetizirajo niti cianida niti sideroforov, izoliranih na gojitvenih plos¢ah
brez dodanega Hg, iz re¢nih sedimentov reke Idrijce na Stirih vzorénih mestih

Legenda: Bela — nad virom onesnazenja, Idrija — pri Kolektorju, Sp. Idrija — v mestu, pri mostu ¢ez reko,
Dimnik — v stranskem pritoku reke Idrijce, ki te¢e po vznoZzju hriba, na katerem stoji rudniski dimnik, S+
- producenti sideroforov, HCN+ - producenti cianida, HCN+S+ - izolati, ki so sintetizirali siderofore in
cianid, HCN-S- - izolati, ki niso sintetizirali niti sideroforov niti cianida

Figure 35: Shares of siderophore producers, cyanide producers, strains synthesizing siderophores
and cyanide and strains that do not synthesize neither cyanide nor siderophores isolated on the
cultivation plates with no mercury added, from Idrijca river sediments at four sampling sites

Legend: Bela — upstreams from the source of pollution, Idrija - at the Kolektor, Sp. Idrija — in the city, at
the bridge over the river, Dimnik - in a side tributary of Idrijca River, which flows through the bottom of
the hill on which the mine chimney stands, S+ - sideropohore producers, HCN+ - cyanide producers,
HCN+S+ - isolates that produce siderophores and cyanide, HCN-S- - isolates that not produce neither
cyanide nor siderophores

Med sevi, ki so bili izolirani na gojitvenih plos¢ah z dodanim Hg, je bilo najvec
siderofornih producentov izoliranih pri Beli in cianidnih producentov pri dimniku.
Sevov, ki sintetizirajo cianid in siderofore, je bilo najve¢ izoliranih v Idriji in na

dimniku ter sevov, ki niso sintetizirali nobenega od sekundarnih metabolitov, najve¢ v
Sp. Idriji in Beli (Slika 36).
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Slika 36: Delezi siderofornih producentov, cianidnih producentov, sevov, ki sintetizirajo siderofore
in cianid ter sevov, ki ne sintetizirajo niti cianida niti sideroforov, izoliranih na gojitvenih plo$¢ah z
dodanim Hg, iz re¢nih sedimentov reke Idrijce na $tirih vzorénih mestih

Legenda: Bela — nad virom onesnazenja, Idrija — pri Kolektorju, Sp. ldrija — v mestu, pri mostu ¢ez reko,
Dimnik — v stranskem pritoku reke Idrijce, ki te¢e po vznoZzju hriba, na katerem stoji rudniski dimnik, S+
- producenti sideroforov, HCN+ - producenti cianida, HCN+S+ - izolati, ki so sintetizirali siderofore in
cianid, HCN-S- - izolati, ki niso sintetizirali niti sideroforov niti cianida

Figure 36: Shares of siderophore producers, cyanide producers, strains, which are synthesizing
siderophores and cyanide, as well as strains that do not synthesize neither cyanide nor
siderophores, isolated in the cultivation plates with Hg added, from river Idrijca sediments at four
sampling sites

Legend: Bela — upstreams from the source of pollution, Idrija - at the Kolektor, Sp. Idrija — in the city, at
the bridge over the river, Dimnik - in a side tributary of Idrijca River, which flows through the bottom of
the hill on which the mine chimney stands, S+ - sideropohore producers, HCN+ - cyanide producers,
HCN+S+ - isolates that produce siderophores and cyanide, HCN-S- - isolates that not produce niether
cyanide nor siderophores

4.3.2 Vpliv Hg rezistentnega cianidnega in siderofornega producenta na biolosko
pretvorbo Hg® — posredni kontakt

Izmed izoliranih cianid in siderofor producirajo¢ih sevov smo izbrali po 1 sev, ki
sintetizira cianid ali siderofore ali ne sintetizira ni¢ od tega. Nekaj sevov, ki so
sintetizirali vecje koli¢ine cianida ali sideroforov smo sekvencirali. Tako smo pri
poskusih uporabili za cianidnega producenta sev iz rodu Pseudomonas, za siderofornega
producenta sev rodu Arthrobacter in za sev, ki ne sintetizira nobenega izmed omenjenih
sekundarnih metabolitov, rod Exiguobacterium (Preglednica 7). Bakterijske seve smo
posredno izpostavili Hg® in HgS, tako, da sta bila Hg® in HgS v dializnih vreckah.
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Preglednica 7: Rezultati sekvenciranja

Tabel 7: Results of sequencing

Oznaka vzorca lokus Dolzina sekvence | deleZ ujemanja | Bakterijski sev

KBHg B16 S000390082 512 bp 0,970 Arthrobacter sp.
S000417358 475 bp 0,972 Arthrobacter sp.
S000417359 494 bp 0,975 Arthrobacter sp.

KBHg SPID4 S000769414 1283 bp 0,913 Pseudomonas sp.
S001093498 1239 bp 0,930 Pseudomonas sp.
S001093504 1240 bp 0,919 Pseudomonas sp.

KBHg SPID4 S000629421 791 bp 0,955 Exiguobacterium sp.
S000805710 798 bp 0,962 Exiguobacterium undae
5001265480 374 bp 0,978 Exiguobacterium sp.

4.3.2.1 Rezultati meritev BDHg

Rezultati inkubacije (a) cianidnega producenta, (b) seva, ki je sintetiziral siderofore in
(c) seva, ki ni sintetiziral niti cianida niti sideroforov, s HgS v dializnih vrec¢kah so bili
pod mejo detekcije, zato na slikah 37, 38 in 39 niso prikazani.
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Slika 37: Koncentracije BDHg in rast bakterijskega seva, ki sintetizira cianid, izpostavljenega Hg°
in HgS s posrednim kontaktom

Figure 37: BAHg concentrations and growth of bacterial strain that synthesizes cyanide, exposed to
Hg® and HgS through the indirect contact

Rezultati inkubacije cianidnega producenta s Hg® v dializnih vretkah so pokazali
naraS¢anje BDHg z rastjo bakterij, ki se kaze v naras¢ajoem linearnem trendu
koncentracij BDHg v odvisnosti s ¢asom inkubacije (Slika 37). Med 2 h in 4,5 h
inkubacijo ni statisticno znacCilne razlike. Rezultata 7 h in 22 h inkubacije pa sta
statistino znacilno razliéna od rezultatov pri 2 h in 4,5 h inkubaciji. Sele po 22 h
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inkubaciji je vrednost BDHg v vzorcu bakterijske kulture presegla vrednost BDHg pri
negativni kontroli (gojisc¢e KB).
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Slika 38: Koncentracije BDHg in rast bakterijskega seva, ki sintetizira siderofore, izpostavljenega
Hg® in HgS s posrednim kontaktom

Figure 38: BAHg concentrations and growth of a bacterial strain that synthesizes siderophores,
exposed to Hg® and HgS through the indirect contact
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Slika 39: Koncentracije BDHg in rast bakterijskega seva, ki ne sintetizira niti cianida niti
sideroforov, izpostavljenega Hg® in HgS s posrednim kontaktom

Figure 39: BAHg concentration and growth of bacterial strain that does not synthesize neither
cyanide nor siderophores, exposed to Hg® and HgS through the indirect contact

Na nasprotni strani je bila koncentracija BDHg v praznem gojis¢u vse inkubacijske ¢ase
priblizno enaka, vrednost po 22 h inkubaciji ni bila statisticno znacilno razli¢na od
BDHg preostalih inkubacijskih ¢asov (Slika 37). Statisti¢no znacilna razlika je vidna le
med vzorcema po 2 h in 7 h inkubaciji. Rast cianidnega producenta je bila v gojiscu z
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dodanim Hg® v dializnih vregkah hitrejsa in konéno $tevilo celic je bilo vedje (ODsgo
HgP) kot v gojidcu brez dodanega Hg® (ODgoo K).

Pri sevu, ki je sintetiziral siderofore, je bilo najve¢ BDHg po 7 h inkubaciji, 1,5x manj
pa po 22 h inkubaciji, pri Cemer rezultata nista statisticno znacilno razli¢na (Slika 38).
Po 2 h inkubaciji ni bilo statisti¢no znaéilne razlike med izmerjenim BDHg v vzorcu ali
gojiscu. Po 7 h in 22 h pa so bile vrednosti BDHg v gojis¢u precej manjSe od BDHg
izmerjenega v vzorcu. Bakterijska rast, spremljana z meritvami opti¢ne gostote, je bila
ob prisotnosti zivega srebra v goji$¢u hitrejsa (Slika 38).

Rezultati koncentracije sideroforov kaZejo na to, da sev ni tvoril sideroforov ob
prisotnosti Hg® ali HgS. Koncentracija sideroforov je bila izmerjena le pri vzorcu
kontrole in je po 22 h inkubaciji znaSala 28,3 pg/ml.

Rezultati bakterije, ki ni sintetizirala cianida ali sideroforov, kazejo na postopno
povecevanje koncentracije BDHg skupaj z rastjo bakterij. Rast bakterij je bila v gojis¢u
z dodanim Hg® ali HgS hitrejsa kot pri kontroli. Pri kontroli (gojis¢u NB) so bile
koncentracije BDHg skozi vse inkubacijske Case priblizno enake, brez statisti¢no
znacilnih razlik (Slika 39).

