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Izolacija bakterijskih
populacija iz zemlji{ta
zaga|enog aromati~nim
ugljovodonicima

Biodegradacija zaga|enih zemlji{ta se vr{i posred-

stvom specifi~nih bakterijskih populacija koje dati

zaga|iva~ mogu da koriste kao jedini izvor uglje-

nika. Metode koje koriste mikroorganizme za degra-

daciju toksi~nih supstanci do manje toksi~nih se

nazivaju bioremedijacijom. U ovom radu uspe{no su

izolovane 3 bakterijske populacije koje su pokazale

rezistentnost ka fenolu i benzinu, kao i mogu}nost

kori{}enja ovih jedninjenja kao izvora hrane. Kori-

{}enjem kombinacije PCR i RFLP metode, dokazano

je da su sve tri izolovane populacije bakterija me|u-

sobno razli~ite. Sekvenciranje 16SrRNK gena dve od

tri izolovane populacije sa razli~itim RFLP profilima

se~enja je pokazalo da izolovane bakterije pripadaju

rodovima Bacillus i Staphylococcus. Dalja istra`i-

vanja se mogu ticati identifikacije tre}e izolovane

populacije, kao i optimizacije procesa bioremedija-

cije sa izolovanim bakterijama, kao i testiranje nji-

hove sposobnosti da degraduju razli~ite aromati~ne

ugljovodonike. Mogu}a primena ovog rada je u bu-

du}oj potencijalnoj remedijaciji kontaminiranih ur-

banih zemlji{ta.

Uvod

Zemlji{ta su danas zaga|ena raznim organskim i
neorganskim zaga|iva~ima. U `ivotnoj sredini je pri-
sutan veliki broj zaga|iva~a, {to je posledica sve vece
primene hemijskih proizvoda u poljoprivredi, usled
~ega dolazi do povecanog zaga|enja zemlji{ta kseno-
bioticima, koji imaju negativan i ireverzibilan efekat
na kvalitet i zdravlje zemlje i organizama iz zemlje
(Andreoni i Gianfreda 2007). Glavni ksenobiotici su

izomeri benzena, toluena, etilbenzena i ksilena (obi-
~no kolektivno ozna~avani kao BTEX). Navedena
jedinjenja su toksi~na i nastaju prosipanjem ben-
zina, gasa, dizel goriva i ostalih petrohemijskih je-
dinjenja iz rezeorvoara u kojima se ~uvaju, i kao
nusprodukt sagorevanja ovih goriva.

Ekolo{ka istra`ivanja su pokazala da organizmi
razli~ito reaguju na zaga|iva~e. U hemijski konta-
miniranom zemlji{tu toksi~na jedinjenja smanjuju
diverzitet mikrobiolo{kih zajednica (Juck et al.
2000; Roling et al. 2002), ~ime dolazi do prolifera-
cije specifi~nih populacija koje zaga|iva~i mogu da
koriste kao jedini izvor ugljenika (Atlas. 1984).

Poslednjih godina pove}ava se interesovanje za
biolo{ke metode koje mogu da pomognu pri otkla-
njanju rizika od organskog zaga|enja u zemlji{tu,
kao i da efektivno uspostave pre|a{nje stanje siste-
ma. Ove metode se zbirno nazivaju bioremedijaci-
jom, i podrazumevaju kori{}enje mikrooragnizama
za uklanjanje ili degradaciju toksi~nih supstanci do
manje toksi~nih ili netoksi~nih. Pri ovom procesu,
mikroorganizmi preko svojih enzima razgra|uju
zaga|iva~e, transformi{u}i ih u netoksi~ne proizvo-
de, ugljen dioksid i vodu (Andreoni i Gianfreda
2007). Upotreba mikroorganizama u remedijaciji je
sve ~e{}a, pre svega zbog ekonomske isplativosti
(Margesin et al. 2003). Margesin i saradnici su
dokazali pozitivnu korelaciju izme|u nivoa konta-
minacije i broja izolovanih genotipova bakterija
sposobnih za degradaciju n-alkana i aromati~nih
ugljovodonika (Margesin et al. 2003).

Filogenetske analize koje se koriste u katalogi-
zaciji bakterija su zasnovane, izme|u ostalog, na
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sekvenciranju 16S rRNK. Bakterijska 16S rDNK je
univerzalno prisutna, i moze se umnoziti u reakciji
lan~ane polimerizacije uz pomo} prajmera specifi-
~nih za 16S rRNK gen. Pored visoko konzervisanih
regiona u okviru gena za 16S rRNK postoje i hiper-
varijabilni regioni na osnovu ~ije sekvence se bakte-
rije mogu klasifikovati (Marchesi et al. 1998).