4.3.2.2 Rezultati meritev koncentracij HCN

V vzorcih cianidnega producenta so bile izmerjene tudi koncentracije HCN v gojiscu.
Pri vseh vzorcih so koncentracije cianida do 7 h inkubacije narasc¢ale, po 23 h, ko je bila
kultura Ze nekaj ur v stacionarni fazi, pa je koncentracija HCN padla. Koncentracije
HCN se med vzorci niso statisticno znacilno spreminjale, iz Cesar sledi, da je sev
sintetiziral cianid neodvisno od izpostavljenosti Hg® ali HgS (Slika 40).
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Slika 40: Koncentracije cianida pri cianidnem producentu izpostavljenemu Hg°, HgsS ali brez Hg
(K) v stirih ¢asovnih intervalih

Figure 40: Concentrations of cyanide when the cyanide producer was exposed to Hg’, HgS or with
no Hg (K) in four time intervals

4.3.2.3 Rezultati ekspresije merA gena

Z namenom, da bi ugotovili, ¢e bakterije ob izpostavitvi Hg" ali HgS aktivirajo
obrambni mehanizem, zapisan na mer operonu, smo bakterijam, ki so bile izpostavljene
HgP in HgS izolirali RNA in s qPCR izmerili §tevilo merA genov.

1,20E+10

1,00E+10

8,00E+09

B Hgs
6,00E+09 B Hg0

oK

4,00E+09

2,00E+09

copy number merA/ ng cDNA

0,00E+00
2h 4,5h 7h 22h

inkubacijski ¢as

Slika 41: Stevilo kopij merA gena pri cianidnem producentu izpostavljenemu HgS, Hg® ali brez Hg

(K)

Figure 41: The number of merA gene copies at the cyanide producer exposed to HgS, Hg® or with no
Hg (K)
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Rezultati ekspresije merA gena pri HgR cianid producirajo¢i bakteriji prikazujejo
pozitivno ekspresijo gena le pri vzorcih, ki so bili izpostavljeni Hg®. Pri vzorcih, ki so
bili izpostavljeni HgS ali pa kontroli, do ekspresije gena ni pri$lo. Ekspresija gena pri
vzorcu izpostavljenem Hg je bila poveana po 7 h in 22 h inkubaciji, kjer rezultata
nista statisti¢no znacilno razli¢na (Slika 41).
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Slika 42: Stevilo kopij merA gena pri producentu sideroforov izpostavljenemu HgS, Hg° ali brez Hg

Figure 42: The number of copies of the gene merA at the siderophore producer exposed to HgS, Hg’
or with no Hg (K)
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Slika 43: Stevilo kopij merA gena pri sevu, ki ni tvoril niti cianida niti sideroforov, izpostavljenemu
HgS, Hg® ali brez Hg (K)

Figure 43: The number of the merA gene copies in strain, which did not form neither cyanide nor
siderophores, exposed to HgS, Hg® or with no Hg (K)

Pri sevu, ki je sintetiziral siderofore, se je ekspresija gena pri vzorcih izpostavljenih Hg
pokazala Sele po 22 h inkubaciji. Med vzorcem Hg® in kontrolo je statisti¢no znacilna

87



Kova¢ Virsek M. Selekcijski pritisk biolosko nedostopnega Zivega srebra na ohranjanje mer operona v mikrobnih zdruzbah.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

razlika v ekspresiji genov. Pri vzorcu HgS je bila ekspresija statisticno znacilno vecja
od kontrole, ni pa bila statisti¢no znagilno razli¢na od vzorca Hg? (Slika 42).

Ekspresije gena merA pri sevu, Ki ni sintetiziral niti cianida niti sideroforov, ni bilo. Po
22 h inkubaciji smo sicer zaznali ekspresijo merA gena v primerjavi z ostalimi
inkubacijskimi Casi, toda koncentracija le tega se ni statisticno znacilno razlikovala od
koncentracije merA gena pri kontroli (Slika 43).

4.3.3 Vpliv Hg rezistentnega in Hg nerezistentnega cianidnega producenta na
biolosko pretvorbo Hg’ — neposredni kontakt

4.3.3.1 Rezultati meritev BDHg

Koncentracije BDHg pri HgR+ in HgR- cianidnem producentu so naraséale s ¢asom
inkubacije in dosegle svoj vrh pri 22 h inkubaciji. Prav tako je vrh pri 22 h inkubaciji
dosegla kontrola (KB s HgP), pri kateri sicer koncentracije BDHg niso naraicale
linearno s Casom inkubacije. Rezultati vseh vzorcev so po 22 h inkubaciji podobni, brez
statisti¢no zna¢ilnih razlik. Hitrost rasti HgR+ seva v gojis¢u s Hg? je skokovito narastla
med 3 h in 6 h inkubacijo in se po 6 h ponovno upocasnila. Rast Hg- seva v gojiscu s
Hg0 pa je Ze od samega zacetka padala in pri 6 h ni bilo ve€ mogoce zaznati zivih celic
(Slika 44).

Koncentracije cianida pri HgR- sevu izpostavljenem HgP so z inkubacijo padale skupaj
s padanjem rasti seva. Pri HgR+ sevu izpostavljenem Hg’, se koncentracije cianida niso
statisticno znacilno spreminjale s ¢asom inkubacije, v primerjavi s kontrolo, kjer je
koncentracija cianida nara$cala skupaj z rastjo bakterije (Slika 45).
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Slika 44: Koncentracije BDHg in stevilo kolonij (CFU/ml) HgR+ in HgR- cianidnih producentov,
neposredno izpostavljenih Hg® v §tirih ¢asovnih intervalih

Legenda: Stolp¢ni graf se nanaSa na HgCl, concentracije, ¢rtni pa na CFU vrednosti

Figure 44: BAHg concentration and the number of colonies (CFU/ml) of HgR+ and HgR- cyanide
producers, directly exposed to Hg" in four intervals

Legend: Bar graph refers to the HgCl, concentrations, line graph refers to the CFU values

Rezultati BDHg za HgR+ in HgR- seva, ki ne sintetizirata niti cianida niti sideroforov,
prikazujejo statisticno neznacilne razlike s kontrolo izpostavljeno Hg0 (NB s Hg?), razen
rezultatov po 6 h inkubaciji. Rasti HgR+ seva v HgP ni bilo zaznati in po 22 h inkubaciji
ni bilo ve¢ Zivih celic. Pri HgR- sevu se je rast ustavila takoj po izpostavitvi Hg® in Ze
po 3 h inkubaciji na gojitvenih ploS¢ah ni zrasla nobena kolonija (Slika 46).
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Slika 45: Koncentracije cianida in $tevilo kolonij (CFU/ml) pri HgR+ in HgR- sevih, izpostavljenih
Hg°

Legenda: Stolpéni graf se nanasa na concentracije cianida, ¢rtni pa na CFU vrednosti

Figure 45: Cyanide concentrations and the number of colonies (CFU/ml) of HgR+ and HgR-
strains, exposed to Hg"

Legend: Bar graph refers to the cyanide concentrations, line graph refers to the CFU values
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Slika 46: Koncentracije BDHg in Stevilo kolonij (CFU/ml) HgR+ in HgR- sevov brez produkcije
cianida neposredno izpostavljenih Hg® v $tirih asovnih intervalih

Legenda: Stolpéni graf se nanasa na concentracije HgCl,, ¢rtni pa na CFU vrednosti

Figure 46: BAHg concentrations and the number of colonies (CFU/ml) of HgR+ and HgR- strains
without cyanide production, directly exposed to Hg® in four time intervals

Legend: Bar graph refers to the HgClI, concentrations, line graph refers to the CFU values
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Rezultati HgR+ in HgR- cianidnih producentov inkubiranih s HgS kazejo na to, da je le
HgR+ sev sposoben pretvoriti HgS v BDHg. Pri vzorcih gojis¢éa BDHg ni bilo mogoce
izmeriti. Pri HgR- sevu pa smo zaznali le zelo majhne (3 pg/l) koncentracije BDHg po
22 h inkubaciji. Rast bakterij je bila pri HgR+ sevu brez dodanega HgS najhitrejsa, pri
preostalih pa je bila priblizno enaka (Slika 47).
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Slika 47: Koncentracije BDHg in S$tevilo kolonij (CFU/ml) HgR+ in HgR- cianid producirajo¢ih
sevov, neposredno izpostavljenih HgS v §tirih ¢asovnih intervalih

Legenda: Stolpéni graf se nanasa na concentracije HgCl,, ¢rtni pa na CFU vrednosti

Figure 47: BAHg concentrations and the number of colonies (CFU/mI) of HgR+ and HgR- cyanide
producing strains, directly exposed to HgS in four time intervals

Legend: Bar graph refers to the HgCl, concentrations, line graph refers to the CFU values

Pri izpostavitvi cianidnih producentov HgS se koncentracije cianida pri HgR- sevu niso
razlikovale od kontrole, pri HgR+ sevu pa so bakterije ob prisotnosti HgS za ve¢ kot za
4x povecale sintezo cianida v primerjavi s kontrolo (Slika 48).