Cilj ovog rada je izolacija bakterija iz zemlji{ta
kontaminiranog aromati~nim ugljovodonicima i te-
stiranje izolovanih sojeva na rast u prisustvu zaga|i-
va~a kao jedinih izvora ugljenika, kao i kasnija
filogenetska karakterizacija.

Materijal i metode

Uzorci zemlji{ta

Uzorci kontaminiranih zemlji{ta su uzeti kod dve
benziske pumpe u centru Valjeva, sa dela koje nije
bilo za{ti}eno rastinjem. Kontrolno zemlji{te je uzeto
duboko na {umskom terenu, daleko od izvora zaga-
|enja. Uzorci su pokupljeni {patulom sterilisanom
zagrevanjem na plamenu, sa dubine od oko 5 cm, i u
sterilnim posudama na ledu preneti u laboratoriju,
gde su ~uvani na -20°C (temperatura zamrziva~a).

Medijumi za rast bakterija

NE podloga je kori{}ena kao neselktivni medi-
jum za gajenje svih kultura izolovanih iz kontamini-
rane zemlje. Litar podloge sadr`i:

– 10 g glukoze
– 2 g ekstrakta kvasca
– 1 g mesnog ekstrakta
– 2 g kazein hidrolizata
Za ~vrsti NE medijum je potrebno dodati 1.5%

agra u finalnu koncentraciju. Sterilisati autoklavira-
njem 20 minuta na 121°C.

BS podloga je kori{}ena za proveru rasta izolova-
nih bakterija na polutantima kao jedinim izvorima
ugljenika.

Litar podloge sadr`i:
– 6 g Na2HPO4

– 3 g KH2PO4

– 0.5 g NaCl
– 1 g NH4Cl
– 0.04% fenol ili 0.01% benzin
Za ~vrsti BS medijum je potrebno dodati 1.5%

agra u finalnu koncentraciju. Sterilisati autoklavira-
njem 20 minuta na 121°C.

Predtretman i izolacija fenol i benzin
rezistentnih bakterija

Pre zasejavanja na podlogu svi uzorci su treti-
rani fenolom i benzinom. Svaki uzorak je podeljen
na tri grupe:

– Netretirana grupa – 0.1 g zemlje je rastvoren
u 100 µL 50 mM kalijum-fosfatnog pufera i inku-
biran 120 minuta na sobnoj temperaturi. Suspenzije
su dopunjene sa 900 µL dH2O, i vorteksovane.
200 µL suspenzije razbla`enja 10–4 su utrljane na
NE podlogu.

– Fenol-rezistentne bakterije – 0.1 g zemlje je
rastvoren u 100 µL 50 mM kalijum-fosfatnog pu-
fera sa 1.5 % fenola i inkubiran 120 minuta na sob-
noj temperaturi. Suspenzije su dopunjene sa 900 µL
dH2O, i vorteksovane. 200 µL suspenzije razbla-
`enja 10-4 su utrljane na NE podlogu.

– Benzin-rezistentne bakterije – 0.1 g zemlje je
rastvoren u 100 µL 50 mM kalijum-fosfatnog pufe-
ra sa 1.5% benzina i inkubirana 120 minuta na sob-
noj temperaturi. Suspenzije su dopunjene sa 900 µL
dH2O, i vorteksovane. 200 µL suspenzije razbla-
`enja 10–4 su utrljane na NE podlogu.

Nakon perioda inkubacije od 36 h izabrano je
11 pojedina~nih kolonija sa svih zasejanih NE pod-
loga koje su preba~ene u 5 mL te~ne NE podloge,
radi dobijanja ~istih kultura. Kolonije dobijene na-
kon predtretmana fenolom i benzinom su ozna~ene
fenol, odnosno benzin tolerantne, respektivno.

PCR umno`avanje 16srRNK gena

Geni za 16S rRNK sojeva koji razgra|uju aro-
mati~ne ugljovodonike umno`eni su univerzalnim
bakterijskim prajmerima:

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

Reakcija lan~ane polimerizacije (PCR) sastoji
se iz tri koraka koji se sukcesivno ponavljaju i omo-
gu}avaju sintezu DNK: denaturacija dvolan~ane
matrice DNK, vezivanje prajmera za matricu na
osnovu komplementarnosti baza i elongacija DNK
polimerazom. O~ekivana du`ina je bila 1367 bp.

Reakciona sme{a za PCR reakciju ukupne za-
premine od 25 µL je sadr`ala: 5 µL te~ne NE
kulture ~istih sojeva bakterija, 10.55 µL dH2O, 3%
DMSO, 2.5 µL pufera specifi~nog za polimerazu,
0.5 µL 20F prajmera, 0.5 µL 1387R prajmera,
2.5 µL dNTP i 2.5 µL 10 � MgCl2
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Dodavanju polimeraze je prethodio „Hot start
korak”, koji podrazumeva inkubaciju PCR sme{e 15
minuta na 98°C, radi lize bakterijskih }elija i osloba-
|anja DNK. Nakon ovog koraka dodaje se 0.2 µL
Fire polimeraze. [ema PCR reakcije za umno`avanje
16s rRNK gena data je u tabeli 1.

Tabela 1. [ema PCR reakcije za umno`avanje 16s
rRNK gena

Faza reakcije Temperatura
[°C]

Trajanje Broj
ciklusa

Po~etna
denaturacija

95 3' 1

Touch down
PCR

95 40''
60 dT= -1 1'

�
�
�
30

72 2

PCR 95 40''
45 1'

�
�
�
10

72 2'

FInalna
elongacija

72 10' 1

RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphysm) analiza

PCR produkti podvrgnuti digestiji restrikcionim
enzimom RsaI (Fermentas). U sme{u posle PCR rea-
kcije dodato je 3 µL 1 � Tango pufera, kao i 1 µL
RsaI enzima (stok 10U/µl) (RsaI enzim prepoznaje
GTAC sekvencu, koja se ~esto nalazi u DNK). Sme-
{a je inkubirana 2 h na 37°C.

Proizvodi digestije su analizirani na 1.5% agaro-
znom gelu. Elektroforeza je vr{ena u 1 � TAE puferu
(40 mM Tris, 20 mM Na-acetat, 1 mM Na2EDTA).
Vizuelizacija DNK omogu}ena je dodavanjem etidi-
jum-bromida u gel i osvetljavanjem gela UV svet-
lo{}u talasne du`ine 266 nm.

Sekvenciranje 16S rRNK gena

Od ukupnih 11 uzoraka populacija, izdvojene su
dve populacije za dalji rad, od kojih je svaka poka-
zivala druga~iji profil se~enja RFLP analize (profil A
i profil C). Zbog nemogu}nosti ponovnog rasta
bakterijske populacije sa profilom se~enja B u uslo-
vima laboratorije Instituta za molekularnu genetiku i

genetski in`enjering, sekvenciranje 16SrRNK gena
ove vrste nije ura|eno.

PCR produkti umno`enog gena (slika 1) su
pre}i{~eni pre sekvenciranja kitom za pre~i{~avanje
PCR produkata QIAquick PCR purification kit
(QIAgeu), prema standardnom protokolu proi-
zvo|a~a (QIAquick PCR purification microcentri-
fuge and Vacuum Protocol). Koncentracija ovako
pre~i{}ene DNK je izmerena aparatom NanoVue
(GE Health Care), i iznosila je 2.0 ng/µL i 3.7
ng/µL za profil A i profil C, respektivno.

Sekvenciranje DNK se vr{ilo komercijalnim

kitom BigDye Terminator v3.1 Cycle sequencing.
Za reakciju sekvenciranja potrebno je pripremiti
adekvatno pre~i{}enu DNK matricu, kao i odgova-
raju}i oligonukleotid. Da bi reakcija sekvenciranja
bila optimalna potrebno je precizno odmeriti koli-
~inu PCR produkta koji se sekvencira, po{to se broj
pro~itanih nukleotida smanjuje ako je koli~ina
matrice ve}a ili manja od optimalne.

Reakcija sekvenciranja je vr{ena u zapremini od
8 µL, koja je sad`ala:

– Ready Reaction Mix, 2/µL
– Oligonukleotidi

20F-forward oligonukleotid, 1/µL
1492R-reverse oligonukleotd, 1/µL

– DNK matrica, 2/µL PCR produkta
– DH2O, 3/µL
Program na kom se vr{i umno`avanje je slede}i

(tabela 2):
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Slika 1. PCR produkt gena 16SrRNK bakterijskih
populacija sa profilom secenja C i A

Figure 1. PCR product of 16SrRNA gene of bacterial
population with RFLP profile C and A