Rezultati HgR+ in HgR- sevov, ki ne sintetizirata cianida, prikazujejo ve¢ 100x nizje
koncentracije BDHg v primerjavi s cianidnim producentom. Koncentracija BDHg pri
HgR+ sevu je pri 3 h inkubaciji presegla vrednosti koncentracije BDHg kontrole in
nato narascala do 22 h inkubacije skupaj z rastjo bakterije. Pri HgR- sevu se
koncentracije BDHg niso vidno spreminjale s casom inkubacije in rastjo bakterije (Slika
49).
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Slika 48: Koncentracije cianida in $tevilo kolonij (CFU/ml) pri HgR+ in HgR- sevih izpostavljenih
HgS

Legenda: Stolpéni graf se nanasa na concentracije cianida, ¢rtni pa ha CFU vrednosti

Figure 48: Cyanide concentrations and the number of colonies (CFU/ml) of HgR+ and HgR-
strains, exposed to HgS

Legend: Bar graph refers to the cyanide concentrations, line graph refers to the CFU values
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Slika 49: Koncentracije BDHg in $tevilo kolonij (CFU/ml) HgR+ in HgR- cianid neproducirajoc¢ih
sevov, neposredno izpostavljenih HgS v §tirih ¢asovnih intervalih

Legenda: Stolpéni graf se nanasa na concentracije HgCl,, ¢rtni pa na CFU vrednosti

Figure 49: BAHg concentrations and the number of colonies (CFU/mI) of HgR+ and HgR- cyanide
non-producing strains, directly exposed to HgS in four time intervals

Legend: Bar graph refers to the HgClI, concentrations, line graph refers to the CFU values
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4.3.3.2 Vpliv koncentracije zivega srebra na sintezo in meritev cianida pri Hg
nerezistentnem bakterijskem sevu

Z namenom, da bi ugotovili, pri katerih koncentracijah Hg nerezistenten sev Se
sintetizira cianid in pri katerih koncentracijah Hg se pokaze vpliv Hg na meritev
koncentracij HCN, smo rasto¢i sev HgR-HCN+ in supernatant stacionarne kulture tega
istega seva izpostavili razlicnim koncentracijam HgCl,. Rezultate rastocega seva smo
analizirali po 4 h inkubaciji.

Rezultati vpliva koncentracije HgCl, na sintezo cianida prikazujejo, da koncentracija 5
uM negativno vpliva na rast bakterije in posledicno je bila pri tej koncentraciji
izmerjena manjsa koncentracija cianida. Pri vzorcu prekono¢nega gojisca, ki je vseboval
priblizno 50 uM cianida, pa se je koncentracija cianida v gojis¢u zmanjsala pri 0,5 uM
HQCl,. Iz rezultatov lahko sklepamo, da je koncentracija HgCl,, ki negativno vpliva na
rast bakterije in s tem na sintezo cianida nekje v obmoc¢ju med 0,5 in 5 uM (Slika 50).
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Slika 50: Koncentracije cianida in $tevilo celic (CFU/ml) v odvisnosti od koncentracije HgCl,

Figure 50: The concentration of cyanide and the number of cells (CFU/ml) as a function of HgCl,
concentration
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5 RAZPRAVA

5.1 VPLIV BIOLOSKO NEDOSTOPNIH OBLIK ZIVEGA SREBRA NA
POJAVLJANJE BAKTERIJ ODPORNIH NA ZIVO SREBRO V REKI IDRIJCI

Onesnazenost okolja z zivim srebrom se najveckrat ocenjuje s kemijskimi meritvami
zivega srebra v vzorcu vode, zemlje ali sedimenta, redkeje tudi z meritvami z
biosenzorji. Kemijske meritve zivega srebra v okolju pokazejo, kako mocno je okolje
onesnazeno s toksi¢no kovino, ne pokazejo pa koliko zivega srebra je biolosko
dostopnega in tako potencialno nevarnega za organizme. Kemijsko lahko sicer
izmerimo Hg”" obliko Zivega srebra, toda le-ta se hitro veZe na npr. organske spojine,
partikulatni material, ali pa vstopa v mikroorganizme, kjer se z mehanizmom rezistence
reducira v Hg’. Zaradi stalno spreminjajodega Se stanja Zivega srebra V
biogeokemijskem ciklu, samo s kemijskimi meritvami ne moremo oceniti vpliva
onesnazenja s Hg na organizme. V preteklosti je bilo narejenih nekaj meritev ekspresije
merA gena (Nazaret in sod., 1994; Hines in sod., 2000), ki so dober pokazatelj
trenutnega vpliva zivega srebra na mikroorganizme, saj ekspresijo merA gena sprozijo
le biolosko dostopne oblike Hg (ionski Hg). Dolgoro¢ni vpliv onesnazenosti zivega
srebra na mikrobne zdruzbe pa lahko opazujemo z meritvami koli¢ine merA gena, ki je
direktni pokazatelj stopnje prilagojenosti mikrobne zdruzbe na Zivo srebro v nekem
okolju. Poleg tega so nasi rezultati pokazali, da koli¢ina merA gena moc¢no korelira s
koncentracijo THg v gradientu onesnaZenja od vira onesnaZenja po reki navzdol.
Korelacija se je pojavila v koncentracijskem obmocju med 1 pg/g in 60 pg/g suhe teze
THg (Sliki 19B, 20B). Pri koncentracijah, ki so bile pod 1 pg/g, korelacije ni bilo ve¢
mogoce zaznati. Mer operon naj bi se sicer sprozil Ze pri nizjih koncentracijah Zivega
srebra, kot je 1 pg/g. Vzrok za zabrisano korelacijo v obmocju nizkih koncentraciy Hg
lahko i8¢emo v 1) prisotnosti Se drugih sploSnih mehanizmov rezistence (¢rpanje ionov
1z celice skozi membrano, vezava Hg na povrsino celice, precipitacija s sulfidi in oksidi
na povrsini celice) (Wood in Wang, 1983), ki pri manjsih koncentracijah lazje in bolj
vidno omilijo Hg stres, ter 2) dejstvu, da je velik delez THg v sedimentih v biolosko
nedostopni obliki (Kocman in sod., 2004). Koncentracij v sedimentih sicer ne moremo
direktno primerjati s koncentracijami v biofilmih, ki imajo niZjo gostoto kot sedimenti.
To bi namre¢ vodilo v detekcijo manjSe koli¢ine Hg na volumsko enoto v biofilmih v
primerjavi s sedimenti. Poleg tega se znotraj THg razli¢ne kemijske oblike Hg razli¢no
prerazporejajo med vzorénimi mesti (Zizek in sod., 2011). Rezultati THg in koli¢ine
merA gena se progresivno zmanjsujejo od vira onesnazenja po reki navzdol, kar je lahko
poleg manjSega onesnazenja tudi posledica spreminjanja vrst Hg. V reki Idrijci je bilo
namreé opaZeno, da metilirane oblike Hg nara§¢ajo po reki navzdol (Zizek in sod.,
2011).
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Pri iskanju korelacije med THg in kopijami merA gena je na treh lokacijah prislo do
neskladja. Prvi razkorak se je pojavil na mestu vira onesnazenja in druga dva pri izlivu
odplak iz ¢istilne naprave in komunalnih odplak. Stopnje merA genov na prvih petih
mestih poleg vira onesnazenja so bile precej nizke v primerjavi z visokimi
koncentracijami THg (Sliki 19A, 20A). Ta rezultat lahko razlozimo z neutralno teorijo
(Ofiteru in sod., 2010), ki zagovarja, da se mikroorganizmi iz neonesnazenega obmocja
nad virom onesnaZenja konstantno naseljujejo po reki navzdol na onesnazena mesta,
kljub temu, da tam ne delujejo optimalno. Predvidevamo, da je ravno zaradi tovrstnih
migracij mikroorganizmov v naSem primeru na viru onesnazenja manjsa koli¢ina merA
gena. Poleg tega smo zaznali zelo hiter upad koncentacije THg v zgolj nekaj metrih po
reki navzdol, kar je prav tako vpliv vodnega toka neonesnazene vode iz dela reke nad
virom onesnazenja, oziroma mes$anja te vode z onesnazeno vodo na mestu onesnazenja
(Turner in Lindberg, 1978).

Naslednja dva faktorja, ki sta negativno vplivala na korelacijo med THg in kopijami
merA gena, sta izliv Cistilne naprave (vzoréno mesto P3) in izliv iz kanalizacijskega
sistema (P7). Na teh mestih smo zaznali poveCane koli¢ine merA gena in majhne
koncentracije THg (Sliki 19A, 20A). Za tovrstne okoljske niSe je znacilno, da se v njih
naseljujejo mikroorganizmi s povecano antibiotsko rezistenco in posledi¢no rezistenco
na kovine (Harnisz, 2013). Znano je namre¢, da se rezistenca na kovine med
mikroorganizmi prenaSa skupaj z rezistenco na antibiotike, saj sta ti dve rezistenci
obicajno zapisani na skupnem plazmidu ali transpozonu (Summers in sod., 1993;
Ferreira da Saliva in sod., 2007; Baker-Austin in sod., 2006). V Idriji je seveda
pri¢akovano, da so odpadne vode iz ¢istilne naprave gosto naseljene s Hg odpornimi
mikroorganizmi, ki se $¢ dodatno obogatijo v ¢&istilni napravi. Ceprav je znano, da se
koli¢ina bakterij pri procesu ¢iséenja odpadnih voda zmanjsa za 99 %, iztoki $e vedno
vsebujejo ved kot 10° CFU/ml bakterij, kar je $e vedno dovolj, da vidno vplivajo na
mikrobno zdruzbo poleg iztoka (Korzeniewska in Harnisz, 2012). Ta ucinek se je sicer
vV nasem primeru izgubil ze po 0,5 do 1 km razdalje od distilne naprave, kar je bilo
opazeno tudi v drugih raziskavah (Batt in sod., 2006; Middleton in Salierno, 2012).
Predvideva se, da mikroorganizmi iz Cistilnih naprav tezko prezivijo v naravnem okolju
(Geldreich in Litsky, 1976; Haller in sod., 2009).

Ceprav zgradba bakterijske zdruzbe obi¢ajno korelira s koncentracijami kovin v
biofilmih (Ancion in sod., 2013), in bi smatrali, da se mikrobne zdruzbe v onesnazenih
okoljih ohranjajo zaradi rezistenénih mehanizmov znotraj zdruZbe in posledi¢no razvoja
mikrobne zdruzbe odporne na onesnazenje, se je v nasem primeru izkazalo drugace. Na
viru onesnazenja ni bilo mogoce zaznati nobene specificne zdruzbe (Slike 14A, B, C).
Zdruzbe so se spreminjale z vzorcCenji. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi drugi
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raziskovalci, ki so spremljali fizikalno kemijske ucinke, ali pa ufinke onesnazenja na
mikrobne zdruzbe s profiliranjem zdruzb (Kandeler in sod., 2000; Bouskill in sod.,
2010; Lapanje in sod., 2007), ali hitrim paralelnim sekvenciranjem (Lapanje in sod.,
2010; Vishnivetskaya in sod., 2011). U¢inke onesnaZenja je na epilitsko mikrobno
zdruzbo tezko ovrednotiti, saj na njeno kolonizacijo in razvoj biofilmov vplivajo
najrazli¢nejsi dejavniki, kot so: vodni tok, velikost kamnov, zgradba povrsine in sestava
kamnov, tip in koli¢ina organskega materiala, temperatura, pH in koli¢ina kisika
(Guasch in sod., 2010).

Gradientne meritve in iskanje korelacije med THg in merA genom smo izvedli v pozno
poletnem casu. Odlocitev je bila sprejeta na podlagi Hg tokov, intenzivnosti vodnih
tokov in razvoja zdruzbe. V cCasu poznega poletja so bile izmerjene najvisje
koncentracije THg v razlicnih okoljih (Covelli in sod., 1999, 2006; Razavi in sod.,
2013; Balogh in sod., 1996). V Soci, v katero se Hg izliva iz reke Idrijce, koncentracije
Hg naras¢ajo od zime do poznega poletja (Covelli in sod., 2006). Po predhodnih
raziskavah (Kocman in sod., 2011; Covelli in sod., 2006) se najve¢ materiala
prerazporeja po reki ob ekstremnih hidrometeoroloskih pogojih, ko se Zivo srebro
prerazporeja tudi iz sedimentov na re¢nih bregovih. V reki Idrijci se ponavljata dva
ekstremna dogodka, daljse ¢asoven visok vodostaj spomladi zaradi taljenja snega (med
marcem in junijem) in kratek, toda bolj intenziven jesenski visok vodostaj v oktobru in
novembru. Ti dogodki visokega vodostaja imajo velik ucinek tudi na vrstno sestavo
biofilmov in zameglijo u¢inek onesnazenja s Hg. Analiza mikrobne zdruZzbe pri zimskih
vzorcih je pokazala zelo skréeno UPGMA drevo (Slika 14A), kar nakazuje, da se
mikrobne zdruzbe med vzorénimi mesti niso zelo razlikovale. Zaradi upada ekstremnih
razmer Cez poletje, so tudi veje UPGMA drevesa pri pozno poletnem vzorcenju bolj
razpotegnjene (Slika 14C).

Pri sezonskem vzorCenju vode je bila koli¢ina merA genov v skladu z meritvami
raztopljenega THg in partikulatnega THg, ki so jih izmerili Zizek in sod. (2011),
medtem ko tega ni bilo zaznati pri vzorcih biofilma. THg je namre¢ v vseh letnih ¢asih
najve¢ na viru onesnazenja, merA genov v biofilmih pa ne. Razlog lahko ponovno
iS¢emo v vecjih stopnjah imigracije bakterij nad virom onesnazenja, Se posebno v
zgodnje poletnem obdobju, ko so Se prisotni visoki vodostaji.

Korelacija se je pojavila tudi med Stevilom rezistentnih bakterij in koli¢ino merA genov,
kar ponovno podpre nase spoznanje, da lahko dolo¢imo PICT (z onesnazenjem
povzroceno toleranco zdruzbe) na podlagi kvantifikacije gena. Analiza kulturabilnih
bakterij je sicer precej pristranska, saj vemo da mnogi mikroorganizmi niso kulturabilni.
V naSih rezultatih so v vzorcih biofilmov in vode prevladovale bakterije rodu
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Pseudomonas. Pseudomonade so sicer bakterije, ki so najpogosteje izolirane z gojenjem

.....

(Molina in sod., 2000).

5.2 VPLIV BAKTERIJ NA POVECANO KOLICINO BIOLOSKO DOSTOPNEGA
ZIVEGA SREBRA V SEDIMENTIH

O vplivu mikroorganizmov na biolosko dostopnost zivega srebra v sedimentih, kjer
prevladujejo biolosko slabo dostopne oblike zivega srebra, je zelo malo znanega.
Sedimenti so kompleksen ekosistem v katerem se prepletajo abiotski in biotski ucinki
na krozenje Hg. Dosedanje raziskave so bile narejene ze pred casom in govorijo le o
pozitivnih uginkih mikroorganizmov na pretvorbe biologko nedostopnega Hg° v
biolosko dostopen Hg®* s procesom oksidacije (Holm in Cox, 1975), medtem ko v
sedimentih prevladuje HgS oblika zivega srebra in je o njegovi mobilizaciji z
mikroorganizmi zelo malo znanega (Baldi in Olson, 1987). Fagerstrom in Jernelov sta
ze leta 1971 ugotovila, da se HgS v aerobnih sedimentih lahko pocasi metilira v metil-
Hg. V raziskavi smo preverili, ali lahko bakterije s svojim neposrednim (procesi na
celicni membrani in znotraj celice), ali posrednim (s sproS¢anjem metabolitov, ki
pospesijo pretvorbe biolosko slabo dostopnih oblik Hg v BDHg) kontaktom s Hg
onesnazenim sedimentom, pomembno pripomorejo k pretvorbam biolosko slabo
dostopnih oblik Hg v BDHg. Rezultati vpliva mikroorganizmov na bioloske pretvorbe
Zivega srebra iz sedimenta so pokazali, da lahko nekateri mikroorganizmi povecujejo
biolosko dostopne frakcije zivega srebra v sedimentih, na posreden in/ ali neposreden
na¢in. Ob preverjanju vpliva izvenceli¢nih produktov nekaterih mikroorganizmov na
koncentracije BDHg v sedimentu, so rezultati izpostavitve supernatanta stacionarnih
bakterijskih  kultur pokazali povecane koncentracije BDHg, v primerjavi s
koncentracijami BDHg v MiliQ vodi. Pri poskusu vpliva izvenceli¢nih produktov na
koncentracije BDHg v vzorcih sedimenta iz Bele, Idrije in Sp. Idrije, so bile poviSane
koncentracije BDHg pri vzorcih bakterij P. aeruginosa, P. fluorescens in E. coli gojenih
v hranilnem gojis¢u (Slika 21). Pri poskusu vpliva izvenceli¢nih produktov na
koncentracije BDHg pri metabolno razlicnih mikroorganizmih, kjer smo vpliv
bakterijskih sekundarnih metabolitov ocenili s primerjavo vzorca s sveZim gojis€em, ki
je bil uporabljen pri posameznem sevu (zaradi pod mejo detekcije izmerjenih
koncentracij BDHg v MiliQ vodi in ocenjenega manjSega vpliva stresanja na oksidacijo
sedimenta), so bile povisane koncentracije BDHg opazne pri: B. atrophaeus, J. lividum,
L. acidophilus, P. fluorescens in P. stutzeri ter v zelo majhnih delezih tudi pri B. subtilis
in R. pisi (Sliki 22, 23). Pri bakterijah rodu Bacillus in Pseudomonas je rezultat nekoliko
podoben studiji Holm in Cox-a (1975), kjer je bilo ze dokazano, da P. fluorescens, P.
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aeruginosa, B. subtilis in B. megaterium oksidirajo Hg®. Toda v nasem sedimentu je
bilo poleg Hg® tudi veliko HgS, ki je celo prevladoval, kar potrjujejo predhodne
raziskave (Kocman in sod., 2004). O oksidaciji HgS z mikroorganizmi je zelo malo
znanega. Znano je le, da lahko bakterija Thiobacillus ferooxidans raztaplja HgS ob
prisotnosti FeSO, (Silver in Torma, 1974). Ve¢ pa je znanega o vplivu
mikroorganizmov na preperevanje mineralov. Bakterije lahko s sproS¢anjem kratko
veriznih mas¢obnih kislin (acetat, oksalat, laktat, citrat, piruvat) in sideroforov
(pseudobaktin, katehol) vplivajo na topnost mineralov (Uroz in sod., 2009). Tudi v
naSem primeru smatramo, da so mikroorganizmi vplivali na preperevanje HgS z
izlo¢anjem: 1) kratko veriznih mas¢obnih Kislin, 2) sideroforov in /ali 3) cianida. Kratko
verizne mascobne kisline s procesom acidifikacije s protoni zniZzajo pH in s tem vplivajo
na izlo¢anje kationov iz mineralov. Siderofori z vezavo na povrs§ino minerala in vezavo
na katione povecajo topnost kationov v mineralih (Uroz in sod., 2009). Cianid pa s
procesom kompleksacije z zivim srebrom (Gomes in sod., 1997) lahko vpliva na
topnost HgS (Shaw in sod., 2006). Vpliv cianidnih producentov je bil sicer prouc¢evan
pri preperevanju granita (Wongfun in sod., 2014). Pseudomonadi sta na topnost HgS
lahko vplivali s spros¢anjem oksalata (Hamel in Appanna, 2003), citrata (Madsen in
Alexander, 1985), piruvata (Wongfun in sod., 2014), glukonata (Wongfun in sod.,
2014), cianida (Blumer in Haas, 2000) in sideroforov (pseudobaktin, pioverdin)
(Miethke in Marahiel, 2007), Bacillus-a s spros¢anjem sideroforov (Wilson in sod.,
2006), J. lividum s spros$¢anjem oksalata (Frey in sod., 2010) in piruvata (Wongfun in
sod., 2014), L. acidophilus spros¢anjem lactata in acetata (Silva in sod., 1987) ter E. coli
s spro§¢anjem acetata (Akesson in sod., 1999).