Tabela 2. [ema PCR reakcije za sekvenciranje
16s rRNK gena

Temperatura [°C] Trajanje Broj ciklusa

96 1' 1

96 10''
50 5''

�
�
�
25

60 4'

Posle reakcije sekvenciranja potrebno je pre~istiti
produkte reakcije na slede}i na~in:

– u 8 µL reakcione sme{e dodati 40 µL ras-
tvora A (rastvor A: 1.2 mL 3M Na-acetata,
25 mL etanola, 5.8 mL H2O)

– sme{u centrifugirati 10 minuta na 13000 rmp
– odltiti supernatant i talog isprati sa 20 µL

70% etanola
– sme{u centrifugirati 10 minuta na 13000 rmp
– odltiti supernatant i talog isprati sa 20 µL

70% etanola
– sme{u centrifugirati 10 minuta na 13000 rmp
– odliti supernatant i osu{iti talog
– dodati 20-25 µL HiDi Formamide i vortek-

sovati
Dobijena sekvenca je propu{tena kroz BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) algoritam, koji
omogu}ava pore|enje dobijene sekvence sa bazom
podataka ve} poznatih DNK sekvenci.

Rezultati i diskusija

Kolonije izrasle nakon predtretmana fenolom, od-
nosno benzinom ozna~ene su kao fenol tolerantne,
odnosno benzin tolerantne, respektivno. RFLP ana-
liza je dala profile se~enja, prikazane na slici 2.

U ovom radu su uspe{no izolovane 3 populacije
bakterija koje su pokazale rezistentnost prema ben-
zinu i fenolu. Ove populacije se razlikuju po restri-
kcionim profilima 16s rRNK gena, na osnovu kojih
se mo`e zaklju~iti da su 3 izolovane bakterijske po-
pulacije me|usobno razli~ite.

Potvrdu RFLP analize mo`e dati sekvenciranje
16SrRNK gena ovih populacija.

Radovi objavljivani na ovu temu pokazuju visoku
korelaciju izme|u nivoa zaga|enosti i broja izolovanih
genotipova koji su razli~iti, kao i da se u zaga|enim
zemlji{tima u velikom procentu nalaze genotipovi

ve} okarakterisanih bakterijskih populacija uklju~e-
nih u degradaciju n-alkana i cikli~nih ugljovodonika
(Margesin et al. 2003). Zbog ovih podataka je bitno
filogenetski okarakterisati populacije izolovane u
ovom radu.

Dobijeni rezultati sekvenciranja gena su bila
sekvence od 1270 nukleotida i 1331 nukleotid za
bakterije profila se~enja C i A, respektivno (sekve-
nce bakterija su date u prilogu).

Posle BLAST pretra`ivanja baze podataka, do-
bijeni su slede}i rezultati (slika u prilogu):

– Sekvenca gena bakterijske populacije sa
profilom se~enja A se poklapa 99% sa ro-
dom Bacillus.

– Sekvenca gena bakterijske populacije sa
profilom se~enja C se poklapa 99% sa ro-
dom Staphylococcus.

Po{to je o~ekivana du`ina PCR produkta
16SrRNK gena 1367 nukleotida, za oba uzorka
(1270 i 1331 nukleotid) mo`e se sa sigurno{}u
tvrditi da pripadaju navedenim rodovima.
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Slika 2. Rezultati RFLP analize.
Razli~ite baktrijske populacije su obele`ene razlicitim
slovima (A, B, C)
Napomena: Profili se~enja ostalih uzoraka nisu
prikazani, zato {to im se profil poklapa sa profilom A

Figure 2. RFLP analysis results
Different bacterial population are marked with different
letters (A, B, C)
Note: The profiles for other samples are not shown, as
they are concurrent with profile A



Tako|e, prema bazi podataka, mo`emo sa ma-
njom dozom sigurnosti odrediti vrstu bakterije. Tako,
za populaciju koja pripada rodu Bacillus, rezultati
pretrage pokazuju da pripadaju vrsti Bacillus altitu-

dinis.
Za populaciju koja pripada rodu Staphylococcus,

rezultati pretrage pokazuju da pripadaju vrsti Staphy-

lococcus aureus.
Posle ovih rezultata, mo`emo sigurno tvrditi da

izolovane benzin i fenol tolerantne bakterije sa istim
profilom se~enja pripadaju istim rodovima.