Poleg omenjenih bakterijskih sevov so se povefane koncentracije BDHg pojavile tudi
pri svezem LB goji$c¢u, izpostavljenem sedimentu iz Idrije. Pri LB gojiS¢u so se pojavile
celo 4x vi§je koncentracije BDHg kot pri NB gojiS¢u. Zanimivo je, da sta Ze Holm in
Cox (1974) ugotovila, da gojidce, ki vsebuje kvasni ekstrakt, in je izpostavljeno Hg’,
absorbira 2x vec zivega srebra kot gojisce brez kvasnega ekstrakta. Sklepala sta, da je za
oksidacijo Hg’ odgovoren organski ogljik, prisoten v kvasnem ekstraktu. V nasem
primeru je bila koncentracija BDHg po 12 h izpostavitvi sedimentu v LB 4x veéja od
koncentracije BDHg v hranilnem gojiscu in le malo ve¢ja od koncentracije BDHg v
MiliQ vodi (Slika 21A). Toda po 36 h izpostavitvi se stanje obrne in je koncentracija
BDHg, v primerjavi z MiliQ in LB, v hranilnem gojis¢u najvecja (v obmocju LB po 12
h) (Slika 21B). Moc¢na oksidacijska sposobnost LB gojisca se je ponovila e v preostalih
dveh poskusih znotraj 2. hipoteze (Sliki 22 — vzorec E.coliG, 24). Organski ogljik je bil
nesterilnemu sedimentu, v katerem se nahajajo poleg Hg® in HgS se druge oblike Hg
(metil-Hg, dimetil-Hg, Hg-POM, Hg-DOM, Hg*"). Zato predpostavljamo, da je na nase
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rezultate poleg kemijske oksidacije zivega srebra vplivalo tudi dejstvo, da je bil
uporabljeni sediment nesterilen. Rast mikroorganizmov pa je bolj pospesilo LB gojisce,
kot pa hranilno gojisée. Hranilno gojis¢e je pocasneje pripomoglo k rasti
mikroorganizmov in oksidaciji Hg, kar je opazno po 36 h izpostavitvi. Ti
mikroorganizmi pa so bili po vsej verjetnosti v veliki meri odporni na Hg, saj je bil
sediment nabran v Idriji pri Kolektorju, kjer so koncentracije Hg najvisje.

Iz zgornjih rezultatov nismo izvedeli, ali ima pri nekem sevu vpliv na bioloSko
pretvorbo Hg sekundarni metabolit s posrednim delovanjem, ali celica z neposrednim
delovanjem. Zato smo na sevih, za katere se je v prvih dveh poskusih izkazalo, da imajo
vpliv na Hg, naredili $e serijo poskusov, kjer smo preverili na¢in delovanja seva na Hg.
Optimizacija protokola je pokazala, da je mogoce izmeriti najvi§je koncentracije Hg pri
direktnem vplivu celic na sediment v primeru, ko usedlino celic zme$amo s sedimentom
nasi¢enem z vodo, brez dodane dodatne koli¢ine vode, NaCl ali gojisca (Slika 29). Tako
smo z optimiziranim protokolom prisli do rezultatov, ki so pokazali, da B. subtilis ne
oksidira Hg niti zunaj niti znotraj celic (Sliki 30, 31), medtem ko B. atrophaeus od vseh
sevov najbolje oksidira Hg znotraj celic (v primeru normalizacije rezultatov na koli¢ino
proteinov, Slika 31). Sledita mu P. fluorescens in P. stutzeri. Slednja se je izkazala za
najuéinkovitejsi sev za privzemanje Hg v celico v primeru normalizacije koncentracije
Hg na stevilo celic (Slika 33). Izkazalo se je, da so celice P. stutzeri vsebovale najvecje
koncentracije tako BDHg kot tudi THg. Znano je, da dolo¢ene bakterije vplivajo na
topnost mineralov z oksidoredukcijskimi reakcijami na povrSini minerala z direktnim
kontaktom celiéne membrane s povr§ino minerala. Tak primer je tudi anaerobna
oksidacija elementarnega zvepla in nastanek kovinskih sulfidov pri razli¢nih mineralnih
sulfidih (npr. pirit) (Uroz in sod., 2009). Prepostavljamo, da so tudi B. atrophaeus, P.
fluorescens in P. stutzeri s procesom anaerobne oksidacije lahko pripomogli k
pretvorbam HgS v BDHg.

Nacin, s katerim smo ocenili vpliv bakterijskih celic na povecevanje BDHg, je bila
meritev luminiscence biosenzorskih celic. Z biosenzorskimi celicami smo lahko merili
le ionsko, bioloSko dostopno obliko Hg. Tovrstni biosenzorji imajo lahko zelo nizko
mejo detekcije, celo 0,1 fM (Virta in sod., 1995). V nasem primeru je bila meja
detekcije pri 0,06 pM. Ker je znano, da se cinabarit in Hg’ lahko oksidirata Ze z
abiotskimi dejavniki, smo v poskusu izpostavili sedimentu tudi MiliQ vodo. V poskusu
vpliva bakterijskih izvenceli¢cnih produktov na povecanje biolosko dostopne frakcije
zivega srebra v sedimentih smo po 12 h izpostavitvi v MiliQ vzorcu izmerili kar visoke
koncentracije BDHg (6 pg/l), pri ¢emer so bile koncentracije izmerjene v sedimentih iz
Idrije vecje, kot v sedimentih iz Sp. Idrije. To nam ponovno potrdi ze dobro znano
dejstvo 0 najvecji onesnazenosti okolja s Hg v Idriji, dokazano s kemijskimi in
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genetskimi analizami (Sliki 19, 20). Na drugi strani pa so bile pri poskusu vpliva po
metabolizmu razlicnih mikroorganizmov na povecanje bioloSko dostopne frakcije
Zivega srebra v sedimentih koncentracije BDHg pod mejo detekcije. Predpostavljamo,
da je do omenjene razlike prislo zaradi razli¢nega postopka izvedbe poskusa. V drugem
poskusu so se namre¢ vsi vzorci stresali na 3-D rotacijskem stresalniku s hitrostjo 60
rpm, v primerjavi s prvim poskusom, Kjer so se vzorci stresali pri 1500 rpm. Vecja kot
je hitrost stresanja, ve¢ kisika prihaja v vzorec in pride do vec¢je kemijske oksidacije
Zivega srebra. Na naraS¢ajo¢o stopnjo oksidacije HgS s povecevanjem hitrosti stresanja
so opozorili tudi Barnett in sod. (2001). Iz tega sledi, da je v naravi zelo malo biolosko
dostopne frakcije Hg, ki je mi z nasimi senzorskimi celicami nismo mogli izmeriti.
MozZni vzroki za tako majhno prisotnost BDHg v sedimentih so: 1) hitra vezava Hg2+ na
organske in anorganske spojine; 2) redukcija Hg?* s procesom detoksifikacije z
mikroorganizmi; 3) metilacija Hg** z mikroorganizmi (Barkay in sod., 2003;
Ravichandran, 2004), pri ¢emer je delez metiliranega Hg najmanjSi. Znano je namrec,
da se lahko izmed vsega BDHg metilira le 4 % zivega srebra.