Poslednjih godina sve je ve}i broj zaga|iva~a
`ivotne sredine, a razvijeno je i veliki broj fizi~kih i
hemijskih metoda za njihovo uklanjanje. Naj~e{}e
ove metode dovode do nastanka toksi~nijih interme-
dijera. Sa druge strane bioremedijacija kao biolo{ki
metod za uklanjanje zaga|iva~a predstavlja efikasan,
ekonomi~an i ekolo{ki bezbedan pristup, te se tako u
poslednje vreme stavlja akcenat na automatizaciju i
optimizaciju metoda za izolaciju autohtonih bakterija
koje su ve} priviknute na date uslove sredine. Ovaj
proces kori{}enja autohtonih bakterija se naziva bio-
stimulacija, dok u slu~aju kad je neophodno uvesti,
za datu sredinu, nerezidentni soj proces se ozna~ava
kao bioaugmentacija (Andreoni i Gianfreda 2007).
Kori{}enje jeftinih metoda za uklanjanje BTEX jedi-
njenja ima veliku ekonomsku prednost, jer sam
proces izolacije bakterija i optimizacije procesa de-
gradacije manje ko{ta od tretmana zaga|enih pod-
ru~ja hemijskim agensima.

Dobro je poznato da su bakterijama pored ugljvo-
donika kao izvora ugljenikovih atoma potrebni i mi-
kronutritijenti. Iz ovoga proizilazi da stopa degradacije
uglavnom zavisi od dostupne koli~ine azota i fosfora
u okolini. Fertilizacijom neorganskim azotom i fosfo-
rom se mo`e umnogome pove}ati rast degradaju}ih
bakterija, a i optimizovati sam proces degradacije.
Velika koncentracija mo`e uzrokovati eutrofikaciju,
dok premale koncentracije rezultuju subotimalnim
nivoom remedijacije. Dalje smernice istra`ivanja bi
se mogle ticati empirijskog odre|ivanja optimalne
koli~ine mikronutritijenata. Ovi podaci bi mogli biti
kori{}eni za razumevanje sistematskog efekta ovih
neorganskih elemenata na remedijaciju, {to bi dovelo
do razvitka racionalnijih strategija (Roling et al.

2002).

Zaklju~ak

U ovom radu izolovane su populacije bakterija
koje su sposobne za degradaciju aromati~nih ugljo-
vodonika. Kombinacijom PCR i RFLP metode za-
klju~eno je da je izolovano 3 razli~ite populacije
bakterija, obele`ene kao A, B i C. Sekvenciranje
16SrRNK gena dve od tri populacije (A i C) je ot-
krilo da sekvencirani sojevi pripadaju rodovima Ba-

cillus i Staphylococcus, respektivno.
Dalje ispitivanje ovih sojeva i testiranje njihove

sposobnosti da degraduju razli~ite aromati~ne ugljo-
vodonike omogu}ila bi njihovu potencijalnu prime-
nu u remedijaciji kontaminiranih urbanih zemlji{ta.
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Aleksej Drino

Isolation and Characterization of
Bacteria from Soil Polluted with
Aromatic Hydrocarbons

The biodegradation of petroleum hydrocarbons
polluted soil is a result of adapted microorganisms
ability to degrade these contaminants. Over the last
decades, there has been an increasing interest in bio-
logical methodologies, collectively indicated as bio-
remediation, that may help reduce the risk of organic
pollutants in soil and effectively restore polluted
sites. These methodologies, usually considered envi-
ronment-friendly treatments, constitute of managed

or spontaneous processes mediated by mainly mi-
croorganisms, which degrade or transform contami-
nants to less toxic or nontoxic products.

In the present paper three petrol/phenol resistant
bacterial populations have been isolated. With a
combination of the PCR and the RFLP analysis
methods, the difference between these three isolated
genotypes was proven. 16S ribosomal RNA sequen-
cing showed that the isolated bacteria belong to Ba-

cillus and Staphylococcus genus. Further research
may consider identification of the third isolated
population, and attempt to optimize the process of
bioremediation with isolated bacteria. The possible
use of these findings in the future is the possibility
of remediation in urban contaminated soils.
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Prilog
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Populacija sa profilom se~enja C:

AACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAAC
CGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCT
AGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTT
ATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGG
TCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAA
ATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
TGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGGGGGTTCCTGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGA
GATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTG
GGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAG
GTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGC
TGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGT

Sekvenca sadr`i 1270 nukleotida.

Populacija sa profilom se~enja A:

CTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGC
ATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTT
GTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGG
TCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTACCACGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTA
GAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTG
GGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAA
GGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAG
CTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCGCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTT

Sekvenca sadr`i 1331 nukleotid.
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