5.3 VPLIV CIANID IN SIDEROFOR PRODUCIRAJOCIH BAKTERIJ NA
BIOLOSKE TRANSFORMACIJE CINABARITA IN ELEMENTARNEGA
ZIVEGA SREBRA

V naravi Zivijo mikroorganizmi, ki si s sproScanjem specificnih sekundarnih
metabolitov (cianid, antibiotiki, siderofori) omogocijo lazje prezivetje v doloCenem
okolju. S sekundarnimi metaboliti si lahko omogocijo lazje privzemanje za rast
pomembnih snovi iz okolja (siderofori), ali pa onemogocijo rast njim $kodljivih ali celo
drugim organizmom S$kodljivih mikroorganzmov v svoji okolici (cianid, antibiotiki)
(Haas in Defago, 2005). Mikroorganizme, ki sintetizirajo cianid, so nasli v
sladkovodnem in zemeljskem okolju (Castric K. F. in Castric P. A., 1983). Najbolj
preucevani so mehanizmi zaviranja rastlinskih patogenov (bakterijskih in glivnih) v
rizosferi (Haas in Defago, 2005; Schippers in sod., 1987; Zdor in Anderson, 1992). Ker
nas je zanimala prisotnost cianogenih mikroorganizmov v okolju onesnazenem z Zivim
srebrom, smo z gojitvenimi tehnikami preverili deleze mikroorganizmov, ki sintetizirajo
cianid v reki Idrijci. Izkazalo se je, da v okolju s pove€anim onesnaZenjem z Zivim
srebrom (vzoréni mesti Idrija in »dimnik«), zivi tudi vecji delez Hg rezistentnih
mikrooganizmov, Ki sintetizirajo cianid in cianid ter siderofore skupaj (Slika 36). Oba
sekundarna metabolita sta znaCilna za bakterije rodu Pseudomonas, Ki so tudi v reki
Idrijci najSteviléneje zastopane (filogenetska analiza, Sliki 16 in 17). Medtem pa so bili
Hg rezistentni mikroorganizmi, ki niso sintetizirali nobenega izmed omenjenih
sekundarnih metabolitov, najbolje zastopani na manj onesnaZenih vzor¢nih mestih
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(Bela, Sp. Idrija). Pomena cianidnih producentov v okolju onesnazenem z zivim
srebrom ni preuceval $e nih¢e. Rezultati nase raziskave so pokazali, da imajo cianidni
producenti, ki so rezistentni na Zivo srebro, pomembno vlogo v biogeokemijskem ciklu
Zivega srebra, saj vplivajo tako na topnost Hg’ kot HgS. Posredna izpostavitev (z
dializno vrecko) Hg rezistentnega cianidnega producenta Hg® je pokazala linearno
postopno zvisevanje koncentracij BDHg (Slika 37), ki so pri najdaljsi ¢asovni inkubaciji
za veC kot 2x presegle koncentracije BDHg, ki so se tvorile pri kontroli, zaradi
kemijskih (organske snovi, dovod kisika) in/ ali fizikalnih dejavnikov (stresanje). Pri
tem se je pojavila tudi ekspresija merA gena, ki je bila najvecja ob 7 h inkubaciji, po 22
h pa je ze upadla na racun propadanja bakterijske kulture. Koncentracije cianida se niso
med inkubacijami razlikovale od kontrole. 1z tega sklepamo, da bakterije ob stiku s Hg®
ne povecajo produkcije cianida, ampak ga sintetizirajo ne glede na koncentracije zivega
srebra v okolju. Toda posledi¢no cianid, ki pride v stik s Hg®, z njim reagira, pri ¢emer
nastane BDHg, ki pri Hg rezistentnih mikroorganizmih aktivira mer operon. Do razlik v
koncentracijah cianida ni prislo, ker je sinteza cianida regulirana s sistemom
»zaznavanja celiéne gostote« (quorum sensing) (Pearson in sod., 1997; Pesci in sod.,
1997). Bakterije s sintezo cianida nehote vplivajo na topnost Hg®, pri emer povecujejo
koncentracije BDHg, ki pa predstavljajo toksicno okolje za nerezistentne
mikroorganizme. Sicer se je v poskusu neposredne izpostavitve mikroorganizmov Hg’
izkazalo, da je Hg® v visokih koncentracijah toksiGen tudi za rezistentne necianidne
producente. V naem poskusu, kjer so bile koncentracije Hg® visoke, je prezivel le
rezistenten cianidni producent, kar kaze na mo¢no kompeticijsko prednost rezistentnih
mikroorganizmov, ki sintetizirajo cianid, v okolju onesnazenem s Hg. Kompeticijsko
prednost jim najverjetneje omogocata dve lastnosti: 1) sposobnost cianida za vezavo na
prehodne kovine (Penneman in Jones, 1961; Gomes in sod., 1997) in 2) rezistenca na
Hg. Cianid zaradi svoje sposobnosti kompleksacije kovin raztaplja Hg®, pri cemer
nastaja Hg**. Nekaj Hg®* se veze nazaj s cianidom, saj je znano, da Zivo srebro reagira z
v vodi raztopljnim cianidom in tvori razliéne HgCN komplekse ((Hg(CN)4, Hg(CN)3',
Hg(CN).CI', Hg(CN3Cl)) (Penneman in Jones, 1961; Gomes in sod., 1997). V nasi
raziskavi smo pokazali, da se pri 50 uM HgCl, veze ravno 50 uM cianida (Slika 50).
Preostali Hg®* pa bakterije reducirajo z mer operonom. V nasSem primeru se je izkazalo,
da mehanizem rezistence pri visokih koncentracijah Hg® ne omogo&i preZivetja
bakteriji, prav tako ni mogla preziveti nerezistentna bakterija, ki je sintetizirala cianid.
Iz tega sklepamo, da cianid pomembno pripomore k preZivetju bakterij v okolju mocno
onesnazenem s Hg’.

Na drugi strani se je ob neposredni izpostavitvi (brez dializne vrecke) Hg rezistentnega

mikroorganizma cinabaritu izkazalo, da bakterije ob stiku s HgS povecajo koncentracije
BDHg za ve¢ kot 60x (Slika 47). Toda v nasprotju z izpostavitvijo Hg’, v tem primeru
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bakterija poveca tudi produkcijo cianida za ve¢ kot 4x v primerjavi s kontrolo (Slika
48). 1z kemijskih poskusov je znano, da raztopina CN moc¢no povecéa topnost cinabarita
(Shaw in sod., 2006). Predvidevamo, da regulacija sinteze cianida v tem primeru ne
poteka zgolj s sistemom »zaznavanja celi¢ne gostote« (quorum sensing), ampak Se z
nam neznanim mehanizmom, Ki je reguliran nad omenjenim mehanizmom. Indukcijo
sinteze cianida bi lahko v tem primeru spodbudile npr. produkcija reaktivnih kisikovih
spojin, ali pa poskodbe celic. Predpostavljamo, da bakterije s spro$¢anjem cianida
povecujejo topnost cinabaritu, s ¢imer se povecujejo koncentracije BDHg. Posledi¢no
cianidni producenti s tem ustvarjajo toksi¢no okolje za nerezistentne organizme, za
katere sam HgS ni toksi¢en, kar kaZejo tudi nasi rezultati (Sliki 47 in 49).

Na topnost Hg® ali HgS vpliva tudi kontakt celic z omenjenima oblikama Hg. Pri
posredni izpostavitvi rezistentnega cianidnega producenta cinabaritu ni prislo do
nikakr$nega ucinka, saj po vsej Vverjetnosti cianid, ki so ga sintetizirale bakterijske
celice, ni imel moznosti za kompleksacijo s HgS preko dializne vrecke. Medtem je pri
enaki izpostavitvi istega seva Hg® prislo do transformacij Hg® v BDHg, le-te pa so bile
ve€ kot 20x manjSe kot pri neposredni izpostavitvi enaki koli¢ini Hgo. Rezultati kazejo
na to, da bakterije z direktnim kontaktom bistveno bolj pripomorejo k pretvorbam Hg, v
primerjavi s kontaktom preko dializne vrecke, zaradi Cesar je tudi toksi¢nost za celice
veja. Rezistenten necianidni producent je ob posredni izpostavitvi imel namre¢ celo
pospeseno rast, medtem ko je pri neposredni izpostavitvi propadel. Pri posredni
izpostavitvi pore v dializni vrecki postopoma prepuscajo manjSe koli¢ine ionov Hg, ki
jih bakterija sproti reducira preko mer operona in ji tako ne predstavljajo nevarnosti.
Enak ucinek je viden tudi pri rezistentnem cianidnem in siderofornem producentu.

Razlika med posredno in neposredno izpostavitvijo je bila opazna tudi pri izpostavitvi
gojiséa Hg’. Pri posredni izpostavitvi so bile koncentracije BDHg za vse intervale
izpostavitve priblizno enake (Sliki 37, 39). Pri rezultatih neposredne izpostavitve
gojis¢a KingB HgO pa se kaZejo razlike v koncentracijah BDHg s casovnimi
inkubacijami (Slika 44). Po 3 h in 6 h inkubaciji se je namre¢ pojavil upad koncentracije
BDHg, glede na koncentracije po 1 h in 22 h inkubaciji. Ta pojav bi lahko pripisali
trenutni  oksidirajo¢i aktivnosti gojis¢a KingB po 1 h inkubaciji, ki ji sledi
kompleksacija BDHg z organskimi komponentami gojis¢a. Po 6 h pride do nasi¢enja.
Zaradi zaprtega sistema in stresanja je po 22 h oksidacija $e vedno vecja od redukcije.
KingB namre¢ vsebuje veliko koli¢ino peptona, ki lahko tako kot kvasni ekstrakt
oksidira Hg® zaradi velike vsebnosti organskih spojin (Holm in Cox, 1974). V
bakterijski kulturi do kemijske oksidacije ne pride, saj mikroorganizmi organske snovi
porabijo za svojo rast. Tako koncentracija BDHg linearno narasca z rastjo bakterijske
kulture.
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Bakterija, ki sintetizira siderofore, je ob posrednem kontaktu s HgS ali Hg® prenehala
sintetizirati siderofore v primerjavi s kontrolo, kjer je bila sinteza sideroforov visoka.
Koncentracije BDHg so se sicer povecevale s ¢asom inkubacije, vendar verjetno na
racun rezistence mikroorganizma. Tako vpliva sideroforov na povecanje bioloske
dostopnosti HgS in Hg® nismo ugotovili. Predpostavljamo dva razli¢na mozna vzroka,
zaradi katerih bakterija ni sintetizirala sideroforov: 1) redoks aktivnost Hg in 2) napaka
v delovnem postopku. Zivo srebro je v vodnem mediju zelo redoks aktivno, pri ¢emer
se tvorijo reaktivne Kisikove spojine. Le-te pa negativno vplivajo na produkcijo
sideroforov. Po drugi strani pa dopus¢amo tudi moznost, da je prislo v delovnem
postopku do napake. Iz literature je namre¢ znano, da se pri P. aeruginosi ob prisotnosti
tezkih kovin zmanj$a sinteza sideroforov za ve¢ kot polovico, pri P. fluorescens pa
ostane priblizno enaka. Poleg tega so poskusi tudi pokazali, da omenjeni bakteriji ne
zmanj$ata sinteze sideroforov ob prisotnosti Zeleza, skupaj s tezkimi kovinami v gojis¢u
(Braud s sod., 2006), kar se sicer zgodi ob dodatku samega zeleza gojis¢u. Pri poskusu
smo zagotovili steklovino, o¢isc¢eno s kislino, in minimalno gojis¢e. Glede na to, da je
kontrola sintetizirala siderofore in da se le-ti niso sintetizirali pri kulturah z dodanim
HgS ali Hg’, sklepamo, da je bilo lahko Zelezo vneeno v gojisée ob dodajanju
omenjenih kovin v dializno vre¢ko. V HgS je bilo lahko vneseno dovolj Zeleza Ze s
tehtanjem HgS z Zelezno spatulo. Pri Hg” pa je bila tezava Ze v izvorni kovini, ki ni bila
popolnoma ¢ista. Tako iz danih rezultatov ne moremo podati nikakrSnega zakljucka.
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6 SKLEPI

Kvantitativna detekcija merA gena v biofilmih reke Idrijce je pokazala visoko korelacijo
s koncentracijami THg v koncentracijskem obmo¢ju med 1 pg/g in 60 ug/g suhe teze.
Sklepamo, da lahko mikroorganizmi v biofilmih, v obmoc¢ju onesnazenem z zivim
srebrom, razvijejo z onesnazenjem povzro¢eno toleranco zdruzbe (PICT). Biofilmska
zdruzba je v primerjavi s planktonsko staticna, zaradi Cesar je pod vecjim vplivom
razli¢nih vrst zivega srebra, ki se lahko pretvarjajo znotraj biofilmov, kar vodi v
selekcijo rezistentnih celic.

Na prisotnost merA gena v re¢nih biofilmih lahko poleg zivega srebra vplivajo razli¢ni
dejavniki, ki negativno vplivajo na korelacijo med THg in Stevilom kopij gena merA.
Sklepamo, da na korelacijo negativno vplivajo selitve mikrobnih zdruzb iz
neonesnazenih podroc€ij na onesnazena z vodnim tokom, izlivi komunalnih odplak in
iztoki iz Cistilnih naprav.

Analiza mikrobnih zdruzb med razli¢nimi letnimi Casi je pokazala, da se na viru
onesnazenja ni razvila nobena specificna mikrobna zdruzba. Sklepamo, da je ucinke
onesnazenja na epilitsko mikrobno zdruzbo tezko ovrednotiti, saj na njeno kolonizacijo
in razvoj biofilmov vplivajo najrazlicnejSi dejavniki, kot so: vodni tok, velikost
kamnov, zgradba povrSine in sestava kamnov, tip in koli¢ina organskega materiala,
temperatura, pH in koli¢ina kisika.

Raziskava vpliva izvenceli¢nih produktov na povefevanje bioloSko dostopne frakcije
zivega srebra v sedimentih iz Idrijce je pokazala, da imajo bakterije Bacillus
atrophaeus, Lactobacillus acidofilus, Janthinobacterium lividum, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Escherichia coli in v
manj$i meri tudi Bacillus subtilis ter Rhizobium pisi, pozitiven vpliv na povecanje
koncentracij BDHg. Sklepamo, da omenjene bakterije vplivajo na povecevanje BDHg s
sproscanjem izvenceli¢nih produktov, ki vplivajo na topnost Zivo srebrovih spojin,
predvsem cinabarita. Taksni izvenceli¢ni produkti so lahko razlicne vrste kratko
veriznih ma$¢obnih kislin, siderofori in/ ali cianid.

Raziskava vpliva neposrednega kontakta celic s sedimentom bogatim s HgS in Hg® na
povecevanje biolosko dostopne frakcije zivega srebra v sedimentih je pokazala, da
imajo bakterije Bacillus atrophaeus, Pseudomonas fluorescens in Pseudomonas stutzeri
pozitiven vpliv na povecanje koncentracij BDHg. Sklepamo, da na povecevanje BDHg
vplivajo z oksidoredukcijskimi procesi na povrsini minerala HgS.
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Cianidni producenti so bili bolje zastopani na mestih onesnazenih s Hg.
Predpostavljamo, da cianid s svojo sposobnostjo kompleksacije tezkih kovin omogoca
bakterijam lazje prezivetje v okolju, onesnazenem s Hg.

Testiranje vpliva Hg rezistentnih cianidnih producentov na topnost Hg® je pokazalo, da
mikrooganizmi ob posrednem kontaktu s Hg® povedajo koncentracije BDHg, pri demer
ne spremenijo sinteze cianida. Poleg tega se v mikroorganizmih poveca ekspresija merA
gena. Iz rezultatov lahko sklepamo, da cianidni producenti s sintezo cianida nehote
vplivajo na topnost Hg’, pri Gemer se povecajo biolosko dostopne frakcije Hg, ki
aktivirajo mer operon.

Testiranje vpliva Hg rezistentnih cianidnih producentov na HgS je pokazalo, da se ob
neposrednem kontaktu celic s HgS koncentracije BDHg v primerjavi s kontrolo
povecajo za veC kot 60x. Poleg tega bakterija poveca produkcijo cianida za 4x.
Sklepamo, da je povefana koncentracija BDHg posledica povecanih koncentracij
cianida. Bakterija, Ki je rezistentna proti Hg, povecuje BDHg s spros¢anjem cianida v
okolje, bogato s HgS. S tem onemogoca rast nerezistentnim bakterijam, medtem ko je
sama zaScCitena pred toksi¢nimi vplivi Hg, saj z mehanizmom rezistence pretvori BDHg
v njej netoksicne oblike Hg (Hg’, metil-Hg).

Bakterije, ki producirajo cianid, so bile zaradi sinteze cianida, ki lahko raztaplja Hg® in
HgS v BDHg, evolucijsko prisiljene v hitrejsi razvoj rezistence proti Hg. Posledi¢no so
v takem okolju kompeticijsko uspesnejse, kar vodi v pozitivno selekcijo HgR sevov. Po
drugi strani pa cianid producirajoCe bakterije povzrocajo negativno selekcijo sevov, ki
ne sintetizirajo cianida. Ti sevi namre¢ Kljub rezistenci na Hg ne prezivijo pri visokih
koncentracijah Hg.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1 POVZETEK

Zivo srebro (Hg) je v naravnem okolju v veliki meri biolosko tezko dostopno. Taksne
oblike Zivega srebra so cinabarit (HgS), elementarno Zivo srebro (Hgo) in Zivo srebro
vezano s partikulatnim materialom (Hg-POM) in raztopljenim organskim materialom
(Hg-DOM). V reki Idrijci je cinabarit prevladujoca oblika Hg, ki ji sledi elementarno
zivo srebro. V prvem delu naloge nas je zanimalo, ali je kljub prevladujo¢im biolosko
slabo dostopnim ali celo nedostopnim oblikam Zivega srebra (Hg®, HgS, Hg-POM, Hg-
DOM) selekcijski pritisk dovolj velik, da je koli¢ina nedostopnih oblik Zivega srebra v
korelaciji s koli¢ino bakterij odpornih na zivo srebro. Iz mikrobnih zdruzb v biofilmih
reke Idrijce smo izolirali DNA in s kvantitativnim PCR dolocili koncentracije merA
gena v vzorcih gradienta onesnazenja z zivim srebrom. Koncentracije gena merA so bile
v koncentracijskem obmocju med 1 pg/g in 60 pg/g suhe teze v Kkorelaciji s
koncentracijami THg (R* = 0,94). Na korelacijo pa lahko negativno vplivajo &loveski in
abiotski dejavniki. Ugotovili smo namrec¢, da na koli¢ino merA gena vpliva vodni tok, ki
prinasa mikroorganizme iz neonesnazenih podro¢ij na onesnazena (neutralna teorija) ter
izlivi komunalnih odplak in ¢istilnih naprav. Poleg tega smo z metodo TTGE analizirali
mikrobne zdruzbe in ugotovili, da na mestu onesnazenem s Hg ne obstaja nobena
specifi¢na zdruzba. Zdruzbe se spreminjajo z letnimi ¢asi in na njihovo vrstno sestavo
vpliva Se veliko drugih okoljskih dejavnikov, ne le onesnazenje s Hg. Sklepamo, da
bakterijske zdruzbe v biofilmih, ki so zaradi svojega pritrjenega nacina zivljenja pod
mocnim vplivom onesnazenja, razvijejo od onesnazenja povzroceno toleranco zdruzbe
(PICT), ki jo lahko dolo¢imo z meritvami kopij merA gena.

V nadaljevanju nas je zanimalo zakaj obstaja korelacija med koncentracijo merA in THg
glede na to, da v reki Idrijci prevladujejo biolosko nedostopne oblike Hg. Ali lahko
bakterije vplivajo na topnost zivega srebra v sedimentih Idrijce z direktnim kontaktom s
sedimentom ali pa morda z izvencelicnimi produkti? Znano je, da lahko nekateri
mikroorganizmi oksidirajo Hg® (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Escherichia coli, Citrobacter sp., Bacillus subtilis in Bacillus megaterium). Oksidacija
naj ne bi potekala s pomogjo encimov, ampak je obiajno rezultat interakcije Hg® z
metabolnimi produkti mikroorganizmov. Ni¢ pa ni znanega o bioloskih transformacijah
HgS. V prvem delu naSe raziskave smo izbrali po metabolizmu razli¢ne
mikroorganizme in jih kot celicno kulturo ali pa supernatant stacionarne kulture
izpostavili sedimentu. Po izpostavitvi smo z biosenzorskimi celicami izmerili
koncentracije BDHg v vzorcih. Ugotovili smo, da so bakterije Bacillus atrophaeus,
Janthinobacterium lividum, Lactobacillus acidofilus, Pseudomonas fluorescens,
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Pseudomonas stutzeri, Escherichia coli in v manjs$i meri tudi Bacillus subtilis in
Rhizobium pisi povecale koncentracije BDHg v vzorcih. Sklepamo, da lahko omenjeni
mikroorganizmi povecujejo biolosko dostopne frakcije Hg s sproS¢anjem kratko
veriznih masc¢obnih Kislin, sideroforov in/ ali cianida. Poleg tega smo tudi celice (brez
gojisca) omenjenih bakterijskih sevov izpostavili direktnemu kontaktu s sedimentom.
Izkazalo se je, da Bacillus atrophaeus, Pseudomonas fluorescens in Pseudomonas
stutzeri privzamejo BDHg v celice. Predpostavljamo, da celice z oksidoredukcijskimi
procesi ob vezavi na povrsino HgS v sedimentih vplivajo na njegovo topnost.

V prvem delu doktorske naloge je bilo dokazano, da v Idrijci prevladujejo bakterije iz
rodu Pseudomonas. To je v naravi sploSno razSirjena skupina bakterij, ki tvori
siderofore, nekatere med njimi pa tudi cianid. Zanimalo nas je, ali lahko bakterije z
izloanjem sideroforov ali HCN, pripomorejo k topnosti Hg® in HgS, in s tem k
povecanju biolosko dostopne frakcije Zivega srebra. Iz reke Idrijce smo izolirali
producente sideroforov in cianida. Ob popisu smo ugotovili, da je na obmocju Idrije,
kjer je onesnaZzenje najveCje, tudi delez rezistentnih cianidnih producenov najvec;i.
Sprva smo izpostavili Hg rezistenten cianidni producent in Hg rezistenten sideroforni
producent elementarnemu Zivemu srebru preko dializne vrecke. Pri izpostavitvi Hg
rezistentnega cianidnega producenta Hg se je koncentracija Hg** povedala, pri demer
bakterija ni spremenila produkcije cianida. Sklepamo, da je cianid vplival na topnost
HgP, pri emer se je sproscal Hg?, ki je povzrogil ekspresijo merA gena. Izkazalo se je,
da bakterije s produkcijo cianida nehote povecujejo koncentracije BDHg, iz Cesar
sklepamo, da so bile v evoluciji prisiljene hitreje razviti rezistenco na Hg. Pri
izpostavitvi siderofornega producenta Hg® pa HgR sev ni produciral sideroforov.
Predpostavljamo, da do sinteze sideroforov ni prislo zaradi moc¢ne redoks aktivnosti Hg.
Reaktivne kisikove spojine, ki pri tem nastanejo, zavrejo sintezo sideroforov in prisilijo
celice v stradanje s Fe. V nadaljevanju smo Hg rezistenten in Hg nerezistenten cianidni
producent izpostavili Hg® in HgS z neposrednim kontaktom (HgS/Hg® v celi¢ni kulturi,
brez dializne vrecke). Ob neposredni izpostavitvi HgR cianidnega producenta HgS so se
prav tako povecale koncentracije Hg?, toda v tem primeru je tudi bakterija pricela
sintetizirati vecje koli¢ine cianida v primerjavi s kontrolo. Bakterija s povefevanjem
spros¢anja cianida povzroca vse vecje raztapljanje cinabarita in s tem toksi¢no okolje za
Hg nerezistentne mikroorganizme. Cianid tako na eni strani povzroa pozitivno
selekcijo Hg rezistentnih cianidnih producentov, na drugi strani pa negativno selekcijo
cianid neproducirajocih mikroorganizmov, tako nerezistentnih kot rezistentnih. Iz
rezultatov lahko povzamemo, da so cianidni producenti kompeticijsko mocnejsi v
okolju onesnaZenem z Zivim srebrom.
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7.2 SUMMARY

Mercury (Hg) is commonly non-bioavailable in the natural environment. Such forms of
mercury are cinnabar (HgS), elemental mercury (Hg®) and mercury bound to particulate
material and to dissolved organic material. In Idrijca river cinnabar is a dominant form
of Hg, followed by elemental mercury. In the first part of the study we were interested
in whether, despite the dominant non-bioavailable forms of mercury (Hg’, HgS, Hg-
POM, Hg-DOM), the selection pressure is large enough that the amount of total
mercury correlates with the amount of bacteria resistant to mercury. DNA was isolated
from microbial communities in river Idrijca biofilms and the concentrations of merA
gene in samples of the mercury gradient pollution were determined using PCR.
Concentrations of merA gene in the concentration range between 1 ug/g and 60 pg/g of
dry weight were in correlation with the concentrations of the THg (R? = 0.94). The
observed correlation, however, can be under a negative impact by anthropomorphic and
abiotic factors. We observed a variation in merA gene amounts in relation to
microorganism inflow from un-contaminated upstream areas to contaminated ones, as
well as in relation to municipal wastewaters and treatment plants outflows. Further on
we analysed microbial communities using the TTGE method, with results indicating
that Hg contaminated areas did not contain a specific community. Such microbial
communities are affected by the seasons and other factors as well as Hg pollution. We
conclude that bacterial communities in biofilms, which are highly exposed to
contamination due to being attached to a surface, develop a Pollution-Induced
Community Tolerance (PICT) that can be determined by measuring merA gene copies.

Further on, we were interested in the cause of the correlation between the merA gene
concentration and THg, regarding the fact that non-bioavailable forms of Hg are
dominant in Idrijca River. Can bacteria affect the solubility of mercury in river Idrijca
sediments by a direct contact with sediment or with extra-cellular products? Some
microorganisms, such as Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Escherichia coli, Citrobacter, Bacillus subtilis and Bacillus megaterium are known to
oxidize Hg®, but biological transformations of HgS are unknown. The oxidation should
not take be enzymatic, but is usually a result of the interactions of Hg® with metabolic
products of microorganisms. Little is known about biological transformation of
cinnabar. In the first part of our study, we have selected microorganisms, differing in
their metabolism. They were exposed to sediment as a cell culture or as a stationary
culture supernatant. After the exposure, concentration of Hg*" in the samples was
measured using the biosensor cells. We found, that the bacteria Bacillus subtilis,
Bacillus  atrophaeus, Janthinobacterium lividum, Lactobacillus acidofilus,
Pseudomonas fluorescens and Psedomonas stutzeri increased the concentrations of Hg”*
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in the samples. We conclude that the above mentioned microorganisms increase the
bioavailable fractions of Hg by releasing short chain fatty acids, siderophore and
cyanide. In addition, cells (without broth) of the mentioned bacterial strains were
exposed to a direct contact with the sediment. It has been shown that Bacillus
atrophaeus, Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas stutzeri are embracing Hg**
into the cells. We conclude that by binding to the surface of HgS in sediments cells
affect it’s solubility with oxidation-reduction processes.

In the first part of the doctoral thesis it was shown that in Idrijca River bacteria of the
genus Pseudomonas are dominating. This is a widespread group of bacteria in nature,
forming siderophores, as well as cyanide by some group members. We were interested
in whether the bacteria can contribute to the solubility of Hg® and HgS, and thus to an
increase in bioavailable fraction of mercury by secretion of siderophores or cyanide.
Siderophores and cyanide producers were isolated from Idrijca River. During the
sampling it was found that the greatest proportion of cyanide producers is located in the
area of town Idrija, where Hg pollution is highest. Firstly, we have exposed Hg resistant
cyanide producer and Hg resistant siderophore producer to elemental mercury using a
dialysis bag. At the exposer of Hg resistant cyanide producer to Hg the concentration of
Hg?* increased, whereby the bacteria did not change the production of cyanide. We
conclude that cyanide has influenced the solubility of Hg° whereby the Hg?* was
released, resulting in the expression of merA gene. When exposing the siderophore
producer to Hg’, the strain did not produce siderophores, probably because of redox
activity of Hg. Further on, Hg-resistant and Hg non-resistant cyanide producers were
exposed to Hg® and HgS by a direct contact (HgS/Hg® in a cell culture, without a
dialysis bag). At a direct Hg resistant cyanide producer exposure to HgS, the
concentration of Hg”* was also increased, but in this case the bacteria also started to
synthesize large quantities of cyanide, compared to a control. By an increasing release
of cyanide bacteria causes an increasing level of dissolution of cinnabar and through
this a toxic environment for Hg non-resistant microorganisms and, consequently, the
selection of resistant determinants. This way the results indicate that cyanide producing
microorganisms are competitively advanced in a Hg polluted environment.
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